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Theoretischer Hintergrund 1

1 Theoretischer Hintergrund

1.1 Die Hamatopoiese

Der Begriff Hamatopoiese stammt aus dem Griechischen als Zusammensetzung der Worte
haimas (Blut) und poiesis (Herstellung) und bedeutet Blutbildung. Die Lebensdauer der reifen
Blutzellen variiert zwischen einigen Stunden und mehreren Wochen, daher missen bei einem Er-
wachsenen kontinuierlich etwa 2 x 10 Erythrozyten und 10%° Leukozyten pro Tag neu gebildet
werden, um eine konstante Anzahl an Zellen im Blut aufrechtzuerhalten'?. Blut ist damit eines

der am starksten regenerativen Organe in adulten Saugetieren.

Die verschiedenen Typen reifer Blutzellen leiten sich von einer kleinen Population multipotenter
Stammzellen ab, die wahrend einer kurzen Phase der embryonalen Entwicklung im Dottersack
gebildet werden und sich spater in der fotalen Leber und im Nabelschnurblut nachweisen las-
sen’. Im adulten Organismus sind diese hamatopoietischen Stammzellen (hematopoietic stem
cell, HSC) hauptsachlich im Knochenmark (KM) zu finden, dem wichtigsten Ort der adulten Ha-
matopoiese. Die Stammzellen besitzen die Fahigkeit, sowohl sich selbst zu erneuern und damit
ein Leben lang ihre eigene Anzahl konstant zu halten, als auch in alle hamatopoietischen Zelllini-
en zu differenzieren. Sie finden sich im KM in Nischen zwischen den Knochentrabekeln und sind

von GefaBen umgeben, durch die die reifen Zellen in die Blutzirkulation gelangen.

Wahrend der Differenzierung durchlaufen die hamatopoietischen Stammzellen unterschiedliche
Vorlauferstadien (Progenitoren), ausgehend von Zellen mit multiplem Differenzierungspotenzial
bis hin zu unipotenten Vorldufern, die sich nur noch in eine Linie entwickeln kdnnen*. Aus einer
Stammzelle gehen nach 20 Teilungsschritten etwa 10° reife Blutzellen hervor®. Abbildung 1.1
zeigt schematisch die Differenzierung der multipotenten HSC in die verschiedenen reifen Zellen.
Zuerst entwickeln sich so genannte Progenitoren multiplen Potentials (MPP), die weiter differen-
zieren zu oligopotenten Progenitoren der lymphoiden Reihe (common lymphoid progenitor, CLP)
und der myeloiden Reihe (common myeloid progenitor, CMP)!. Die CLP bringen durch weitere
Differenzierungsschritte die verschiedenen reifen lymphoiden Zellen (T-, B-Lymphozyten und NK-
Zellen) hervor. Auf der myeloiden Seite durchldauft die CMP einen weiteren Differenzierungsschritt
entweder zu einem Granulozyten-Makrophagen-Vorlaufer (granulocyte/macrophage progenitor,
GMP) oder zu einem Megakaryozyten-Erythrozyten-Vorldufer (megakaryocyte/erythrocyte proge-
nitor, MEP). Aus der GMP entwickeln sich Makrophagen und Granulozyten, aus der MEP entste-
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Theoretischer Hintergrund 2

hen Thrombozyten und Erythrozyten (Abbildung 1.1). Dendritische Zellen werden sowohl von

CLP als auch vom CMP hervorgebracht.

o —p ° T-Zellen

— » € B-Zellen
CcLP ///" ° > ©
- % ° —l NK-Zellen
/ A N

< _» Dendritisch
° — \ho;,r endritische

— @ - &£ NS Zellen
o ° ° B @00 < : — £ O Eh
LT-HSC  ST-HSC MPP GMP @ —> (g Makrophagen

Granulozyten

o P o o > ‘ —Pp Thrombozyten
°°°
] > °0°° Erythrozyten

<4=Stammzellenm)p> —=smlfms Progenitoren  oi— o mee— Reife Zellen
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Himatopoiese [adaptiert nach UMCG’]

Der Prozess der Differenzierung zu reifen Blutzellen lauft nicht nur kontinuierlich ab, sondern
auch extrem schnell, allerdings sind diese Proliferationsraten eher auf Basis der schnellen Ampli-
fikation der Progenitorzellen angesiedelt, wahrend die hamatopoietischen Stammzellen selbst
unter physiologischen Bedingungen einen langsamen Zellzyklus haben®. Schatzungen belegen,

dass im erwachsenen Menschen pro Sekunde etwa 1,5 x 10° reife Blutzellen gebildet werden®.

Treten in den hamotopoietischen Stamm- und Progenitorzellen (stem and progenitor cell, HSPC)
krankhafte Veranderungen des Erbgutes auf, kann sich daraus eine Stammzellerkrankung entwi-
ckeln. Solch veranderte Stammzellen haben ahnliche Eigenschaften wie die gesunden HSPC und
kdnnen zu reifen Blutzellen differenzieren, sie kdnnen aber auch einen Differenzierungsdefekt
aufweisen und als unreife Progenitorzellen (Blasten) im KM und Blut akkumulieren’. Da die
krankhaften Blutzellen auf eine veranderte HSPC zuriickgehen, bilden sie einen Klon und man
spricht von klonalen Erkrankungen. Beispiele fiir solche klonalen Stammzellerkrankungen sind
die Leukamien sowie die Myelodysplastischen Syndrome, mit welchen sich die vorliegende Arbeit

beschaftigt.
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1.2 Die Myelodysplastischen Syndrome

1.2.1 Definition

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind eine heterogene Gruppe von erworbenen Erkrankun-
gen der hamatopoietischen Stammzellen bei Patienten meist hoheren Lebensalters, die durch
eine ineffektive Hamatopoiese, ein erhdhtes Risiko eine Akute Myeloische Leukamie (AML) zu
entwickeln und in ca. 50% der Falle durch chromosomale Defekte gekennzeichnet sind®. Friiher
wurden diese Erkrankungen auch als schleichende oder schwelende Leukamie, Praleukamie oder
Dysmyelopoietisches Syndrom bezeichnet. Der Begriff Myelodysplastische Syndrome stammt aus
dem Griechischen als Zusammensetzung der Worte myelos (Knochenmark) und dys plasein
(schlecht gebildet) und beschreibt die veranderten Vorlauferzellen des Knochenmarks. Er wurde
erstmals 1976 von der French-American-British Cooperative Group verwendet, welche 6 Jahre
spater auch die erste Klassifikation (French-American-British Klassifikation, FAB) dieser Erkran-

kungen einfiihrte®.

1.2.2 Epidemiologie

Myelodysplastische Syndrome kdnnen in jedem Alter auftreten, ihre Haufigkeit ist jedoch stark
altersabhangig. Das mediane Erkrankungsalter liegt bei 60-70 Jahren, im jlingeren Lebensalter
tritt die Erkrankung nur selten auf. Die Inzidenz einer MDS-Diagnose in der Gesamtbevdlkerung
liegt bei ca. 4-5 Erkrankten / 100.000 Personen / Jahr. Die Haufigkeit steigt jedoch drastisch ab
dem 60. Lebensjahr, bei den Uber 70-Jahrigen gehéren die Myelodysplastischen Syndrome mit
einer Inzidenz von 30,65 / 100.000 Personen / Jahr zu den haufigsten malignen hamatologi-
schen Erkrankungen®. Studien des Duisseldorfer MDS-Registers (iber einen Zeitraum von 1991
bis 2002 ergaben die in Tabelle 1.1 dargestellte Altersverteilung flir die Inzidenz von MDS im
Stadtgebiet Dusseldorf. Innerhalb der Europdischen Union werden jahrlich schatzungsweise
20.000 Patienten mit einem MDS neudiagnostiziert, in den USA mehr als 10.000*. Basierend auf
der zunehmenden Lebenserwartung der Bevdlkerung in den Industrienationen muss davon aus-
gegangen werden, dass die Zahl derer, die an Myelodysplastischen Syndromen erkranken, weiter
zunehmen wird. Fir die Haufigkeit von MDS bei Kindern und jungen Erwachsenen spielt das Ge-
schlecht keine Rolle. In der Altersgruppe Uber 55 Jahre jedoch sind Manner haufiger als Frauen

betroffen.
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Tabelle 1.1: Inzidenz von MDS im Stadtgebiet von Diisseldorf 1991-2002 [aus

Alter in Jahren mannlich weiblich
<30 0,36 0,50 0,24
30 - 40 0,43 0,34 0,53
40 - 50 1,29 1,20 1,37
50 - 60 2,83 3,49 2,20
60 - 70 8,68 11,41 6,18
70 - 80 24,50 38,81 17,18
80 - 90 31,30 53,58 23,64
> 90 15,90 28,19 13,06
Alle Altersklassen 4,90 5,52 4,36

1.2.3 Atiologie

Myelodysplastische Syndrome kénnen sich ohne ersichtlichen Grund entwickeln. Weder diagnos-
tische Klassifikationssysteme noch epidemiologische Daten konnten bisher die Frage nach der
Atiologie des MDS beantworten. In tiber 90% der Falle kann ein die Krankheit ausldésender Stoff
nicht gefunden werden'®*?, die Erkrankung gilt bis heute als idiopathisch (unklarer Genese) und
wird als primdr oder de novo MDS bezeichnet. Verschiedene genetische Defekte erhdhen die
Wahrscheinlichkeit, insbesondere jlingerer Patienten, an einem MDS zu erkranken. So tritt bei-
spielsweise bei 2-3% der an einem Fanconi-Syndrom Erkrankten sowie bei 1-2% der Patienten
mit einer kongenitalen Dyskeratose ein MDS auf'***, Weiterhin wurde bereits Ende der 1980er
Jahre Uber genetische und familidgre Dispositionen flir das Auftreten eines MDS bei Erwachsenen
berichtet®. In ca. 5-10% der Félle liegt ein sekundares MDS vor, entstanden durch die Einwir-
kung von Zellgiften auf die Kdrperzellen. So kénnen beispielsweise iatrogene (vom Arzt erzeug-
te) Faktoren wie Bestrahlung, Chemo- oder Radioiodtherapie in der Behandlung anderer Neopla-
sien ein so genanntes therapie-induziertes MDS auslésen. Auch eine vermehrte Exposition mit
organischen Ldsemitteln (z.B. Benzol) oder Pestiziden sowie Rauchen und der Gebrauch von

Haarfarbemitteln scheinen die Entwicklung eines MDS zu begtinstigen®>.

1.2.4 Pathophysiologie

Basierend auf der Hypothese von Nordling und spater Knudson, dass der Entstehung von Tumo-
ren eine Mehrschrittpathogenese zu Grunde liegt'®?’, geht man auch bei der Entstehung und
dem Verlauf der Myelodysplastischen Syndrome davon aus, dass eine Akkumulation verschiede-
ner Veranderungen Auswirkungen auf Zellzyklus und Transkription von Tumorsuppressoren hat

und zur Expansion des MDS-Klons fiihrt's. Abbildung 1.2 zeigt schematisch diesen Verlauf. Die
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Progression zur Leukamie ist dabei wahrscheinlich unabhangig von der Reihenfolge der Alteratio-
nen, aber abhangig von den beteiligten Genen. Der genaue Ursprung des MDS-Klons im hama-
topoietischen Progenitorkompartiment ist bisher unbekannt. Die neoplastische Schadigung und
die maligne Transformation erfolgt wahrscheinlich bereits auf der Ebene einer kommittierten
myeloischen Stammzelle®. Weitere Schritte, die mit der Pathogenese des MDS verbunden wer-
den, sind eine erhdhte Selbsterneuerungsrate der hamatopoietischen Stammzelle oder die An-
eignung einer Selbsterneuerungsfahigkeit auf Progenitorebene, gesteigerte Proliferation des
krankheitsausldsenden Klons, beeintrachtigte Differenzierung, genetische und epigenetische In-
stabilitat, anti-apoptotische Mechanismen der krankheitsauslésenden Zellen, eine Umgehung des
Immunsystems und die Suppression der normalen Hamatopoiese?. Da zundachst die abnormen
und normalen Stammzellen gleichzeitig aktiv sind, tragen beide zur Hamatopoiese bei (leichte
Reifungsstérungen). Mit Progression der Erkrankung dominiert jedoch der neoplastische Klon, es
kommt zu schweren Reifungsstérungen und einem Uberschuss an Blasten (unreifen Zellen). Mit
der Progression der Erkrankung geht die Zellzyklusregulation weiter verloren, die Apoptose wird

herunterreguliert und ist schlieBlich beim Ubergang in eine AML eher vermindert.

weitere Defekte
(Hypermethylierung,
Tumorsuppressoren,

Onkoproteine) AML

zweiter Defekt

(Zellzyklus, MDS

Transkription) (schwer)

erster Defekt
(altersassodziert,
genetisch,
chemisch)

MDS

gesunde Stammzelle

Abbildung 1.2: Mehrschrittpathogenese des MDS [adaptiert nach Nolte'®]

Die Verdachtsdiagnose MDS wird haufig zufallig bei einem Routinebluttest gestellt. Viele Patien-
ten, bei denen spater ein MDS diagnostiziert wird, suchen ihren Arzt urspriinglich auf, weil sie

die Symptome einer Anamie (Mangel an Hamoglobin und Erythrozyten) haben, beispielsweise

Julia Frobel



Theoretischer Hintergrund 6

Miidigkeit, Konzentrationsstérungen, Kurzatmigkeit und Blasse. Bei 60% der Patienten lasst sich
eine Neutropenie (Mangel an neutrophilen Granulozyten) nachweisen, die zu Infektanfalligkeit
und Fieber flihrt. Ebenso haufig findet man eine Thrombozytopenie (Mangel an Blutplattchen)
mit vermehrter Blutungsneigung, die sich als petechiale Haut- und Schleimhautblutungen, Na-
sen- oder Zahnfleischbluten sowie gastrointestinale und zerebrale Blutungen manifestieren
kann®. In ca. 20% der Félle handelt sich die Diagnose eines MDS um einen reinen Zufallsbe-
fund, die restlichen 80% werden aufgrund der in Folge der Zytopenien entstehenden Symptome
diagnostiziert. Die mediane Uberlebenszeit nach der Diagnose eines MDS betrigt lediglich
5-50 Monate*. Das Krankheitsbild ist gekennzeichnet durch eine progrediente Zunahme der pe-
ripheren Zytopenien durch die Differenzierungsstérung im Knochenmark. In den meisten Féllen
verstarkt sich diese im Krankheitsverlauf, die Apoptoserate sinkt und es kommt zusatzlich zur Ak-
tivierung von Onkogenen und/oder zu Chromosomenaberrationen, wodurch eine maligne Trans-
formation mit unkontrollierter Expansion unreifer Zellen ausgel6st wird®. Mit fortschreitender
Krankheit vermehren sich die Blasten im KM und hindern es daran, geniigend rote und weiBe
Blutkdrperchen sowie Blutplattchen zu produzieren - die normale Blutbildung wird verdrangt.
Zahlreiche andere Mechanismen, wie Wechselwirkungen zwischen den Blutzellen und der Kno-
chenmarkumgebung, Freisetzung bestimmter wachstumshemmender Zytokine oder auch eine
vermehrte GefaBneubildung im Knochenmark, spielen wahrscheinlich ebenfalls eine Rolle. Meist
sterben MDS-Patienten an inneren Blutungen oder an einer Lungenentziindung. In ca. 30% aller
MDS-Patienten kommt es zur Progression in eine akute Leukamie?, die viele Patienten wegen ih-

res geschwachten Zustandes auch bei sofort eingeleiteter Chemotherapie nicht lange tberleben.

1.2.5 Diagnostik

Flhrende Charakteristika eines MDS sind periphere Zytopenien einer oder mehrerer Zellreihen
und Dysplasiezeichen der hamatopoietischen Vorlduferzellen im Knochenmark mit oder ohne
Vermehrung von Blasten. Die oben beschriebenen Symptome der MDS sind jedoch nicht spezi-
fisch und kdnnen genauso auf andere leichte oder schwere Erkrankungen hindeuten, welche bei
der Diagnose ausgeschlossen werden missen. Eine genaue Diagnose kann nur nach einer mor-
phologischen Untersuchung des Blutes und des Knochenmarks erfolgen. Leitbefunde im Blutbild
sind die einzelnen Zytopenien (Anamie, Neutropenie oder Thrombozytopenie) oder, sind alle drei
Zellreihen betroffen, die Panzytopenie®. Weiterhin spielt die Anfertigung eines Differentialblutbil -
des und dessen zytomorphologische Auswertung eine entscheidende Rolle. Dort zeigen sich typi-
scherweise Anisozytose (ungleiche GroBe der Erythrozyten), dysplastische Veranderungen der

Granulozyten sowie Riesenthrombozyten®. Weisen diese Untersuchungen auf eine hamatologi-
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sche Erkrankung hin, wird dem Patienten eine Knochenmarkprobe aus dem Beckenkamm ent-
nommen. Ausstriche des Punktionsmaterials ergeben bei MDS-Patienten typischerweise eine
normale oder erhéhte Zellularitat des KM sowie Reifungsstdrungen der Zellreihen. Eine defekte
Erythropoiese zeigt sich dabei durch Ringsideroblasten, megaloblastéare Transformation oder Ker-
nanomalien®. Eine Linksverschiebung der Granulopoiese, mangelnde Granulation, Pseudo-Pelger-
Zellen oder hypersegmentierte Neutrophile deuten auf eine Dysgranulopoiese hin®. Weiterhin
kann eine Dysmegakaryopoiese in Form von Mikromegakaryozyten, mononuklearen Megakaryo-
zyten oder Megakaryozyten mit einzeln liegenden Kernsegmenten auftreten®. Die haufigsten

morphologischen Merkmale fiir eine MDS-Diagnose sind in Abbildung 1.3 dargestellt.

Abbildung 1.3: Morphologische Merkmale im Knochenmark bei MDS. Knochenmarkausstriche in Pappen-
heim-Férbung (A-C) und Eisenférbung (D). A Erythroblasten mit megaloblastischen Verdnderungen, Mitte
oben zweikernige Form. B Hypogranulierte Granulozyten. C Abnorme Megakaryozyten mit jeweils mehre-
ren Einzelkernen. D Ringsideroblasten (Erythroblasten mit ringfGrmig um den Kern lokalisierten Eisengra -
nula). [adaptiert nach MichF]

Gelegentlich ist die eindeutige Diagnosestellung eines MDS durch die zytologische Untersuchung
nicht moglich. Daher sollte auch eine histologische Untersuchung eines Beckenkammtrepanats
durchgeflihrt werden, um speziell hypoplastische und myelofibrotische MDS-Varianten diagnosti-
zieren zu kdnnen®. Diese sollten weiterhin durch zytogenetische Analysen erganzt werden, da
bei etwa 50% der MDS-Patienten chromosomale Aberrationen vorliegen®. Mittlerweile wurde
deutlich, dass die Heterogenitat der MDS ebenfalls von deren genetischer Heterogenitdt ab-
hangt. So wurden beispielsweise in einer multizentrischen zytogenetischen Analyse von 1080
MDS-Patienten mit abnormalem Karyotyp 684 verschiedene chromosomale Anomalien nachge-

wiesen®*. Die wesentlichen Anomalien sind dabei ein Verlust der Chromosomen 5, 7 oder Y, ein
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Verlust des langen Arms der Chromosomen 5 oder 20 und eine Trisomie 8, es treten allerdings

auch viele seltene Veranderungen oder Kombinationen mehrerer Anomalien auf?.

1.2.6 Klassifikation

Aufgrund der groBen Heterogenitat der Myelodysplastischen Syndrome werden sie abhangig da-

von, welche Knochenmark- und Blutzellen betroffen sind, in verschiedene Subtypen eingeteilt.

1.2.6.1 French-American-British Klassifikation

Das erste Klassifikationssytem der MDS wurde 1982 von der French-American-British Cooperati-
ve Group vorgeschlagen und nach ihr benannt: die FAB-Klassifikation®. Sie basiert auf zytomor-
phologischen Kriterien, medulldrem und peripherem Blastenanteil, dem Nachweis von Ringside-
roblasten und Auer-Stéabchen sowie der Monozytenzahl im Blut, gewahrleistete standardisierte
Diagnose-Ablaufe und wichtige prognostische Informationen und diente fast 20 Jahre lang als
Goldstandard in der MDS-Diagnostik®. Die FAB-Klassifikation unterteilt die Myelodysplastischen
Syndrome entsprechend dieser Kriterien in 5 Subtypen (Tabelle 1.2).

Tabelle 1.2: FAB-Klassifikation der Myelodysplastischen Syndrome [nach Bennett®
Abkiirzun Blastenanteil Blastenanteil

)

medullar

peripher

weitere Merkmale

Refraktdre Andmie RA <5% <1% <15% Ringsideroblasten im KM

RefraktareiAnamieImity BNphpe <5% <1% | >15% Ringsideroblasten im KM

Ringsideroblasten

Refraktdre Anamie mit RAEB 5 -20% <5%

Blastenexzess

Refraktdare Anamie mit .

Blastenexzess in RAEB-T | 20 -30% s | el e T I
- bei Blastenanteil medulléar <20%

Transformation

Chionischelmyeioy CMML <20% <5% >1 x 10° Monozyten/L peripheres Blut

monozytare Leukamie

Der erste Tabelle 1.2 zu entnehmende Subtyp, welcher durch die FAB-Klassifikation festgelegt
wurde, ist die Refraktdare Anamie (RA). Der Begriff ,refraktar" bezieht sich dabei auf die man-
gelnde therapeutische Beeinflussbarkeit der Anamie durch Eisen, Folsaure oder Vitamin Bi,’. Die
RA ist gekennzeichnet durch das Hauptsymptom der Anéamie sowie eine verminderte Retikulozy-
tenzahl, Blasten finden sich nicht im peripheren Blut oder betragen weniger als 1%. Im normo-
oder hyperplastischen Knochenmark Uberwiegt die dysplastische Erythropoiese und es finden
sich weniger als 5% Blasten. Dysplasiezeichen der Granulo- oder Megakaryopoiese kdnnen,

mussen aber nicht auftreten®’. Der zweite definierte Subtyp, die Refraktdre Andmie mit Ringside-
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roblasten (RARS) unterschiedet sich von der RA nur durch das Vorhandensein von mindestens
15% Ringsideroblasten im Knochenmark. Diese Sonderform der erythrozytaren Vorstufen enthal-
ten eine ringférmige perinukledre Anordnung eisenhaltiger Granula. Es handelt sich dabei um
ferritinhaltige Mitochondrien (siehe Abbildung 1.3 D). Die beiden Subtypen RA und RARS kenn-
zeichnen friihe Stadien myelodysplastischer Syndrome mit niedrigem Blastenanteil in Blut und
Knochenmark. Ihnen wurde verglichen mit den anderen Subtypen eine deutlich héhere mediane
Uberlebenszeit (32 Monate bei RA, 42 Monate bei RARS) sowie ein geringerer Ubergang zur AML
(12% bei RA, 8% bei RARS) attestiert?®. Die Subtypen Refraktdre Andmie mit Blastenexzess
(RAEB) und RAEB in Transformation (RAEB-T) dagegen zdhlen als fortgeschrittene Stadien der
MDS. Sie sind durch einen peripheren Blastenanteil bis 5% sowie einen deutlich erhéhten me-
dulldaren Blastenanteil (bis 20% RAEB, 20-30% RAEB-T) gekennzeichnet. Weiterhin besteht
meist eine Zytopenie, welche mehrere Zellreihen betrifft, Ringsideroblasten kénnen vorhanden
sein. Bei der RAEB-T kodnnen bereits Auer-Stabchen, ein charakteristisches Merkmal der AML,
auftreten?. Die fortgeschrittene Erkrankung ist hierbei vor allem durch die deutlich geringere Le-
benserwartung (12 Monate bei RAEB, 5 Monate bei RAEB-T) sowie ein stark erhohtes Risiko zum
Ubergang in eine AML (44% bei RAEB, 66% bei RAEB-T) gekennzeichnet?. Der fiinfte und letzte
in dieser Klassifikation definierte Subtyp ist die Chronische myelomonozytdre Leukédmie (CMML).
Dieser Subtyp beschreibt eine RAEB mit vermehrter Monozytenzahl. Die mediane Lebenserwar-
tung bei diesem Subtyp betragt 20 Monate und etwa 14% der Erkrankten entwickeln ein AML?%,
Der Ubergang in eine AML wurde in der FAB-Klassifikation bei Uberschreiten des medulldren

Blastenanteils von 30% festgelegt®.

1.2.6.2 WHO-Klassifikation

In den Jahren nach 1982 legten zahlreiche Ergebnisse nahe, dass es mehr als die bisher festge -
legten MDS-Subtypen gab, welche sich anhand unterschiedlicher morphologischer und geneti-
scher Befunde voneinander abgrenzen lassen. Diese beinhalteten beispielsweise eine Untertei-
lung der RA und RARS in Untergruppen, welche rein dyserythropoietisch oder multilinear waren,
da diese sich hinsichtlich der Prognose signifikant unterschieden®. So wurde im Jahre 2000
durch eine Arbeitsgruppe der Weltgesundheitsorganisation (WHO) eine verfeinerte Unterteilung
der Myelodysplastischen Syndrome vorgeschlagen. Diese berticksichtigt die mikroskopischen Be-
funde aus Blut und Knochenmark und die Frage, ob mehr als eine Zellreihe betroffen ist. Ebenso
wurden erstmals auch chromosomale Veranderungen aufgenommen?®. 2007 traf sich die Arbeits-
gruppe erneut und es wurden einige Neuerungen beschlossen. Diese Uberarbeitete Unterteilung

ist in Tabelle 1.3 dargestellt.
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Tabelle 1.3: WHO-Klassifikation der Myelodysplastischen Syndrome und myelodysplastischen /
myeloproliferativen Mischformen [nach Brunning

Merkmale im

Merkmale im Blut Knochenmark Zytogenetik
Uni- oder Bizytopenie, | Normale oder vermehrte isolierte
5g-Syndrom del(5q) oft Thrombozytose, Megakaryozyten, Deletion 5
<1% Blasten <5% Blasten q
Refraktare Zytopenie mit Uni- oder Bizytopenie, | Unilinedre Dysplasien, .
unilinedrer Dysplasie HOY <1% Blasten <5% Blasten Ueselistisn
. . Uni- oder Bizytopenie, Dyserythropoiese, .
a) Refraktdre Anamie RA <1% Blasten <5% Blasten verschieden
b) Refraktdre Uni- oder Bizytopenie, | Dysmegakaryopoiese, :
Thrombozytopenie N <1% Blasten <5% Blasten Uy
c) Refraktare Uni- oder Bizytopenie, Dysgranulopoiese, .
Neutropenie RN <1% Blasten <5% Blasten verschieden
- . . Dyserythropoiese,
E?rfrzli(i:itﬁ;]:grl\e Ll RARS keiﬁ gag?;?cen <5% Blasten, verschieden
9 >15% Ringsideroblasten
Refraktare Zytopenie mit Bi- oder Panzytopenie, | Dysplasien in 2-3 Linien, .
multilinedren Dysplasien HE2 <1% Blasten <5% Blasten Uiy
- L y .| Dysplasien in 2-3 Linien,
E?:rzli(;gibzlgggﬁme Mt | ReMD-RS B ocliro/Pagl?;ttc;Eeme, <5% Blasten, verschieden
9 ° >15% Ringsideroblasten
- o Uni- bis Panzytopenie, | Dysplasien in 1-3 Linien,
gg::,::géga{n 2L RAEBI | keine Auer-Stabchen, keine Auer-Stabchen, verschieden
<5% Blasten 5-9% Blasten
- e Uni- bis Panzytopenie, | Dysplasien in 1-3 Linien,
ng::;z;ezgéag e mit RAEB II Auer-Stabchen £, Auer-Stébchen £, verschieden
5-19% Blasten 10-19% Blasten
Dysplasien in <10% der
Uni- bis Panzytopenie Zellen mind. 1 Zellreihe
Unklassifizierte MDS MDS-U Ak begleitet von typ. genet. | verschieden
<1% Blasten .
Befund, keine Auer-
Stabchen, <5% Blasten
. - . | Dysplasien in 1-3 Linien, | kein BCR-ABL,
Chronische . SIS LI 1ol oder genet. oder mol. kein PDGFRa,
myelomonozytdre CMMLI <5% Blasten, o .
Leukémie I >1 x 10° Monozyten /L e keines
<10% Blasten Rearrangement
. - .| Dysplasien in 1-3 Linien, | kein BCR-ABL1,
Chronische . Sl Lelra il il oder genet. oder mol. kein PDGFRa,
myelomonozytdre CMML II 5-19% Blasten, lonalitatsbefund .
Leukamie II >1 x 10° Monozyten /L Nl e KeiniPs
10-19% Blasten Rearrangement
Refraktdare Anamie mit Andmie, Dyserythropoiese, meist JAK2-
Ringsideroblasten mit RARS-T Thrombozytose, <5% Blasten, Mutation
Thrombozytose keine Blasten >15% Ringsideroblasten

Julia Frobel



Theoretischer Hintergrund 11

Die in Tabelle 1.3 dargestellten Subtypen entsprechend der Vorschldge der WHO-Klassifikation
von 2008 unterscheiden sich in erster Linie durch die neuen Kriterien zur Diagnosestellung einer
AML von denen der alten FAB-Klassifikation. So ist laut WHO bereits ab einem Blastenanteil von
20% medullar oder peripher eine Leukamie zu diagnostizieren, was gleichbedeutend mit der Ab-
schaffung der alten RAEB-T ist. Ebenso resultiert das Vorhandensein bestimmter genetischer
Marker (z.B. t(15;17), t(8;21), inv(16)) in der Diagnose einer AML unabhangig vom medulléren
Blastenanteil®’. Eine weitere wichtige Veranderung stellt die Einfihrung der Subgruppe MDS mit
Deletion des langen Arm des Chromosoms 5 dar (MDS del(5q)), welche sich durch einen norma-
len Blastenanteil, hypolobulierte kleine Megakaryozyten und eine in vielen Fallen vorliegende
Thrombozytose hervorhebt.

Eine weitere Neuerung der WHO-Klassifikation ist die Unterscheidung der friilhen MDS-Subtypen
in Unterformen, die auf der Anzahl der Zellreihen, in welchen der Patient Dysplasiezeichen auf-
weist, basieren. Somit ergeben sich die neuen Subtypen der Refraktaren Zytopenie mit multiline-
aren Dysplasien (RCMD) und der Refraktdren Zytopenie mit unilinedrer Dysplasie (RCUD), wel-
che wiederum aus den drei Untergruppen Refraktdare Anamie (RA), Refraktare Thrombozytope-
nie (RT) und Refraktdre Neutropenie (RN) besteht. Gemeinsam ist diesen drei Entitaten das Vor-
handensein einer Uni- oder Bizytopenie mit nur geringer Blastenvermehrung im peripheren Blut
in Kombination mit einer unilinedren Dysplasie im Knochenmark. Auch die Gruppe der MDS-Pati-
enten mit Ringsideroblasten wird entsprechend des Vorkommens uni- oder multilinedrer Dyspla-
sien in die Subtypen RARS und RCMD-RS unterteilt. Da sich Patienten mit einer RCMD und einer
RCMD-RS hinsichtlich der Prognose jedoch nicht unterscheiden, werden diese Gruppen in den

Neuerungen von 2008 wieder zusammengefasst®'.

Weiterhin wird der FAB-Subtyp RAEB in der neuen Klassifikation in zwei Untergruppen abhéngig
vom peripheren und medullaren Blastenanteil aufgeteilt. Die neue Entitat RAEB I wird durch eine
Uni- bis Panzytopenie, Dysplasien in ein bis drei Zellreihen, einen Blastenanteil kleiner 5% im
Blut und kleiner 10% im Knochenmark charakterisiert und es dirfen keine Auer-Stabchen vor-
handen sein. Die RAEB II unterscheidet sich davon in einem Blastenanteil von 5-19% peripher
und 10-19% medullar sowie dem moglichen Vorkommen von Auer-Stéabchen. Auch diese Unter-
teilung konnte bereits durch einen signifikanten Unterschied der beiden Entitdten in der media-

nen Lebenserwartung und dem mdglichen Ubergang in eine AML bestétigt werden?.

Ferner veranlassten die myeloproliferativen Charakteristika, wie sie ein Teil der CMML-Patienten
aufweisen, die WHO die CMML in eine Uberlappende myeloproliferative / myelodysplastische Ka-
tegorie einzuordnen. Zur Diagnose einer CMML ist auBerdem ein vorheriger Ausschluss einer
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Chronischen Myeloischen Leukdmie (CML) erforderlich, welcher (ber eine zyto- und/oder mole-
kulargenetische Untersuchung des fir die CML typischen BCR-ABL stattfindet. Weiterhin wurde
die CMML von der WHO entsprechend ihres medulldaren und peripheren Blastenanteils in zwei
Subtypen unterteilt (CMML I <5% Blasten peripher, <10% medullar; CMML II 5-19% Blasten
peripher, 10-19% medulldér), deren prognostische Relevanz mittlerweile durch Studien belegt
werden konnte®. Im Bereich dieser myeloproliferativen / myelodysplastischen Mischformen wur-
de eine weitere Entitdt namens RARS-T definiert, die als RARS einhergehend mit einer Thrombo-
zytose (>450.000 Thrombozyten/uL) charakterisiert ist und deren proliferative Eigenschaften

mittlerweile durch eine JAK2-Mutation auch molekular belegt werden konnten®**>.,

Retrospektive Analysen dieser neuen Klassifikation konnten die WHO-Vorschlage validieren und
zeigen, dass die neudefinierten Subtypen sich hinsichtlich ihrer Prognose und dem Risiko eine

AML zu entwickeln signifikant unterscheiden®.

1.2.7 Prognose

Aufgrund der groBen Heterogenitat in der Gruppe der MDS war die Prognosestellung fiir einzel-
ne Patienten frilher sehr schwierig. Die mediane Uberlebenszeit der Erkrankung variiert von we-
nigen Monaten bis hin zu mehreren Jahren. Ebenso brauchen einige Patienten wahrend dieser
Zeitspanne nur minimale unterstitzende Behandlung und Beobachtung, andere wiederum be-
dirfen intensiverer Therapie. Es gibt eine Vielzahl klinischer, laborchemischer, morphologischer
und zytogenetischer Parameter, welche die Prognose beeinflussen. Diese beinhalten beispiels-
weise den Hamoglobin-Wert (Hb), die Thrombozytenzahl, den Blastenanteil in Blut und Kno-
chenmark, das AusmaB der Dysplasien, aber auch Mutationen, Alter, Geschlecht, Transfusionsbe-

durftigkeit und Komorbiditdten der Patienten??.

1.2.7.1 IPSS

1997 trafen sich internationale MDS-Forscher zur Entwicklung eines Instruments zur Abschat-
zung der Prognose von MDS-Erkrankungen und entwickelten auf Basis mehrerer groBer, gut dia-
gnostizierter und Uber einen langen Zeitraum verfolgter MDS-Patientenkohorten das Internatio-
nal Prognostic Scoring System (IPSS)*. Darin wurden verschiedene Risikofaktoren festgelegt
und mit einem entsprechendem Punktesystem bewertet. Als statistisch relevante Risikofaktoren
stellten sich der medulldre Blastenanteil und die Anzahl der Zytopenien heraus. Weiterhin wurde
ein groBer Einfluss der zytogenetischen Parameter sowohl auf die Lebenserwartung als auch auf

die Entwicklung einer AML festgestellt**, so dass drei Risiko-basierte zytogenetische Subgruppen
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ebenfalls in die Bewertung einbezogen wurden. In die Subgruppe mit ,guter" Zytogenetik fallen
dabei Patienten mit normalem Karyotyp, mit einer isolierten Deletion del(5q) oder del(20g) und
mit einem Verlust des Y-Chromosoms. In die Gruppe mit ,schlechter" Zytogenetik gehéren Pati-
enten mit Anomalien des Chromosoms 7 sowie mit komplexem Karyotyp (=3 Anomalien). Alle
anderen Aberrationen fallen in die ,intermediare® zytogenetische Gruppe. Daraus ergibt sich ein
Punktesystem entsprechend Tabelle 1.4. Die Aufsummierung der Punkte ermdglicht die Zuwei-
sung der Patienten zu einer der vier definierten Risikogruppen, welche zusammen mit Daten zu

deren Prognose in Tabelle 1.5 aufgefiihrt sind.

Tabelle 1.4: Berechnungsgrundlagen des IPSS

Medullarer Blastenanteil [%] 0-4 5-10 - 11-20 21-29
Anzahl Zytopenien 0-1 2-3 0 - -
Zytogenetische Risikogruppe gut intermediar schlecht - -

Tabelle 1.5: Risikogruppen nach IPSS [nach Greenberg®]

Risikogruppe Mediane Uberlebenszeit Zeit bis AML-Entwicklung
0 Niedrigrisiko (Low) 68 Monate 113 Monate
05-1 Intermediares Risiko I (Int-1) 42 Monate 40 Monate
1,5-2 | Intermedidres Risiko II (Int-2) 14 Monate 13 Monate
> 2,5 Hochrisiko (High) 5 Monate 2 Monate

Die Einteilung der MDS-Patienten in diese vier Risikogruppen erwies sich als ein groBer Fort-
schritt gegenuiber der FAB-Klassifikation von 1982 und erlaubt nicht nur eine Aussage (iber die
Prognose der Patienten, sondern wird auch in klinischen Studien zur Definition homogener Pati-
entengruppen herangezogen®. Kurz nach der Veroffentlichung des IPSS jedoch ersetzte die
neue WHO-Klassifikation die alte FAB-Klassifikation zur Diagnose von MDS. Zu diesem Zeitpunkt
war nicht klar, ob die gednderte Obergrenze des medulldren Blastenanteils sowie die nun als
Mischformen deklarierten CMML die Anwendbarkeit des IPSS beeinflussen wirden. Daher schien

eine Uberarbeitung des Prognosesystems angebracht.

1.2.7.2 WPSS

2005 verdffentlichten italienische Wissenschaftler erstmals ein Prognosesystem, welche auf den
neu definierten WHO-Subtypen basierte. Dieses WHO-associated Prognostic Scoring System
(WPSS) konnte 2007 in Zusammenarbeit mit dem Diisseldorfer MDS-Register best&tigt werden,
Der WPSS berticksichtigt neben dem WHO-Subtyp und den bereits bekannten zytogenetischen

Risikogruppen ebenfalls den Transfusionsbedarf bei Erstdiagnose und ist besonders geeignet,
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das Risiko einer Leuk&mieentwicklung vorherzusagen?'. Ahnlich wie beim IPSS werden anhand
dieser Kriterien Punkte vergeben (Tabelle 1.6), die aufsummiert die verschiedenen Risikogrup-

pen ergeben (Tabelle 1.7).

Tabelle 1.6: Berechnunisirund/aien des WPSS

WHO-Subtyp RA / RARS / 5g- | RCMD / RCMD-RS RAEB I RAEB II
Zytogenetische Risikogruppe gut intermediar schlecht S
Transfusionsbedarf nein ja - -

Tabelle 1.7: Risikogruppen nach WPSS [nach Malcovati®]

. : . ; Risiko einer AML-Entwicklung

Score Risikogruppe Mediane Uberlebenszeit

Nach 2 Jahren Nach 5 Jahren

0 Sehr niedriges Risiko 141 Monate 3% 3%
1 Niedriges Risiko 66 Monate 6% 14%
Intermedidres Risiko 48 Monate 21% 33%
3-4 Hohes Risiko 26 Monate 38% 54%
5-6 Sehr hohes Risiko 9 Monate 80% 84%

Verglichen mit den vier prognostischen Risikogruppen des IPSS, konnten die MDS-Erkrankungen
mit Hilfe des WPSS in fiinf Gruppen mit signifikanten Unterschieden in medianer Uberlebenszeit
und AML-Progression klassifiziert werden. Die relevanteste Verbesserung bezogen auf die pro-
gnostische Leistungsfahigkeit der beiden Systeme konnte in der Gruppe der MDS-Patienten ohne
Blastenexzess gemacht werden. Durch die Aufteilung dieser Patienten in unilinedre und muilti-
linedre Subtypen sowie Einbeziehen der Transfusionsbedurftigkeit konnen anhand des WPSS ge-

nauere Vorhersagen Uber den Verlauf der Krankheit getroffen werden®,

Sowohl der IPSS als auch der WPSS ermdglichen die Identifikation von Risikogruppen mit signifi-
kant unterschiedlichen mittleren Uberlebenszeiten und kumulativen Risiken fiir die Entstehung
einer AML und konnen beide auch wahrend des Krankheitsverlaufes herangezogen werden®.
Wahrend der WPSS fir die Erkennung von Patienten mit einem sehr geringen Risiko nitzlich ist,

gestaltet sich die Identifizierung von Hochrisiko-Patienten mit dem IPSS als einfacher.

1.2.8 Therapie

Die Behandlung des MDS hangt von den Symptomen des Patienten, dem Krankheitsstadium, der
Risikokategorie, dem Alter und Komorbiditdten ab. Mehrere Behandlungsoptionen stehen zur
Verfiigung, allerdings ist nicht jede Option fiir jeden Patienten geeignet®. Bei einem kleinen Teil

der MDS-Patienten ist aufgrund der geringgradigen Zytopenie eine watch-and-wait Strategie
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ausreichend. Bei dem wesentlichen Teil der Niedrigrisiko-Patienten stellt die Anamie die haufigs-
te Therapieindikation dar, da sie vor allem bei dlteren Patienten zu erhdhter Sturzhaufigkeit, ver-
minderter Kognition und Lebensqualitdt und einem verkiirzten Uberleben fiihrt®. Neben einer
maoglichst spezifischen Therapie ist die Basis der Behandlung die individuelle symptomorientierte
(supportive) Therapie. Diese beinhaltet die bedarfsgerechte Ubertragung von Erythrozytenkon-
zentraten bei anamischen Patienten und Thrombozytenkonzentraten zur Therapie von schweren
Blutungen. Bei Patienten mit hohem Transfusionsbedarf flir rote Blutkdrperchen steigt der Eisen-
gehalt im Korper stark an. Diese Eisenliberladung (Hamochromatose) im Kérper fiihrt zu einer
Beeintrachtigung vieler Organfunktionen. Patienten mit glinstiger Langzeitprognose sollen daher
nach Erreichen einer Transfusionsmenge von 25-50 Erythrozytenkonzentraten Medikamente be-

kommen, die das Eisen binden (Eisenchelatoren) und Uber die Niere ausscheiden lassen*.

In den letzten Jahren wurden auBerdem verschiedene Wachstumsfaktoren der Blutbildung in-
dustriell hergestellt, die durch eine Stimulation gesunder Stammzellen im KM zur Produktion rei-
fer Blutzellen flhren. Fur den Granulozyten-Kolonien stimulierenden Faktor (G-CSF) existieren
bis heute keine Daten, die den Einsatz bei MDS rechtfertigen, als Ausnahmeindikation sind nur
wiederholte komplizierte Infektionen bei schwerer Neutropenie akzeptiert®. Die Therapie mit
dem die Erythropoiese stimulierenden Faktor Erythropoietin (EPO) fiihrt bei 20-25% der behan-
delten Patienten zu einer Transfusionsunabhangigkeit, vor allem bei Niedrigrisiko-Patienten®.
Diese Patienten werden mittlerweile im Rahmen von klinischen Studien auch mit thrombopoieti-
schen Wachstumsfaktoren erfolgreich behandelt, ca. 50% der Patienten mit Thrombozytenzah-
len unter 50x10°/L zeigen eine signifikante Verbesserung der Thrombopoiese verbunden mit ei-

ner geringeren Inzidenz von Blutungsereignissen®.

Ein weiterer Behandlungsansatz ist, dass bei einigen MDS-Patienten das Immunsystem die kran-
ken Knochenmarkzellen angreift und dazu beitrégt, dass sie bereits im Knochenmark sterben
ohne die Blutbahn zu erreichen. Immunmodulatorische und -suppressive Medikamente sollen
dieses Immunsystem besanftigen, damit eine groBere Zahl von Knochenmarkzellen (berlebt?!.
Etwa 30% der Patienten erreichen damit eine deutliche Blutbildverbesserung und Transfusions-

freiheit*,

Zurzeit werden auch zwei Gruppen epigenetisch wirksamer Arzneistoffe erforscht: Inhibitoren
der Histon-Deacetylase (HDAC) und der DNA-Methyltransferase (DNMT). HDACs, deren Expres-
sionslevel in malignen Zellen stark erhoht ist*, spielen eine entscheidende Rolle in der Regulati-
on der Transkription, indem sie DNA-Histon-Interaktionen starken, wodurch im betroffenen Be-
reich der DNA keine Transkriptionsfaktoren binden kénnen. Die HDAC-Inhibitoren ermdglichen
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die Reaktivierung der Transkription solch inaktivierter Gene und flihren bei 50% der behandelten
MDS-Patienten zu einem Ansprechen der Erythropoiese®. In den letzten Jahren wurde in hdma-
tologischen Neoplasien auBerdem eine wachsende Zahl von hypermethylierten Genen entdeckt,
die eine geschlossene Chromatinstruktur aufweisen, welche ihre Transkription unterbindet*. Die-
se Hypermethylierung wird bei der Behandlung mit demethylierenden Agenzien als Inhibitoren

der DNMT umgekehrt und die Transkription dieser Gene reaktiviert®.

Die Therapieoption einer Niedrigdosis-Chemotherapie fiihrt nur bei einem kleinen Teil der Patien-
ten zur kompletten Remission (15-20%) und ist mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden
(Letalitat 10-25%). Bei fast 90% der Patienten kommt es wahrend der Behandlung zu einer Ver-
starkung der Panzytopenie, die den Einsatz intensiver supportiver MaBnahmen erforderlich
macht*. Die intensive Polychemotherapie analog der Behandlung einer AML ist nur innerhalb
von Studien fiir Hochrisiko-Patienten eine Therapieoption®. Sie ermdglicht hohe Raten komplet-
ter Remissionen (50-75%), allerdings treten oft nach kurzer Zeit Riickfalle auf*.

Die allogene Stammzelltransplantation stellt das bisher einzige potentiell kurative Verfahren in
der Behandlung der MDS dar. Dabei werden dem Patienten hamatopoietische Stammzellen aus
dem KM oder zirkulierenden Blut eines gesunden Spenders oder aus Nabelschnurblut transfun-
diert. Der Transplantation geht eine relativ kurze Chemotherapie voran, die die Knochenmarkzel-
len des Patienten vor der Transfusion neuer, gesunder Spenderzellen zerstért. Die Heilungschan-

ce liegt abhangig von Patientenalter und MDS-Subtyp bei etwa 40%*.
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1.3 Thrombozyten

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich hauptsachlich mit der héamorrhagischen Diathese bei
MDS-Patienten, also der krankhaft gesteigerten Blutungsneigung, welche ein signifikantes klini-
sches Problem darstellt. Daher wird im folgenden Abschnitt auf die Thrombozyten, die eine zen-

trale Rolle in der Physiologie der primdren Blutstillung (Hdmostase) spielen, eingegangen.

1.3.1 Thrombozytopoiese

Wie bereits in Kapitel 1.1 dargestellt, werden alle Blutzellen im Rahmen der Hamatopoiese pro-
duziert. Pro Tag werden dabei unter physiologischen Bedingungen etwa 10'' Thrombozyten ge-
bildet, dieser Wert kann jedoch bei erhohtem Bedarf bis zu 20-fach ansteigen*. Bei der Bildung
der Thrombozyten, der so genannten Thrombozytopoiese, entwickelt sich die multipotente HSC
zur CMP und differenziert zur MEP. Die erste morphologisch identifizierbare Vorlauferzelle der rei-
nen Megakaryozytopoiese bildet der daraus differenzierte Promegakaryoblast, aus dem sich
Megakaryoblasten entwickeln. In diesem Stadium durchlauft der Megakaryozytenvorlaufer ver-
schiedene Reifungsschritte. Dabei wird in einem als Endomitose bezeichneten Prozess die DNA
im Zellkern mehrfach verdoppelt, ohne dass sich die Zelle im Anschluss teilt, wodurch polyploide
Zellen entstehen**, Weitere Reifungsschritte wie die starke Vermehrung des Zytoplasmas und
die Ausbildung des demarkierenden Membransystems (demarcation membran system; DMS)*®
sind in Abbildung 1.4 dargestellt. Zudem wird die Produktion von Mitochondrien, Ribosomen und
Granula stark angeregt und Thrombozyten-spezifische Proteine synthetisiert und in sekretorische
Granula verpackt oder an der Zelloberflache lokalisiert®. Der reife Megakaryozyt ist damit voll-
standig fiir seine Hauptaufgabe, die Produktion der Blutplattchen, ausgestattet.

Organell- Q Transport der
Ausbildung | und Gran.ula Organellen und
Granula DMS<— * /eroduktlon seudopodneh\ \ Granula in die ) \ ’ A Thrombozyten
N \ / formlerung \ \ ‘\ \* Pseudopodien 7/ o \ 1) grelsetzung
"y A4 & / A\ A T ) oNF
| (-~ AR

¢
\(CA\

2ellkerm . . o p Wanderung '\ .
Zytoplasma- des DMS
vermehrung zum Zellrand

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Thrombozytenbildung [adaptiert nach Patel*]

Das finale Stadium der Megakaryozytopoiese bildet die Abschniirung der Thrombozyten, was
gleichzeitig den programmierten Zelltod der Megakaryozyten bedeutet®. Dazu wird das DMS an
die Zellmembran rekrutiert und als Membranreserve zur Bildung langer, verzweigter Pseudopodi-

en eingesetzt, den so genannten proplatelets, in welche die gebildeten Organellen und Granula
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verteilt werden (Abbildung 1.4). Der Prozess der Pseudopodienbildung und -flillung mit Zellbe-
standteilen fir die Thrombozyten wird von einem dichten réhrenférmigen System ( dense tubular
system; DTS) gesteuert. Das DTS besteht aus p-Tubulin-Strangen, welche direkt unter der Zell-
membran liegen und das Zytoskelett der Pseudopodien bilden. Indem diese Tubulin-Strange
Ubereinander gleiten, flihren sie zum Einen zu einer weiteren Verlangerung der Pseudopodien

und transportieren zum Anderen die Granula und Mitochondrien hinein®.

Wahrend dieser Entwicklung befindet sich der Megakaryozyt in der vaskuldren Nische in direkter
Umgebung der sinusoidalen BlutgefaBe, durch welche die reifen Blutzellen aus dem KM in den
peripheren Blutkreislauf abgegeben werden®. Der derzeit meist verbreiteten wissenschaftlichen
Meinung zufolge dehnt der Megakaryozyt die gebildeten Pseudopodien durch die Endothelzellen
des KM in diese BlutgefaBe aus, wo die vorherrschenden Scherkrafte die Enden der Pseudopodi-
en abreiBen und somit zur Freisetzung der Thrombozyten fiihren>'. Es mehren sich allerdings
auch Hinweise, die fir eine andere Theorie sprechen, bei der die reifen Megakaryozyten selbst
in den Blutkreislauf wandern, dort explosionsartig ihre Membran fragmentieren und so die Blut-
plattchen entlassen®***. Es wird angenommen, dass bei diesem Prozess aus jedem Megakaryozy-
ten zwischen 100 und 3000 Thrombozyten entstehen, bevor das verbleibende Kernmaterial

durch Makrophagen-vermittelte Phagozytose abgebaut wird**°.

1.3.2 Morphologie der Thrombozyten

Blutplattchen sind mit 2-4 ym Durchmesser, einer Dicke von 0,5-0,75 pm und einem sich daraus
ergebenden Mittleren Thrombozyten Volumen (mean platelet volume; MPV) von 7-11 fL die
kleinsten korpuskuldren Blutbestandteile. Die physiologische Thrombozytenzahl des Menschen
betragt 150-400 x 10°/L im peripheren Blut’>. Im Gegensatz zu anderen eukaryotischen Zellen
besitzen Blutplattchen keinen Zellkern, man bezeichnet sie als anukledre Zellen. Ihre durch-
schnittliche Lebensdauer im Blutkreislauf betrdgt ca. 10 Tage mit einer taglichen Erneuerungsra-
te von ca. 20%>*>. Ein Drittel der Plattchen ist in der Milz gespeichert und steht im standigen
Austausch mit dem zirkulierenden Anteil, der Abbau gealterter Thrombozyten erfolgt im retiku-
loendothelialen System von Leber und Milz>>. Morphologisch bestehen Thrombozyten aus vier

verschiedenen Bereichen, von denen jeder eine spezifische Funktion erfilllt.

Die periphere Zone bildet die Oberflache des Thrombozyten bestehend aus der Glykokalix, der
Plasmamembran und einer submembrandsen Schicht direkt darunter. Die Glykokalix ist eine din-
ne Schicht, die reich an verschiedenen Glykoproteinen, Polysacchariden und adsorbierten Plas-

maproteinen ist, extrazelluldr auf der Plasmamembran vorliegt und einen Bereich darstellt, in
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dem Plasmaproteine durch Endozytose in die sekretorischen Granula der Thrombozyten aufge-
nommen werden*>®. Die Plasmamembran besteht wie bei anderen Zellen aus einer Phospholi-
pidschicht, in der Glykoproteine eingebettet sind. Darunter liegt die submembrandse Region, die
sich durch Filamente auszeichnet, welche eine enge Verbindung zwischen Zellmembran und Zell-

inneren herstellen und Signale von der Zelloberflache ins Zellinnere Uibersetzen und umgekehrt.

Die strukturelle Zone besteht aus submembrands gelegenen Mikrotubuli umgeben von einem
Netzwerk verschiedenster Strukturproteine, die das Zytoskelett bilden und hauptsachlich aus Ak-
tin und Aktin-bindenden Proteinen bestehen. Die Komponenten dieser Zone erhalten die typi-
sche diskoide, bikonkave Form der Thrombozyten im ruhenden Zustand und sind an der Form-
veranderung des aktivierten Blutplattchens beteiligt™. Das Aktin-Zytoskelett ist Giber diverse Pro-

teine wie Talin-1 mit den Glykoproteinen in der Plasmamembran des Thrombozyten verbunden.

Die Zone der Organellen befindet sich im Zytoplasma und besteht aus Mitochondrien und throm-
bozytaren Speichergranula. Letztere lassen sich in dichte Granula, a-Granula und Lysosomen un-
terteilen, welche als Speicherorte flir Proteine und andere Substanzen, die essentiell fir die
Thrombozytenfunktion sind, dienen. Die dichten Granula enthalten niedermolekulare Substan-
zen, wie ADP, ATP, Ca** und Serotonin, die den Aggregationsprozess fordern®. In den a-Granula
befinden sich Adhdsionsrezeptoren, Zytokine und Gerinnungsfaktoren, welche an verschiedens-
ten Funktionen der Blutplattchen beteiligt sind®. Die lysosomalen Granula speichern hydrolyti-
sche Enzyme und dhneln den Lysosomen anderer Zellen. Bei Aktivierung der Thrombozyten fu-

sionieren die Granula mit der Zellmembran und sekretieren ihre Inhaltsstoffe ins Plasma.

Der vierte morphologische Bereich ist das Membransystem. Es besteht aus dem offenen kanali-
kularen System (surface connected, open canalicular system; OCS) und dem dichten tubuldren
System (dense tubular system; DTS)*. Das OCS besteht aus weit ins Zellinnere reichenden Tun-
neln der Zellwand, die miteinander verbunden ein Kanalnetzwerk bilden und die Oberflache des
Thrombozyten stark vergroBern®. Uber Poren in der Zellwand der eingestiilpten Kanéle ist eine
Verbindung zum extrazellularen Raum hergestellt, tber die Stoffe aus dem Plasma ins Zellinnere
oder aus den Zellorganellen nach auBen gelangen kénnen. Das OCS dient dem Thrombozyten
sowohl als Membranreservoir zur Filopodienbildung und Formveranderung der Blutplattchen
nach der Aktivierung als auch als Speicherort fiir weitere Glykoproteine, die nach der Aktivierung
an die Zelloberflache transportiert werden. Das DTS ist ein Abkémmling des rauhen endoplasma-
tischen Retikulums der Megakaryozyten und Hauptspeicherort fiir freies Ca*, welches eine zen-

trale Rolle in der Regulation des Thrombozytenmetabolismus und der Aktivierung spielt™.
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1.3.3 Thrombozytare Prozesse der Hamostase

An der Hamostase sind GefaBendothel, Thrombozyten und plasmatische Gerinnungsfaktoren be-
teiligt. Normalerweise bildet das GefaBendothel eine physiologische Barriere zwischen den Ha-
mostasefaktoren im Blut und den subendothelialen Strukturen der GefaBwand. Da sich auf der
Endothelzellmembran keine Thrombozytenrezeptoren befinden, werden die Blutplattchen bei der
Passage durch intakte GefaBe nicht aktiviert. Wird ein BlutgefaB verletzt, treten die Thrombozy-
ten und Gerinnungsfaktoren mit subendothelialen Strukturen in Kontakt und das hamostatische
System wird aktiviert, wodurch die Blutung nach wenigen Minuten zum Stillstand kommt. Dies
beruht auf einer raschen Thrombozytenadhdsion und -aktivierung mit nachfolgender Aggregati-
on an der Verletzungsstelle. In der Regel ist dieser Aktivierungs- und Aggregationsprozess sehr
organisiert, um absolute Effizienz und Funktionalitdt zu garantieren. Der Ablauf auf Zell-Ebene
ist in Abbildung 1.5 im Langsschnitt durch ein Gefal3 dargestellt. Agonisten, die an der GefaBlasi-
on freigesetzt werden (I.), ziehen Blutplattchen an (II.) und initiieren deren Adhdsion an diese
Stelle und Aktivierung (IIL.), was zur Rekrutierung weiterer Thrombozyten (IV.) fihrt. Die akti-
vierten Plattchen beginnen zu aggregieren und ihre Form zu verandern (V.) und verschlieBen

letztlich die vaskuldre Verletzung™.

Abbildung 1.5: Thrombozytdre Hidmostase auf Zell-Ebene

1.3.3.1 Adhasion und Aktivierung der Thrombozyten

Bereits kurze Zeit nach einer GefaBlasion adharieren ruhende Thrombozyten mittels Membran-
glykoproteinrezeptoren an der Verletzungsstelle. Der Glykoproteinkomplex GPIb-V-IX ist der
wichtigste Adhasionsrezeptor der Thrombozyten flir den von-Willebrand-Faktor (VWF), der zuerst
an das Subendothel bindet und als Verbindung zum Thrombozyten dient. Uber die Interaktion
der Blutplattchen mit kollagenimmobilisiertem vWF wird der erste Kontakt zwischen zirkulieren-
den Thrombozyten und der GefaBlasion hergestellt>. Diese Interaktion ist das Ergebnis des Rol-
lens der Plattchen entlang der freigelegten subendothelialen Matrix, sie ist relativ instabil und re-
versibel®®®, Die Thrombozyten erfahren durch diese Bindung eine signifikante Verlangsamung,
die es dem Kollagen-Rezeptor GPVI ermdglicht seinen Liganden zu binden und zur Aktivierung
weiterer thrombozytarer Integrine wie GPIa/Ila und GPIIb/IIIa fiihrt®2, Das aktivierte GPIa/Ila
ermoglicht nun die irreversible Bindung der Thrombozyten an das subendotheliale Kollagen der

GefaBlasion. Wahrend der Adhasion beginnt der Thrombozyt (iber Degranulation gespeicherte
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Substanzen an seine Umgebung abzugeben, um weitere zirkulierende Thrombozyten zu rekrutie-
ren und aktivieren. Diese Sekretion der Granula ist abhangig von der intrazellularen Ca®*-Kon-
zentration, verstarkt den Aktivierungsprozess und leitet die sekundare irreversible Phase der Ag-

gregation ein®.

1.3.3.2 Aggregation der Thrombozyten

Unter Thrombozytenaggregation versteht man das Zusammenlagern der aktivierten Thrombozy -
ten. Sie wird durch den aktivierten Fibrinogenrezeptor (GPIIb/IIIa) der Thrombozyten ermdg-
licht. Ist durch die Aktivierung der Thrombozyten das GPIIb/IIIa aktiviert worden, sind die Blut-
plattchen in der Lage Uber das Plasmaprotein Fibrinogen Briicken untereinander auszubilden.
Diese locker miteinander verbundenen Thrombozytenaggregate durchlaufen mittels Kontraktio-
nen ihres Zytoskeletts eine Formveranderung. Sie bilden Pseudopodien aus, vergréBern ihre
Oberflache, verkleben untereinander und bilden einen instabilen Thrombozytenpfropf an der
Verletzungsstelle®. Diese Aggregation ist zunachst reversibel und wird erst stabilisiert, wenn Me-
diatoren, die von den aktivierten Thrombozyten freigesetzt werden, die Gerinnungskaskade akti-
vieren, an deren Endpunkt die Umwandlung von Fibrinogen zu unléslichem Fibrin steht. Das ent-

stehende Thrombozyten-Fibrin-Gerinnsel bildet einen stabilen, fixierten Thrombus?.

1.3.4 Thrombozytiare Hamostase auf Proteinebene

Die oben beschriebenen blutungsstillenden Prozesse der Thrombozytenadhdasion, -aktivierung
und -aggregation bedingen nicht nur Reize, die von auBerhalb auf die Blutplattchen einwirken,
sondern ebenso eine Vielzahl geregelter Ablaufe im Thrombozyt selbst. Diese Prozesse auf Pro-

teinebene innerhalb des Blutplattchens zeigt Abbildung 1.6.

akivierter
VWF

Zytoplasma &9

Nachdem sich die vaskuldre Verletzung ereignet hat und sich das subendotheliale Kollagen dem
Blutstrom prasentiert, wird es vom Plasmaprotein VWF gebunden. An den aktivierten vVWF wer -
den zirkulierende, ruhende Thrombozyten Uber GPIb-V-IX gebunden. Der somit verlangsamte

Thrombozyt bindet nun mittels GPVI direkt an Kollagen. Im Inneren des Plattchens wird durch
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diese beiden Bindungen einerseits das Protein Filamin-A an den aktivierten Rezeptor gebunden
und andererseits G-Protein-vermittelt durch die kleine GTPase Rap1B das im Zytosol vorliegende
Protein Talin-1 zur Zellmembran rekrutiert, um dort an das Integrin B; zu binden®. Das Integrin
Bs bildet zusammen mit dem Integrin am den Fibrinogenrezeptor des Blutplattchens, welcher mit
etwa 50.000 Kopien auf ruhenden Thrombozyten den haufigsten thrombozytaren Rezeptor dar-
stellt*®, dessen Oberflachendichte auf aktivierten Blutplattchen durch Exozytose der a-Granula
noch erhoht wird®™®., Im ruhenden Zustand ist der Fibrinogenrezeptor nicht in der Lage seine
extrazellularen Liganden (Fibrinogen, Fibronectin, etc.) zu binden®®, Erst die Bindung von Ta-
lin-1 an das zytosolische Ende des Integrins B; bewirkt durch Aufbrechen einer Salzbriicke zwi-
schen den Integrinen eine Konformationsanderung des Rezeptors aus seinem ruhenden, inakti-
ven Zustand in eine aktive Konformation®*. Dadurch ist der Rezeptor in der Lage seine extrazel-
luldren Liganden zu binden und die Information Uber die Aktivierung des Thrombozyten nach
auBen weiterzugeben (inside-out-signaling)®>®’. Die Kolokalisation und Bindung von Talin-1 an
das zytosolische Ende des Integrins B; stellt dabei den finalen Schritt zur Aktivierung der Throm-
bozyten dar®”'. Gleichzeitig fiihrt die Aktivierung des Thrombozyten zur Bildung von Signalfak-
toren, die eine Reihe intrazelluldrer Veranderungen induzieren, z.B. dem Anstieg der intrazellula-
ren Ca’*-Konzentration®. Im nachsten Schritt werden die aktivierten Integrinrezeptoren mit Hilfe
von Linkerproteinen wie Talin-1, Filamin-A, a-Aktinin und Vinculin mit den Aktinfilamenten des
Zytoskeletts verbunden® und der Umbau des Zytoskeletts initiiert’?. Entsprechend des aktivierten
Fibrinogenrezeptors ist der Thrombozyt in der Lage Fibrinogen zu binden und mit anderen Blut-
plattchen zu aggregieren®. Die Fibrinogenbindung 16st das outside-in-signaling des Thrombozy-
ten aus, welches das Signal der Vernetzung mit anderen Thrombozyten durch die Integrine wie-
der ins Zellinnere transportiert, indem es die am zytosolischen Ende des Integrin ; gebundene
Tyrosinkinase Src phosphoryliert”?”, Die ausgelGste Signalkaskade fiihrt zur Phosphorylierung
der an Aktinfilamenten gebundenen regulatorische Leichtkette der Myosin-Proteine (myosin re-
gulatory light chain, MRLC)”® und zum weiteren Anstieg der intrazellularen Ca®*-Konzentration.
Ubersteigt diese einen bestimmten Schwellenwert, werden mittels der Phosphorylierung der
MRLC Kontraktionen des Zytoskeletts ausgelost, dhnlich denen in glatten Muskelzellen>>7>7>7¢,
Diese Kontraktionen resultieren zusammen mit dem Umbau des Zytoskeletts in einer Formveran -
derung des Plattchens unter Zunahme der Thrombozytenoberfldche durch das OCS. Das Blut-
plattchen verliert seine urspringlich diskoide, bikonkave Form und bildet Filopodien mehrerer
Mikrometer Lange aus, mit deren Hilfe es sich mit anderen Thrombozyten verzahnt. Durch Fil-
len der Zwischenrdume der Filopodien entstehen Lamellopodien und der Thrombozyt erreicht

seine aktivierte, so genannte , Spiegelei-Form"”’.
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1.4 Problemstellung und Ziel dieser Arbeit

Die meisten Patienten mit Myelodysplastischen Syndromen weisen trotz eines hyperzellularen
Knochenmarks periphere Zytopenien einer oder mehrerer Zelllinien auf. Die einer ineffektiven
Thrombozytenproduktion aus dysplastischen Megakaryozyten zuschreibbare Thrombozytopenie
(<100 x 10°/L) sowie thrombozytare Dysfunktionen treten dabei in 40-65% der MDS-Patienten
auf’®, Eine retrospektive Studie des Diisseldorfer MDS-Registers aus dem Jahre 2009 konnte die-
se Daten bestdtigen, darin wiesen 41% der MDS-Patienten eine Thrombozytopenie bereits bei
der Erstdiagnose auf und insgesamt 66% der Patienten entwickelten eine Thrombozytopenie im
Verlauf der Erkrankung’. Weiterhin konnte in dieser Studie das Auftreten der Thrombozytopenie
mit einem eher fortgeschrittenen WHO-Subtyp sowie einer ungiinstigeren Prognose entspre-

chend des IPSS korreliert werden.

Bereits seit den 1980er Jahren ist bekannt, dass sowohl die Thrombozytopenie als auch abnor-
male Thrombozytenmorphologie und -funktion (z.B. Aggregationsstdrungen) klinische Konse-
quenzen fiir die MDS-Patienten haben®®, Diese reichen von milden Blutungszeichen wie Pete-
chien, die in 18% der Erkrankten bereits zum Zeitpunkt der Diagnose auftreten, bis hin zu gas-
trointestinalen Blutungen, die bei immerhin 16% der Patienten im Verlauf der Krankheit entste-
hen’. Weiterhin sind hamorrhagische Komplikationen mit 14-16% nach Infektionen (32%) und
leukamischer Transformation (30%) die dritthdufigste Todesursache bei Myelodysplastischen

Syndromen’®8*,

Trotz der Korrelation, die in der Disseldorfer Studie zwischen unglinstiger Prognose und Throm-
bozytenzahl hergestellt werden konnte, traten Blutungen als Todesursache zu gleichen Teilen in
allen IPSS Gruppen auf”. Dies bestdtigte erneut die bereits seit den 1980er Jahren immer wie-
der aufgekommene Hypothese, dass neben der Thrombozytopenie eine Dysfunktion der Blut-
plattchen bei MDS vorliegt, die sich beispielsweise in Aggregationsstdrungen zeigt, deren Patho-

physiologie allerdings bis dato nicht geklart werden konnte”®#38%,

Daher war das Ziel der vorliegenden Arbeit eine umfassende Analyse der Thrombozyten von
MDS-Patienten im Vergleich zu denen gesunder Spender, um Erkenntnisse tUber die dem Throm-
bozytenfunktionsdefekt zugrunde liegenden Mechanismen und beteiligten intrazelluldren Signal-
wege zu erlangen. Aufgrund des sehr niedrigen Nukleinsduregehalts dieser anukledren Zellen
wurde als initiale Screeningmethode eine quantitative Analyse des Thrombozytenproteoms mit-
tels 2D-DIGE und anschlieBender massenspektrometrischer Identifizierung der Zielproteine ge-

wahlt, deren Ergebnisse im Nachhinein anhand funktioneller Studien bestatigt werden sollten.
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2 Material und Methoden

2.1 Aufarbeitung von Thrombozyten aus Voliblut

Zur Isolierung lebender, nicht aktivierter Thrombozyten aus dem peripheren Blut bedarf es spe-
zieller Bedingungen, die verhindern, dass das Blut koaguliert oder die Zellen aktiviert werden.
Dazu wird das Blut mit Hilfe des Vaccutainer-Systems (BD Biosciences) bei der Blutabnahme di-
rekt in einer Citrat-Lésung aufgefangen, um der Koagulation vorzubeugen. Weiterhin muss die
Blutprobe wahrend der gesamten Zeit bis zur Aufreinigung in Bewegung gehalten werden, um
eine Aktivierung der Zellen zu verhindern. Daher sollte die Aufreinigung der Zellen mdglichst di-
rekt im Anschluss an die Blutabnahme erfolgen. Die Isolierung der Thrombozyten aus dem Voll-
blut erfolgt in zwei Schritten. Im ersten Arbeitsschritt werden die Thrombozyten zusammen mit
dem Blutplasma von den Ubrigen Blutzellen getrennt, es entsteht das Thrombozyten-reiche Plas-
ma (platelet-rich plasma; PRP). Im zweiten Schritt werden dann die Thrombozyten aus dem
Plasma isoliert. Zur Gewinnung des Thrombozyten-reichen Plasmas aus dem Vollblut nutzt man
die unterschiedliche Dichte der verschiedenen Blutbestandteile. Dazu werden die Blut gefiillten
Vaccutainer direkt nach der Blutabnahme bei Raumtemperatur fiir 30 min bei 150g ohne Bremse
zentrifugiert (Hettich Universal 30F, Hettich Zentrifugen). Die schweren Erythrozyten sowie die
groBen Leukozyten werden dabei pelletiert, wahrend die kleinen, leichten Thrombozyten im
Plasma in Lésung bleiben. Direkt im Anschluss an die Zentrifugation wird das PRP mit Hilfe einer
Pipette vorsichtig abgenommen und in ein 15 mL-Réhrchen Uberflihrt. Zur Abtrennung der
Thrombozyten aus dem Plasma muss das PRP bei einer hoheren Drehzahl als im vorherigen
Schritt zentrifugiert werden, die hoch genug ist um auch Blutplattchen zu pelletieren. Gleichzei-
tig darf die Zentrifugalkraft aber nicht zu hoch sein, um die Thrombozyten flir die anschlieBen-
den Versuche in ihrem unaktivierten, ruhenden Zustand zu belassen. Dazu wird das PRP bei RT
fir 10 min bei 300g zentrifugiert. Fir Versuche wie die 2D-Gelelektrophorese, in denen Zelllysa-
te der Thrombozyten zum Einsatz kommen, wird der Uberstand quantitativ abgenommen und
das Pellet in flissigem Stickstoff sofort tiefgefroren. Fir alle Versuche, in denen mit den leben-
den Thrombozyten weitergearbeitet werden soll, wird der Uberstand verworfen und das Zellpel -
let entsprechend der Thrombozytenzahl in einem adaquaten Volumen Tyrode's modified HEPES-
Puffer (134 mM NaCl; 0,34 mM Na,HPO4; 2,9 mM KCI, 12 mM NaHCOs;; 20 mM HEPES; 5 mM
Glucose; 0,35% BSA; 1 mM CaCl,) resuspendiert. Die Bestimmung der Thrombozytenzahl im
Blut wird im Rahmen von Routineuntersuchungen durch das Zentrallabor des Instituts fir Klini-

sche Chemie des Universitatsklinikums Dusseldorf durchgefiihrt.
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2.2 Proteinaufarbeitung und -analyse

2.2.1 Herstellung von Zelllysaten fiir die Proteinanalyse

Fir die Analyse aller in den Zellen enthaltenen Proteine werden Gesamtzelllysate hergestellt.
Hierbei ist darauf zu achten, dass die Temperatur der Proben konstant niedrig gehalten wird, um
die Wirkung von Proteasen und Phosphatasen zu minimieren. Dazu werden die Zellpellets auf Eis
in einem adaquaten Volumen Lysepuffer (7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 25 mM Tris, 4%
CHAPS, Protease- und Phosphatase-Inhibitoren) resuspendiert. Mit Hilfe einer Sonotrode (Sono-
puls MS72, Bandelin) werden die Proben auf Eis flinfmal fiir je 10 s einem Ultraschallpuls ausge-
setzt (mittlere Leistungsstufe, 70% Puls), um die Zellmembranen aufzubrechen. AnschlieBend
werden die Lysate bei 4°C fiir 60 min bei 35.000g ultrazentrifugiert (TL-100, Beckman Coulter),
um unlésliche Zellbestandteile zu pelletieren. Der Uberstand wird in ein neues GefaB (berfiihrt,

der Proteingehalt bestimmt (Kapitel 2.2.2) und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.2 Proteinquantifizierung

Der Proteingehalt samtlicher in der vorliegenden Arbeit verwendeten Proben wird mit Hilfe des
Advanced Protein Assay (Cytoskeleton) bestimmt. Dieses System ist entwickelt worden, um die
Nachteile der traditionellen Proteinbestimmungsmethoden (Lowry, BCA, Bradford) beziiglich Un-
vertraglichkeit mit haufig fir die SDS-PAGE verwendeten Pufferzusatzen (Detergenzien, reduzie-
rende Agenzien, Salze) zu Uberwinden. Weiterhin weist diese Methode nur geringe Variationen

bei Messungen verschiedenartiger Proteine auf.

Dazu wird das kommerziell erhdltliche 5x Pufferkonzentrat im Verhaltnis 1:5 mit destilliertem
Wasser verdiinnt und anschlieBend fiir alle zu messenden Proben je 1,2 mL des 1x Puffers in ei-
nem ReaktionsgefaB vorgelegt. Hinzu kommen je 3 L der jeweiligen Probe bzw. 3 pL Lysepuffer
fir den Leerwert. AnschlieBend werden die GefaBe invertiert und fir 10 min bei RT inkubiert,
wahrenddessen sich ein blauer Niederschlag bildet. Im darauffolgenden Schritt wird die Fliissig-
keit in eine Halbmikrokiivette (UVette, Eppendorf) Uberflihrt und mit Hilfe eines Photometers
(BioPhotometer; Eppendorf) bei einer Wellenlange von 595 nm gemessen. Mit Hilfe einer zuvor
gespeicherten Standardkurve, welche mittels BSA in Lysepuffer aufgenommen wurde, berechnet

das Gerat aus der gemessenen OD 595 die in der Probe enthaltene Proteinkonzentration.
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2.2.3 Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteingemischen

2.2.3.1 1D-Gelelektrophorese

Zur Trennung und GréBenbestimmung von Proteinen wird die SDS-Polyacrylamid-Gelelektropho-
rese (SDS-PAGE) eingesetzt. Dabei wandern die Proteine innerhalb eines elektrischen Feldes
durch ein poréses Gel. Durch das anionische Detergenz Natriumlaurylsulfat (SDS) im Probenpuf-
fer werden die Eigenladungen der Proteine effektiv iberdeckt, sodass Micellen mit konstanter
negativer Ladung pro Masseneinheit entstehen®. Das ebenfalls im Probenpuffer vorhandene
B-Mercaptoethanol reduziert weiterhin die in den Proteinen vorhandenen Disulfidbriicken, so
dass die elektrophoretische Auftrennung der SDS-beladenen Proteine im pordsen Polyacrylamid-
gel allein auf Basis des Molekulargewichts erfolgt. Fiir die 1D-Gelelektrophorese wird in dieser
Arbeit das Mini Protean II™ System (Bio-Rad) mit einer Trennstrecke von 7,2 cm in Kombination

mit einem Electrophoresis Power Supply EPS301 (Amersham Biosciences) verwendet.

Herstellung der 1D-Gele
Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen werden Gele aus Polyacrylamid (PA) einge-

setzt. Polyacrylamid ist ein Polymer von Acrylamid, dessen Polymerisation durch eine Kettenreak-
tion hervorgerufen wird. Diese Reaktion wird von Ammoniumpersulfat (APS) als Radikal gestar-
tet und von N, N,N’,N*-Tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED) katalysiert. Dabei entstehen lineare
Polyacrylamidketten, welche durch die Zugabe von N,N'-Methylenbisacrylamid quervernetzt wer-
den. Diese PA-Gele besitzen eine Molekularsieb-Wirkung, wodurch vor allem die TeilchengréBe
der zu trennenden Proteine und weniger deren Ladung ausschlaggebend fiir ihre Wanderungs-
geschwindigkeit ist. Der pH-Wert des eingesetzten Puffers, die Konzentration von Acrylamid und
der Gehalt an Bisacrylamid in der Ausgangsmischung bestimmen die Trenneigenschaften des
Gels. Die in dieser Arbeit verwendeten PA-Gele werden selbst gegossen und enthalten einen PA-
Anteil von 8% im Trenngel (Tabelle 2.1). Das Mischungsverhaltnis von Acrylamid und Bisa-
crylamid betragt 37,5:1. Direkt nachdem alle Bestandteile zusammen pipettiert sind, wird die LG-
sung zwischen die Glasplatten der Elektrophorese-Einheit gegossen und das Trenngel mit 100%
Ethanol Uberschichtet, um einen glatten, geraden oberen Rand zu erzeugen. Nach einer Polyme-
risierungszeit von 20 min wird das Ethanol abgenommen und das Sammelgel auf das Trenngel
gegossen (Tabelle 2.1). Zur Erzeugung der Probenapplikationstaschen wird luftblasenfrei ein
Gelkamm in das noch fliissige Gel eingesetzt und weitere 20 min Polymerisierungszeit abgewar-
tet. Die fertigen Gele werden in die Gelkammer eingespannt, die innere sowie auBere Kammer

mit SDS-Laufpuffer (Tabelle 2.2) aufgefilllt und der Kamm gezogen.
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Tabelle 2.1: Zusammensetzung der Gele fiir die SDS-PAGE
Gel Zusammensetzung

Trenngel 0,375 M Tris (pH 8,8); 8% PA (37,5:1); 0,1% SDS; 0,1% APS; 0,01% TEMED
Sammelgel 0,125 M Tris (pH 6,8); 5% PA (37,5:1); 0,1% SDS; 0,1% APS; 0,01% TEMED

Probenvorbereitung und -applikation

Die Thrombozytenlysate (Kapitel 2.2.1) werden entsprechend des Prinzips der SDS-PAGE mit ei-
nem SDS-haltigen Probenpuffer versetzt (Tabelle 2.2). Um einen zu groBen Verdiinnungseffekt
durch den Probenpuffer zu vermeiden, wird ein 5x Pufferkonzentrat verwendet und je 1 Teil Pro-
benpuffer zu 4 Teilen Lysat pipettiert. AnschlieBend werden die SDS-beladenen Proben in die Ap-
plikationstaschen pipettiert. Ebenso wird der ProteingroBenmarker im Verhaltnis 5:1 mit dem 5x
Probenpuffer versetzt und in die Taschen appliziert. Der verwendete GréBenmarker Spectra™
Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas) enthadlt einen Mix aus 10 rekombinanten
prokaryotischen Proteinen bekannten Molekulargewichts zwischen 10 und 260 kDa, welche zur

besseren Unterscheidung der einzelnen Banden mit verschiedenen Farbstoffen markiert sind.

Tabelle 2.2: Pufferzusammensetzung fiir die SDS-PAGE
SDS-Laufpuffer 25 mM Tris; 192 mM Glycin (pH 8,8); 0,1% SDS
Probenpuffer (5x) 0,1 M Tris (pH 6,8); 20% Glycerol; 8% SDS; 4% [-Mercaptoethanol; BPB

Elektrophoretische Auftrennung

Nach Abschluss der Marker- und Probenapplikation wird die Gelkammer verschlossen, mit dem
Stromgeber verbunden und der Lauf gestartet. Die Laufbedingungen werden so gewahlt, dass
die Proteine sehr langsam in das Gel einlaufen. Die Obergrenzen von Spannung und Stromstarke
werden auf 15V bzw. 400 mA festgelegt, wodurch sich eine maximale elektrische Leistung von
3 Watt pro Gel ergibt. Unter diesen Bedingungen dauert es ca. 12 h bis die Front aus Brom-
phenolblau, welches im Probenpuffer enthalten ist, am unteren Rand des Gels wieder austritt.

Zu diesem Zeitpunkt wird der Lauf gestoppt und die Gele zur weiteren Verarbeitung ausgepackt.

2.2.3.2 2D-Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-GE) ist ein mehrschrittiges Elektrophoreseverfahren
zur Trennung komplexer Proteingemische, welches das Prinzip der isoelektrischen Fokussierung
(IEF) mit dem der SDS-PAGE kombiniert. Die beiden elektrophoretischen Trenntechniken werden
nacheinander orthogonal zueinander ausgefiihrt, wodurch eine hochauflésende Trennung der

Proteine erreicht wird. Dazu werden die Proteine in der ersten Dimension, der IEF, nach ihrem
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isoelektrischen Punkt (pI) und in der zweiten Dimension, der SDS-PAGE, nach ihrem Molekular-
gewicht aufgetrennt. In der vorliegenden Arbeit wird zur Detektion der Proteine das Prinzip der
Differentiellen Gelelektrophorese (DIGE) eingesetzt, wobei mehrere mit verschiedenen Farbstof-
fen markierte Proben auf dem selben Gel aufgetrennt werden. Der Ablauf der gesamten Proze-

dur ist in Abbildung 2.1 schematisch dargestellt.
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Abbildung 2.1: Prinzip der 2D-DIGE

Fluoreszenzmarkierung von Proteinen fir DIGE
Fir die 2D-GE wird in der vorliegenden Arbeit die Technik des Gel-Multiplexings eingesetzt. Da-

bei werden in jedem Gel mehrere vor dem elektrophoretischen Lauf mit verschiedenen Farbstof -
fen markierte Proben gleichzeitig aufgetrennt. AnschlieBend werden Einzelbilder der jeweiligen
Farben aufgenommen. Somit kdnnen mehrere Proben unter exakt gleichen Bedingungen aufge-
trennt werden. Dies stellt einen groBen Vorteil gegeniiber der urspriinglichen 2D-GE dar, da
nicht nur Zeit und Material eingespart werden, sondern die parallel aufgetrennten Proben auch
exakt kongruente 2D-Spotmuster hervorbringen, was die spatere Analyse der Gele und die Su-
che nach Unterschieden zwischen den einzelnen Proben stark vereinfacht. Die in dieser Arbeit
verwendete Variante des Gel-Multiplexings ist die Differentielle Gelelektrophorese (DIGE). Dabei
werden die Proteine der aufzutrennenden Proben vor dem 2D-Lauf mit drei verschiedenen Cya-

nin-Farbstoffen kovalent verkniipft. In der vorliegenden Arbeit werden die drei CyDye" DIGE
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Fluor Minimal Dyes Cy2, Cy3 und Cy5 (GE Healthcare) verwendet. Diese besitzen eine NHS-
Ester-Gruppe, welche mit der e-Aminogruppe von Lysin reagiert. Durch diese kovalente Bindung
verliert das Lysin und somit das Protein eine positive Ladung. Um einer daraus resultierenden
Verschiebung des isoelektrischen Punktes des markierten Proteins entgegenzuwirken besitzen
die CyDyes™ je eine positive Ladung (Abbildung 2.2). Somit laufen markiertes wie nicht-markier-

tes Protein an die selbe Stelle im Gel®.
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Abbildung 2.2: Strukturisomerie der CyDyes
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Da Proteine in der Regel mehr als ein Lysin enthalten, wirde eine vollstandige Reaktion mit den
Farbstoffen zu extrem hydrophoben Proteinen flihren. Dementsprechend wird der jeweilige Farb-
stoff in einem genau definierten Verhaltnis zur Proteinmenge eingesetzt ( minimal labelling), wo-
durch statistisch gesehen nur ein Lysin pro Protein reagiert. Bei dieser Methode werden ca.
1-2% jeder Proteinspezies fluoreszenzmarkiert, was aufgrund der hohen Helligkeit und Sensitivi-
tat der Farbstoffe jedoch keine Auswirkungen auf die Detektion hat. Weiterer Vorteil dieser Mar-
kierungsmethode ist, dass die verbliebene Menge nicht-markiertes Protein in einer anschlieBen-
den massenspektrometrischen Analyse einfacher zu identifizieren ist®. Des Weiteren besitzen die
drei Farbstoffe deutlich voneinander abgrenzbare Fluoreszenz-Spektren (Abbildung 2.3), wo-
durch Proben, die mit den verschiedenen CyDyes™ markiert und anschlieBend vereinigt werden,
durch Anregung mit Lasern verschiedener Wellenldnge auch auf einem Gel getrennt voneinander
detektiert werden kdnnen (siehe Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.3: Spektrale Eigenschaften der CyDyes™
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Ubersteigt die Anzahl der verschiedenen Proben in einem Experiment die Anzahl der Fluores-
zenzfarbstoffe, muissen trotzdem mehrere 2D-Gele genutzt werden, wodurch sich die selbe Pro-
blematik der Gel-zu-Gel-Variationen wie bei der traditionellen 2D-GE ergibt. Die Technik des Gel-
Multiplexings l6st dieses Problem durch die Einflihrung eines Internen Standards (IS), der auf je-
dem Gelen mitgefiihrt wird. Dieser IS besteht zu gleichen Teilen aus allen zum Experiment geho-
renden Proben und wird vor Beginn der elektrophoretischen Auftrennung mit dem Fluoreszenz-
farbstoff Cy2 markiert®. Die verbleibenden Farbstoffe Cy3 und Cy5 werden genutzt, um die Ein-
zelproben zu markieren. Somit kdnnen bei dieser Variante des Mulitplexings zusammen mit dem
Internen Standard pro Gel zwei verschieden markierte Proben aufgetrennt werden und im An-
schluss daran mit Hilfe des IS eine quantitative Normalisierung Uber alle Gele durchgeflihrt wer-
den. Zur Markierung der Proteinproben mit den CyDye™ DIGE Fluor Minimal Dyes werden je
400 pmol in Dimethylformamid (DMF) geldstem Farbstoff pro 50 pg Protein eingesetzt. Zum
Ausschluss von Unterschieden, welche durch die Markierung auftreten kénnten, wird jede Probe
einmal in Cy3 und einmal in Cy5 markiert (dye-swap). Dazu werden zunachst zweimal je 50 ug
(entsprechend der Proteinquantifizierung, Kapitel 2.2.2) aller 14 Thrombozytenlysate in 1,5 mL-
ReaktionsgefaBe (Eppendorf) vorgelegt und mit Lysepuffer (Kapitel 2.2.1) auf ein einheitliches
Volumen aufgefilllt. AnschlieBend werden zu einem der beiden Aliquots jeder Probe 400 pmol
Cy3 und zu dem anderen Aliquot 400 pmol Cy5 gegeben und fir 30 min im Dunkeln auf Eis in-
kubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wird anschlieBend zu jeder Probe 1 pL einer 10 mM Lysin-
Losung gegeben und fir weitere 10 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Zur Herstellung des IS
werden je 100 pg aller Proben gepoolt und anschlieBend in 50 pg-Aliquots aufgeteilt. Diese wer-
den mit je 400 pmol Cy2 markiert und ebenso mit Lysin abgestoppt. Um Unterschiede, welche
beim Prozess der Markierung zwischen den verschiedenen IS-Aliquots entstanden sein kénnten,
zu vermeiden, werden diese anschlieBend wieder vereint. Dementsprechend erhdlt man nach
der Fluoreszenzmarkierung 50 ug-Aliquots jeder Probe in Cy3 und in Cy5 sowie einen IS aller
Thrombozytenlysate in Cy2 markiert.

Erste Dimension — Isoelektrische Fokussierung
Proteine sind Ampholyte, also chemische Verbindungen, die sowohl als Brgnsted-Saure als auch

als Brgnsted-Base vorliegen kénnen®, Die amphoteren Eigenschaften der Proteine, d.h. ihr rela-
tiver Gehalt an sauren und basischen Aminosauren (AS), bestimmen die Nettoladung der Protei-
ne im jeweiligen pH-Bereich. Den pH-Wert, an dem sich ein Protein nach auBen ladungsneutral
verhadlt (Nettoladung = 0), bezeichnet man als den isoelektrischen Punkt (pI) des Proteins. Er ist

abhangig von der Zusammensetzung der AS-Seitenketten, der Zahl und Art posttranslationaler
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Modifikationen und sterischen Einflissen®. Oberhalb ihres jeweiligen pI sind Proteine negativ,
unterhalb davon positiv geladen. Proteine mit mehr positiven als negativen Ladungen besitzen
eine positive Nettoladung und migrieren somit in Richtung Kathode. Wahrend dieser Wanderung
entlang eines pH-Gradienten verlieren sie zunehmend an positiver Ladung (Abbildung 2.4). Er-
reichen sie ihren pl, gleichen sich alle positiven und negativen Ladungen aus und die Proteine
besitzen netto keinerlei Ladung mehr, die sie in Richtung der Anode oder Kathode wandern lasst.
Diffundiert das Protein von diesem pI weg, erhalt es sofort wieder eine Ladung, welche es zum
pI zurlick wandern lasst. Das elektrophoretische Trennverfahren der isoelektrischen Fokussie-
rung (IEF) nutzt diese Eigenschaft der Proteine, um sie im elektrischen Feld durch einen pH-Gra-
dienten wandern zu lassen, bis sie an den pH-Wert gelangen, an dem ihre Nettoladung und da-
mit auch ihre Wanderungsgeschwindigkeit Null betragt®. Zur Ausbildung des pH-Gradienten in-
nerhalb des PA-Gels konnen entweder freie Tragerampholyte oder ein zuvor in das Gel eingegos-
sener, immobilisierter pH-Gradient (IPG) verwendet werden. Das heiBt, auf der einen Seite des
Gels sind der Matrix Acrylamidderivate mit sauren, auf der anderen Seite mit alkalischen funktio-
nellen Gruppen zugesetzt, durch deren Einpolymerisation in die Matrix sich der pH-Gradient
nachtraglich nicht mehr verandern kann. Die pH-Gradienten von IPG sind stabiler und reprodu-
zierbarer als die freier Tragerampholyte und verringern Gel-zu-Gel-Variationen. Daher wird die
IEF in dieser Arbeit mit Hilfe einer MultiPhor II Elektrophorese-Einheit (GE Healthcare) unter Ein-
satz von IPG-Streifen (Immobilin€™ DryStrips, 24 cm, pH 4-7 bzw. pH 6-9 linear; GE Healthcare)
in den pH-Bereichen 4-7 und 6-9 durchgefiihrt.

Beladung

sauer @ basisch
sauer basisch

Abbildung 2.4: Prinzip der Isoelektrischen Fokussierung

Rehydratisierung der Gelstreifen
Immobiline™ DryStrips werden in dehydratisierter Form auf einem Plastikstreifen geliefert und
bedirfen einer Rehydratisierung vor der IEF. Die IPG-Streifen werden entsprechend ihres jeweili-

gen pH-Gradienten Uber Nacht (mindestens 10 h) mit der Gelseite nach unten in 450 pL Rehy-
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dratisierungspuffer (Tabelle 2.3) eingelegt. Um ein Verdunsten des Puffers und die Austrocknung
der Streifen zu verhindern, wird der Aufbau mit 2,5 mL Immobiline€™ Dry Strip Cover Fluid (GE
Healthcare) lberschichtet.

Tabelle 2.3: Pufferzusammensetzung fiir die IEF

Puffer Zusammensetzung

Rehydratisierungspuffer | 7 M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff; 2% CHAPS; 0,5% DTT; 0,5% IPG-Puffer 4-7
pH 4-7 (GE Healthcare)

Rehydratisierungspuffer | 7 M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff; 10% Isopropanol; 4% CHAPS; 5% Glycerol;

pH 6-9 3,5% DTT; 0,5% IPG-Puffer 6-11 (GE Healthcare)
1x Probenpuffer 1% DTT; 1% IPG-Puffer (4-7 oder 6-9) in Lysepuffer
2x Probenpuffer 2% DTT; 2% IPG-Puffer (4-7 oder 6-9) in Lysepuffer
Probenvorbereitung

Die in den drei verschiedenen CyDyes™ markierten Proben werden aufgetaut und so kombiniert,
dass jeweils ein 50 pg Aliquot des Cy2 markierten IS sowie je eine Gesundprobe in Cy3 und eine
MDS-Probe in Cy5 (oder umgekehrt; dye-swap) gemischt werden (Tabelle 2.4). Das Volumen
dieses Gemischs wird mit 1x Probenpuffer (Tabelle 2.3) auf 50 pL aufgefiillt. AnschlieBend wer-
den 50 pL 2x Probenpuffer (Tabelle 2.3) zugegeben, wodurch der DTT- und IPG-Puffer-Anteil in
der aufzutragenden Probe auf je 1% eingestellt und ein Endvolumen von 100 pL erreicht wird.

Um proteolytische Effekte zu vermeiden werden die Proben wahrend der gesamten Prozedur auf

Eis gelagert.

Tabelle 2.4: Kombination der Thromboziten/isate fiir 2D-DIGE
1 Gesund_02 MDS_03 IS
2 Gesund_03 MDS_08 IS
3 Gesund_05 MDS_06 IS
4 Gesund_06 MDS_05 IS
5 Gesund_07 MDS_01 IS
6 Gesund_08 MDS_04 IS
7 Gesund_09 MDS_07 IS
8 MDS_01 Gesund_07 IS
9 MDS_03 Gesund_02 IS
10 MDS_04 Gesund_08 IS
11 MDS_05 Gesund_06 IS
12 MDS_06 Gesund_05 IS
13 MDS_07 Gesund_09 IS
14 MDS_08 Gesund_03 IS
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IEF mittels MultiPhor II Elektrophorese-Einheit

Die IEF wird bei einer konstanten Temperatur von 20°C durchgefiihrt, welche durch eine in der
Elektrophorese-Einheit enthaltene Kihlplatte, die Gber ein Wasserbad gekihlt wird, sichergestellt
wird. Auf die Kihlplatte werden ca. 10 mL Cover Fluid pipettiert, darauf der Immobiline™
DryStrip Tray (GE Healthcare) luftblasenfrei aufgesetzt und dessen Elektrodenanschliisse mit der
Elektrophorese-Einheit verbunden. In dieses GefaB werden ca. 10 mL Cover Fluid pipettiert und
luftblasenfrei ein Immobiline€™ DryStrip Holder eingelegt. AnschlieBend werden die rehydratisier-
ten IPG-Streifen mit der Gelseite nach oben und dem sauren Ende in Richtung der Anode in den
Vertiefungen des Holders ausgerichtet. Danach werden an beiden Gelenden der IPG-Streifen in
destilliertem Wasser getrankte Papierelektrodenstreifen quer Uber alle Streifen gelegt, welche
den Stromdibertritt von den Elektroden auf die Gelstreifen sicherstellen. Bei der IEF im pH-
Bereich 6-9 wird dem Wasser fur den basischen Papierelektrodenstreifen (Anode) zusatzlich
3,5% DTT zugesetzt. AnschlieBend werden die Elektroden auf die Papierstreifen gesetzt und die
Probenapplikation vorbereitet. In der vorliegenden Arbeit wird die so genannte Tassenbeladung
verwendet, bei der die Proben in kleinen Plastiktassen auf den Gelstreifen aufgesetzt werden
und wahrend des IEF-Laufs durch den Stromfluss in das Gel wandern. Dazu wird der Tassenhal-
ter in der Nahe des sauren Endes der IPG-Streifen angebracht und die Tassen auf die Gelstreifen
gesetzt. Es ist darauf zu achten, dass die Tasse dicht mit dem IPG-Streifen abschlieBt, diesen
aber nicht beschadigt. AnschlieBend werden die Gelstreifen mit Cover Fluid Uberschichtet, um
sie wahrend der IEF vor Austrocknung zu schiitzen. Nach Applikation der vorbereiteten Proben
in die Tassen werden diese ebenfalls mit 20 uL Cover Fluid Giberschichtet. Zum Schluss wird die
Elektrophorese-Einheit verschlossen, an den Electrophoresis Power Supply EPS3501 (Bio-Rad)
angeschlossen und das IEF-Programm gestartet, an dessen Ende die Gelstreifen entnommen
und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert werden. Die Laufbedingungen flir die je-

weiligen pH-Bereiche sind in Tabelle 2.5 aufgeflihrt.

Tabelle 2.5: Laufbedingungen der IEF
Schritt Bedingung pH 4-7 pH 6-9

1 Gradient 0-150 V 1 min 1 min

2 Gradient 150-300 V 1h 1h

3 konstant 300 V 1h 4 h

4 Gradient 300-3500 V 5h 5h

5 konstant 3500 V 75 kVh = 21 h 27 min 30 kvh = 8 h 35 min
6 Gradient 3500-150 V 10 min 10 min

7 konstant 150 V 5 h (Sicherheitspuffer) 5 h (Sicherheitspuffer)
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Herstellung der 2D-Gele

Die in dieser Arbeit verwendeten 1 mm dicken und 24 x 18 cm groBen Polyacrylamid-Gele
(Theorie siehe Kapitel 2.2.3.1) werden mit Hilfe eines EttanDALTtwelve GelCaster (GE Health-
care) gegossen. Bei Verwendung 1 mm dicker Gele kénnen mit dieser GieB-Einheit 14 Gele
gleichzeitig gegossen werden. Dazu wird in die Gelkammer aufeinanderfolgend je ein Plastik-
trenner, eine groBere Glasplatte inklusive spacer (Abstandhalter zwischen den Glasplatten) und
eine kleinere Glasplatte gestapelt. Beide Glasplatten zusammen mit dem Abstandhalter dazwi-
schen bilden eine Kassette, in die spater das Gel gegossen wird. Die verwendeten Glasplatten
besitzen sehr geringe Eigenfluoreszenz, um die spatere Detektion der fluoreszenzmarkierten Pro-
teine nicht zu stéren. Zur Zuordnung der Proben auf den Gelen wird in jede Gelkassette links un-
ten ein Papierstreifen mit einer Nummer eingelegt und in die Gele eingegossen. Nach dem Ver-
schlieBen der Gelkammer wird die Polyacrylamid-Gellésung vorbereitet (Tabelle 2.6) und vor der
Zugabe von APS und TEMED unter Rihren 10 min entgast sowie der Seitentank der Kammer mit
Displacing Solution (Tabelle 2.6) gefiillt. Nach Zugabe des Radikalstarters APS und des Katalysa-
tors TEMED zur Gellésung wird diese direkt mit einer Schlauchpumpe von unten in die Gelkam-
mer gepumpt, so dass alle Gelkassetten sich von unten nach oben gleichmaBig flllen. Etwa
2 cm unterhalb der Hohe, die die Gele spater haben sollen, wird die Pumpe ausgeschaltet und
der Schlauch aus dem Zulauf zur Gelkammer gezogen. Dadurch 6ffnet sich der seitliche Tank
und die Displacing Solution 1auft ebenfalls von unten in die Gelkammer und verdrangt die restli-
che Gellésung aus dem Schlauchsystem und aus dem unteren Zulauf zur Gelkammer. Abschlie-
Bend werden die Gele mit 0,1% SDS-L6sung lberschichtet, um eine glatte obere Gelkante zu er-
zeugen. Nach der Polymerisierungzeit von ca. 4 h wird die Gelkammer gedffnet, die Gelkassetten

gereinigt und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

Tabelle 2.6: Zusammensetzung der Lésungen fiir 2D-Gele
PA-Gellésung 0,75 M Tris (pH 8,8); 12% PA; 5% Glycerol; 0,1% SDS
(nach 10 min Entgasen) |0,1% APS; 0,01% TEMED

Displacing Solution 0,75 M Tris (pH 8,8); 50% Glycerol; BPB
Uberschichtung 0,1% SDS

Aquilibrierung
Bevor die Gelstreifen nach der IEF auf die Gele fiir die zweite Dimension (bertragen werden
kdnnen, missen die im Streifen vorhandenen Proteine an die Bedingungen der SDS-PAGE ange-

passt werden. Diese Aquilibrierung der Gelstreifen beinhaltet die Reduktion der Proteine zur Be-
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seitigung von Disulfidbriicken mittels Dithiothreitol (DTT) sowie eine anschlieBende Alkylierung
mit Iodacetamid um eine Reoxidation zu verhindern. Weiterhin werden die Proteine mit SDS be-
laden, um ihre Eigenladungen zu Uberdecken, damit die folgende elektrophoretische Auftren-
nung der SDS-beladenen Proteine allein auf deren Molekulargewicht basiert. Dazu werden die
Gelstreifen nach dem Auftauen fiir jeweils 15 min unter leichtem Schitteln in Equilibrierungspuf-

fer 1 und 2 inkubiert und anschlieBend kurz in SDS-Laufpuffer gewaschen (Tabelle 2.7).

Tabelle 2.7: Pufferzusammensetzung fiir die Aquilibrierung und SDS-PAGE

Equilibrierungspuffer 1 |50 mM Tris (pH 8,8); 6 M Harnstoff; 30% Glycerol; 2% SDS; 1% DTT
Equilibrierungspuffer 2 | 50 mM Tris (pH 8,8); 6 M Harnstoff; 30% Glycerol; 2% SDS; 4% lodacetamid
SDS-Laufpuffer 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% SDS

Agarose Sealing 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% SDS; 0,5% Low Melt Agarose; BPB

Zweite Dimension — SDS-PAGE

Die zweite Dimension einer 2D-GE stellt die SDS-PAGE dar, deren theoretische Grundlagen in Ka-
pitel 2.2.3.1 bereits beschrieben sind. Diese zweite elektrophoretische Trennung wird senkrecht
zur ersten durchgefiihrt und das elektrische Feld so angelegt, dass die bereits nach pI getrenn-
ten und durch die Aquilibrierung SDS-beladenen Proteine durch das Gel zur Anode wandern und
dabei nach Molekulargewicht aufgetrennt werden (Abbildung 2.5). Durch diese zweidimensiona-
le Auftrennung ergibt sich auf dem Gel ein hoch aufgeldstes Punktmuster, wobei jeder Punkt
eine Proteinspezies darstellt und selbst Proteine gleicher Art mit unterschiedlichen posttranslatio-

nalen Modifikationen unterscheidbar sind.
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Abbildung 2.5: Prinzip der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

In der vorliegenden Arbeit wird fir die zweite Dimension das EttanDALTtwelve Large Vertical

Elektrophorese-System (GE Healthcare) in Kombination mit selbst gegossenen SDS-Gelen ver-
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wendet. Dazu werden die equilibrierten IPG-Streifen auf die Oberkante der Gele gelegt und si-
chergestellt, dass der Streifen Uber die gesamte Lange Kontakt zur Gelkante hat. AnschlieBend
wird 1 mL geschmolzenes Agarose Sealing (Tabelle 2.7) luftblasenfrei zwischen die Glasplatten
pipettiert, um den IPG-Streifen auf dem Gel zu fixieren. Danach werden die Gele mit dem IPG-
Streifen nach oben zwischen die Abstandhalter des mit SDS-Laufpuffer (Tabelle 2.7) gefillten
Elektrophorese-Systems gestellt, die Kammer verschlossen und der Lauf mit Hilfe des Electro-
phoresis Power Supply EPS3501 (Bio-Rad) gestartet. Die Proteine werden Uber Nacht bei einer
konstanten Leistung von 3 Watt pro Gel und konstanter Temperatur von 20°C aufgetrennt, bis

die Front aus im Agarose Sealing enthaltenen Bromphenolblau am unteren Gelende austritt.

Fluoreszenz-Detektion der Proteinspots

Nach der elektrophoretischen Auftrennung werden die fluoreszenzmarkierten Proteine detektiert.
Dazu werden die 2D-Gele direkt in der Gelkassette mit Hilfe eines Typhoon™ 9400 Gelscanners
(GE Healthcare) eingelesen, um Schrumpfeffekte zu reduzieren und das spatere positionelle Ab-
gleichen der Spots zu vereinfachen. Um die drei auf jedem Gel vorhandenen Proben in ihren un-
terschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen zu visualisieren, wird jedes Gel dreimal vom Scanner ab-
getastet und dabei jeweils mit der dem Farbstoff entsprechenden Absorptionswellenlange ange-
regt und gleichzeitig mit der entsprechenden Emissionswellenlange ausgelesen (Abbildung 2.1),
die entsprechenden Scanner-Einstellungen sind Tabelle 2.8 zu entnehmen. Aufgrund des Einle-
sens der Gele in der Gelkassette wird die Fokussierungsebene des Scanner auf +3 mm einge-
stellt, was der Dicke der unteren Glasplatte entspricht. Vor der Digitalisierung der Gele fir die
spatere Auswertung, wird ein Vorschaubild mit einer geringeren Auflésung aufgenommen, mit
dessen Hilfe die optimale Pixelintensitat festgelegt wird. Dazu wird der Photoelektronenvervielfa-
cher (PMT) so lange herabgesetzt, bis auf dem Vorschaubild kein Spot mehr die Detektionsgren-
ze Uberstrahlt. Dies ist eine Notwendigkeit flir die quantitative Auswertung der Gele, da ein Ver-
gleich der Proteinspots nur dann verldssliche Ergebnisse erzielt. Alle Gele werden bei diesem
PMT-Wert aufgenommen.

Tabelle 2.8: Scanner-Einstellungen fiir 2D-DIGE

Farbstoff ~ Absorptionswellenlange Emissionsfilter PixelgréBe
Cy2 488 nm 520 nm BP40? 450 V 100 pm
Cy3 532 nm 580 nm BP30? 450 V 100 pm
Cy5 633 nm 670 nm BP30? 450 V 100 pm

IpMT = Photomultiplier Tube (engl.) Photoelektronenvervielfacher
’BP = band-pass (engl.) Bandbreitenfilter; z.B. BP30 = Emissionswellenlédnge £ 15 nm
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2.2.4 Auswertung der 2D-DIGE

2.2.4.1 Digitalisierung der Gele

Die mittels des Typhoon™ 9400 Scanners aufgenommen Gele werden von der Typhoon™ Scan
Control als Datei gespeichert, welche je ein Bild jeder Farbe sowie ein Uberlagerungsbild aller
drei Farben enthélt. Diese Bilder werden anschlieBend mit Hilfe der ImageQuant™ TL Software
fur die anschlieBende quantitativ Analyse von artifiziellen Signalen bereinigt. Dazu wird ein auf
allen Gelen vorhandener deutlich abgrenzbarer, intensiv detektierter Spot markiert und ein
Rechteck, welches die Gesamtheit der Proteinspots enthdlt, die Gelrdnder jedoch ausschlieft,
um diese Markierung gezogen. Die Position der Markierung innerhalb des Rechtecks wird veran-
kert und das Gelbild entlang des Rechtecks zugeschnitten. Mit Hilfe dieser Maske werden an-
schlieBend alle anderen Gele auf die selbe GroBe geschnitten, indem der Markierungsspot posi-
tionell an das jeweilige Gel angepasst wird. Die quantitative Auswertung der Gele wird danach
mit Hilfe der Proteomweaver 4.0 Image Analysis Software (Bio-Rad) durchgefiihrt, in welche die

zugeschnittenen Dateien importiert werden.

2.2.4.2 Aufbau der Analyse-Experimente

Die beiden untersuchten pH-Bereiche 4-7 und 6-9 werden getrennt voneinander ausgewertet.
Dazu wird fiir jeden der beiden pH-Bereiche mittels der Proteomweaver 4.0 Image Analysis Soft-
ware (Bio-Rad) ein eigenes digitales Analyse-Experiment durchgefiihrt, welche sich im Prozedere
jedoch nicht unterscheiden. Daher wird in den folgenden Abschnitten die digitale Auswertung
der Gele ohne Angabe des pH-Bereiches beschrieben. Zur quantitativen Auswertung der 2D-
DIGE werden die Gelbilder entsprechend der darauf aufgetrennten Probe unterschiedlichen
Gruppen zugeordnet. Die erste Gruppe enthalt alle 14 Cy2-Bilder, auf denen der Interne Stan-
dard enthalten ist (Gruppe IS). In der zweiten Gruppe werden die insgesamt 14 Cy3- und Cy5-
Bilder inkludiert, auf denen in Doppelbestimmung die Thrombozytenlysate der 7 Gesundspender
zu sehen sind (Gruppe Gesund). Die Proben der 7 MDS-Patienten bilden pro Patient eine eigene
Gruppe (Gruppen MDS1-7), in denen jeweils ein Cy3- und ein Cy5-Bild des jeweiligen patienten-

spezifischen Thrombozytenlysats enthalten ist.

2.2.4.3 Spot-Detektion und -Quantifizierung

Zur Detektion der Proteinspots wird ein Gelbild des IS ausgewahlt und mit Hilfe des Spot Detec-
tion Wizard unter Eingabe bestimmter Minimalparameter flir Spotintensitat, -gréBe und -kontrast
eine automatische Spotdetektion durchgefiihrt. Mit diesen Detektionsparametern werden an-
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schlieBend die Proteinspots aller anderen Gelbilder der Gruppe IS detektiert. Durch eine digitale
Signatur der Bilder, welche von ein und dem selben Gel stammen, wird diese Detektion automa-
tisch auf die Bilder der anderen Gruppen Ubertragen. Gleichzeitig detektiert das Programm zur
Position der Spots im Gel auch deren GroBe und Intensitat und berechnet daraus ihr Volumen.
Mit Hilfe dieser Parameter findet programmgesteuert eine Quantifizierung der Spots statt, in die
zur quantitativen Analyse zwischen den verschiedenen experimentellen Gruppen nicht manuell
eingegriffen wird. Hiernach erhalt man flr jedes Gel eine Liste, welche jedem Spot eine Identifi-
zierungs-Nummer (Spot-ID) zuweist, unter der dessen genaue Position im Gel und sein Spot-

Volumen gespeichert ist.

2.2.4.4 Positionelle Korrelation der Proteinspots

Positionell reproduzierbare Proteinmuster in einer groBen Anzahl von 2D-Gelen stellten ein lange
Zeit ungeldstes Problem dar, welches auch durch das gleichzeitige GieBen zusammengehdriger
Gele nicht vollstandig gel6st werden konnte. Mit Hilfe des Gel-Multiplexings und der DIGE ist nun
immerhin die simultane Trennung von bis zu drei Proben pro Gel mdglich, deren Spotmuster im
Anschluss kongruent sind. Bei mehr als drei Proben tritt jedoch auch hier das Reproduzierbar-
keitsproblem wieder auf, da wieder mehrere Gele miteinander verglichen werden muissen. Da es
bis heute keine befriedigende experimentelle Loésung zur Vermeidung von Laufunterschieden
gibt, musste auf Ebene der Softwareanalytik eine Losung gefunden werden, mit der die Spot-
muster von zwei oder mehr Gelen miteinander verglichen werden kénnen, ohne dass jeder Spot
auf jedem Gel manuell mit dem selben Spot auf allen anderen Gelen korreliert werden muss. Die
hier verwendete Proteomweaver 4.0 Image Analysis Software (Bio-Rad) nutzt das sogenannte
Image Warping, ein Verfahren der Bildver- bzw. -entzerrung. Dabei wird die gesamte in den Gel-
bildern enthaltene Pixelinformation flir die Berechnung einer Bildtransformation genutzt, die zur
bestméglichen positionellen Ubereinstimmung der zu vergleichenden Gelbilder fiihrt. Dazu wird
das Gel mit der groBten Anzahl detektierter Spots ausgewahlt und alle anderen Gele programm-
gesteuert so transformiert, dass moglichst viele Spots positionell mit dem Spotmuster dieses
Gels korrelieren. Jedoch ergeben sich auch bei dieser Methode einige falsch positive Verknipfun-
gen und es bedarf einer anschlieBenden Kontrolle und ggf. Korrektur. Danach erhalt man eine
Liste, in der unter sogenannten SuperSpot-IDs alle positionell korrelierten Spot-IDs zusammen-
geflihrt sind. So kann anschlieBend anhand dieser Liste nachvollzogen werden, welcher Spot ei-
nes Gels mit welchen Spots auf den anderen Gelen korreliert. Gleichzeitig enthalt diese Liste

ebenfalls samtliche Spot-Informationen, die unter den jeweiligen Spot-IDs abgespeichert sind.
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2.2.4.5 Normalisierung der Gele

Sind alle Proteinspots detektiert und Uber alle Gele korreliert, wird eine Normalisierung der Gel-
bilder durchgefiihrt. Dieser Schritt ist essentiell fir die quantitative Analyse, um nicht experi-
mentell bedingte systemische Unterschiede, sondern biologisch relevante Variationen zu bestim-
men. Dazu werden programmgesteuert fiir jeden detektierten Spot dessen Intensitdten auf den
zusammengehdorigen Gelbildern durch seine Intensitat auf dem Bild der IS-Gruppe dividiert. So-
mit erhalt man anschlieBend in der SuperSpot-ID Liste flir jeden Spot der IS-Gruppe eine Inten-
sitat von 1 und fir die restlichen Gruppen eine zu diesem Wert korrelierte Intensitat, welche in
der anschlieBenden quantitativen Analyse der verschiedenen experimentellen Gruppen miteinan-

der verglichen werden.

2.2.4.6 Quantitative Analyse der experimentellen Gruppen

Nach der Normalisierung der Gele beginnt die Suche nach Unterschieden zwischen den einzel-
nen experimentellen Gruppen mit Hilfe der normalisierten Liste der SuperSpot-IDs. Zuerst wird
dazu der Mittelwert der Intensitaten eines Spots in allen 14 Gesundproben-Bildern sowie der
Mittelwert aus den beiden Bildern jeder MDS-Gruppe ermittelt. AnschlieBend werden entspre-
chende Kriterien festgelegt, denen die zu suchenden Unterschiede gerecht werden miissen. In
der vorliegenden Arbeit miissen die Proteinspots folgenden Kriterien entsprechen, um als diffe-

rentiell anerkannt zu werden:
(1) Der Spot ist Uber mindestens 10 der 14 analysierten Gele positionell korreliert.

(2) In mindestens 5 der 7 untersuchten MDS-Patienten unterscheidet sich das normalisierte

Spot-Volumen um mindestens den Faktor 1,5 vom Mittelwert der Gesund-Gruppe.

3 Ein beidseitig ungepaarter studentischer t-Test ergibt eine Wahrscheinlichkeit <5%

(p<0,05), dass es sich bei dem gefundenen Unterschied um einen Zufall handelt.

Alle Proteinspots, die diesen Kriterien entsprechen, werden anschlieBend in einer Liste differenti-

eller Spots zusammengefasst.

2.2.5 Massenspektrometrische Analyse

Zur Interpretation der mittels 2D-DIGE gefundenen Unterschiede zwischen den experimentellen
Gruppen, wird die Identitdat der hinter den differentiellen Proteinspots stehenden Proteine be-
stimmt. Dies erfolgt im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe der Massenspektrometrie, die aufgrund

ihrer Sensitivitdt und Hochdurchsatz-Méglichkeiten den Edman-Abbau, die klassische Methode
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zur Proteinidentifizierung, abgel6st hat™. Grundprinzip der Massenspektrometrie ist es, aus Sub-
stanzen Ionen zu erzeugen, diese nach ihrer Masse und Ladung zu trennen und quantitativ so-
wie qualitativ zu registrieren®. Ein Massenspektrometer besteht dementsprechend aus den drei
Bauteilen, welche diese Aufgaben ausfiihren: der Ionenquelle, dem Massenanalysator und dem
Ionendetektor. Jedes dieser Teile existiert in verschiedenen Bauformen und Funktionsprinzipien,

welche prinzipiell frei kombinierbar sind.

Fir die Analyse per Massenspektrometrie werden die als differentiell eingestuften Spots zuerst
aus den Gelen ausgeschnitten, danach in Peptidfragmente verdaut, diese anschlieBend massen-

spektrometrisch analysiert und anhand eines Datenbankabgleich identifiziert.

2.2.5.1 Ruthenium-Fluoreszenz-Farbung

In der vorliegenden Arbeit wird die Fluoreszenzmarkierung der Proteinproben vor der elektro-
phoretischen Auftrennung mit Hilfe der CyDye™ DIGE Fluor Minimal Dyes (GE Healthcare) vorge-
nommen (Kapitel 2.2.3.2). Wie bereits beschrieben wird dabei etwa 1-2% jeder Proteinspezies
mit den Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt. Dabei vergréBert sich das Molekulargewicht der mar-
kierten Proteine um ca. 500 Da gegeniber den restlichen 98% unmarkierten Proteins. Die dar-
aus resultierenden in den verschiedenen Fluoreszenzen detektierten Spots liegen dementspre-
chend nicht exakt an der Position im Gel, an welcher sich der GroBteil des jeweiligen Protein-
spots befindet, sondern aufgrund des groBeren Molekulargewichts und der dementsprechenden
kirzeren Trennstrecke in der zweiten Dimension etwas héher. Um fir die angestrebte Identifizie-
rung der differentiellen Proteinspots per Massenspektrometrie eine mdglichst groBe Menge des
jeweiligen Proteins aus dem Gel zu extrahieren, werden die Gele vor dem Ausschneiden der Pro-
teinspots einer zusatzlichen Farbung zur Detektion der Gesamtproteinpopulation unterzogen.
Der hier verwendete Fluoreszenzfarbstoff RuBP, ein Rutheniumchelat, wird reversibel an die Pro-
teine gebunden und kann somit vor der spateren massenspektrometrischen Analyse wieder von

den Proteinen geldst werden.

Dazu werden die Gele direkt im Anschluss an die Fluoreszenzdetektion der CyDyes™ aus den
Gelkassetten entnommen und Uber Nacht in einer Farbestation (Dodeca Stainer, Bio-Rad) in Fi-
xierlésung inkubiert, um die Proteine im Gel zu fixieren. Es folgt eine sechsstiindige Inkubation
mit dem Ruthenium-Farbstoff sowie eine Entfarbung des Gel-Hintergrundes tber Nacht. Die Zu-

sammensetzung der verwendeten Lésungen ist Tabelle 2.9 zu entnehmen.
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Tabelle 2.9: Schema fiir die Ruthenium-Fluoreszenz-Férbung

Pufferzusammensetzung Volumen pro Gel Inkubationszeit
Fixierung 30% Methanol; 7% Essigsaure 1L i ))z j E
Farben 10% Methanol; 7% Essigsaure; 1,2 uM RuBP 1L 6 h
Entfarben | 10% Methanol 1L 1x 1 1
1 x G.N.

2.2.5.2 Ausschneiden differentieller Spots

Das Spot Picking, also das Ausschneiden der Proteinspots aus dem Gel, wird in der vorliegenden
Arbeit computergesteuert von einem GelPix Protein Spot Excision Robot (Genetix) vorgenom-
men. Mit Hilfe der in diesem System enthaltenen CCD-Kamera werden die RuBP-gefarbten Pro-
teine des jeweiligen Gels detektiert und das aufgenommene Gelbild in das zur Auswertung ge-
nutzte Proteomweaver 4.0-Experiment importiert. AnschlieBend wird mit Hilfe der Software das
Spotmuster des RuBP-gefarbten Gels mit dem des Cy2-gefarbten Bildes des selben Gels positio-
nell korreliert und die Positionen aller differentiellen Spots an den Roboter gesendet. Dieser
stanzt automatisiert an genau diesen Positionen ein Gelstiick mit einem Durchmesser von 2 mm
aus und spllt es in die Vertiefungen einer 96-well-Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One). Das Pro-
gramm erstellt eine Liste, in der die SuperSpot-IDs der gepickten Spots zusammen mit den je-

weiligen Vertiefungen der 96-well-Platte, in welcher das Gelstlick abgelegt wird, erfasst sind.

2.2.5.3 In-Gel-Proteinverdau und Peptidextraktion

Vor der massenspektrometrischen Identifizierung der Proteine in den Gelstiicken, wird der rever-
sibel gebundene RuBP-Farbstoff wieder aus dem Gel gewaschen. Dazu werden die ausgestanz-
ten Gelstlicke dreimal alternierend mit Waschpuffer 1 und 2 (Tabelle 2.10) fir je 10 min inku-
biert. Der wiederholte Wechsel zwischen Acetonitril-haltigem und -freiem Puffer flhrt zu einem
mehrmaligen Schrumpfen und Quellen des Gelstlicks, wobei durch das Herabsetzen der hydro-
phoben Wechselwirkungen zwischen den Farbstoffmolekiilen und Proteinen nicht nur der Fluo-
reszenzfarbstoff, sondern auch das SDS effektiv von den Proteinen geldst und aus dem Gel ent-
fernt wird. AnschlieBend werden die Gelstlicke mit Hilfe von 100% Acetonitril vollsténdig dehy-

driert, der Uberstand durch Zentrifugation entfernt und die Gelstiicke getrocknet.
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Tabelle 2.10: Pufferzusammensetzung fiir die massenspektrometrische Analyse
Puffer Zusammensetzung

Waschpuffer 1 25 mM NH4HCO;

Waschpuffer 2 25 mM NH4HCO;; 50% ACN

Acetonitril 100% ACN

Trypsinlésung 25 mM NH4HCOs; 2% ACN; 3,5 ng/pL Trypsin
Extraktionsldsung 1% TFA

Target-Waschldsung 25 mM (NH4)H,PO4; 0,1% TFA

Fir die Identifizierung der differentiellen Proteine durch die Massenspektrometrie werden diese
zuvor enzymatisch in spezifische Peptidfragmente zerteilt. Dazu wird die Serinprotease Trypsin
eingesetzt, welche Peptidbindgungen C-terminal nach den basischen Aminosauren Lysin und Ar-
ginin hydrolytisch spaltet. Dadurch wird jedes Protein in eine charakteristische Zahl Peptide un-
terschiedlicher Massen geschnitten, welche anschlieBend massenspektrometrisch analysiert wer-
den. Da Trypsin ebenfalls ein Protein ist, wiirde es bei diesem Vorgang auch selbst verdaut. Zur
Verhinderung dieses Eigenverdau wird ein modifiziertes Trypsin (Promega) eingesetzt, dessen
Lysine selektiv methyliert vorliegen, was diesen Prozess auf ein Minimum reduziert. Zuerst wird
das lyophilisierte Trypsin nach Herstellerangaben in dem mitgelieferten Puffer gelést und durch
eine 15-minitige Inkubation bei 30°C aktiviert. AnschlieBend wird die Trypsinldsung auf eine
Endkonzentration von 3,5 ng/pL (Tabelle 2.10) verdinnt, von der je 7 pL zu jedem Gelstlick ge-
geben werden. Um die im Gel fixierten Proteine fiir die Protease zuganglich zu machen, wurde
das Gelstlick zuvor mit Acetonitril dehydriert, wodurch das in Puffer geldste Trypsin beim Quell-
vorgang mit in das Gelstlick aufgenommen wird. Nach einer Vorinkubation von 30 min bei 4°C
wird der Proteaseverdau fiir 4 h bei 37°C durchgefiihrt. Nach Beendigung des proteolytischen
Verdaus werden die entstandenen Peptidfragmente aus der Gelmatrix extrahiert, indem die Gel-
stlicke flir 30 min bei RT mit Extraktionsldsung (Tabelle 2.10) inkubiert werden. Dabei wird etwa
70-80% der zu erwartenden Peptidmenge aus dem Gel extrahiert®® und liegt anschlieBend in der

Extraktionslésung vor.

2.2.5.4 MALDI-TOF

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Massenspektrometer ist eine Kombination aus einer
MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionisation) Ionenquelle und einem TOF (time of flight)
Massenanalysator (Abbildung 2.6). Diese Ionenquelle erzeugt Peptidionen mit Hilfe einer spezifi-
schen Matrix, in welche die zu analysierenden Proben eingebettet werden, und UV-Laserimpul-

sen®. Durch den Laserimpuls werden die Matrixmolekdle ionisiert und Ubertragen ihre Ladung
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per Energietransfer auch auf die Peptide. Die entstehenden Peptidionen sind lberwiegend ein-
fach geladen® und werden noch vor Austritt aus der Quelle tber ein Potentialgefalle in Richtung
Analysator beschleunigt. Mit Hilfe dieser kinetischen Startenergie driften die Ionen durch das
Hochvakuum des hier verwendeten TOF-Massenanalysators und werden entsprechend ihres
Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisses (m/z) aufgetrennt. Leichte Ionen legen die Strecke schneller
zuriick und treffen friiher auf den Ionendetektor als schwere®. Das in der vorliegenden Arbeit

verwendete Massenspektrometer ist ein Ultraflex-Tof/Tof der Firma Bruker Daltonics.

Abbildung 2.6: Prinzip der Matrix-assoziierten Laser Desorption/Ionisierung-Flugzeitanalyse

Targetpraparation
Die in der Extraktionslosung vorliegenden Peptidfragmente werden auf einen MALDI-Probentra-

ger (PAC"384 Pre-Spotted AnchorChip target; Bruker Daltonics) pipettiert, welcher 96 Spots mit
Kalibrierungs-Standardpeptiden sowie 384 weitere Spots zur Probenapplikation enthélt. Die
Spots sind bereits mit der Matrix aus a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure (HCCA) beschichtet, auf wel-
che die Peptide direkt in der Extraktionslésung aufgebracht und nach 1 min Inkubationszeit
quantitativ wieder abgenommen werden. AnschlieBend wird der gesamte Probentrager mit Tar-
get-Waschldésung (Tabelle 2.10) gewaschen und luftgetrocknet. AnschlieBend wird das Target in

das Ultraflex-Tof/Tof gefahren und ein Vakuum im Gerat aufgebaut.

Akquirierung und Verarbeitung der Massenspektren
Die Massenspektren werden mit Hilfe des Compass 1.3 Softwarepakets (Bruker Daltonics) beste-

hend aus FlexControl 3.0 & FlexAnalysis 3.0 akquiriert. Danach werden die Spektren unter Ver-
wendung des SMART Calibration Algorithmus mit den Tabelle 2.11 zu entnehmenden Kalibranten
extern kalibriert. Es folgt eine interne Kalibrierung, in welcher 89 laborspezifische Massen aus
den akquirierten Spektren ausgeschlossen werden. Diese laborspezifischen Massen wurden zu-
vor mit Hilfe der Firma Bruker Daltonics durch Auswertung von Uber 400 Spektren festgelegt.
Die gesamte Prozessierung der Massenspektren wird automatisiert von der Software durchge-
fuhrt.
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Tabelle 2.11: Kalibranten des SMART Calibration Algorithm

Protein Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z)
Bradykinin (1-7) 757,3992
Angiotensin II 1.046,5418
Angiotensin I 1.296,6848
Neurotensin 1.672,9170
Renin Substrate 1.758,9326
ACTH clip (1-17) 2.093,0862
ACTH clip (18-39) 2.465,1983
ACTH clip (1-24) 2.932,5879
ACTH clip (7-38) 3.657,9289

2.2.5.5 Proteinidentifizierung per Datenbankabgleich

Noch wahrend der Aufnahme der Massenspektren wird mit Hilfe der Biotools 3.2 Software (Bru-
ker Daltonics) begonnen die Proteine zu identifizieren. Dazu werden die annotierten Massen-
spektren Uber die Mascot Suchmaschine (Version 2.2.04; Matrix Science) zuerst mit der Swiss-
Prot Datenbank (SwissProt_57.12.fasta) und, falls dort kein Treffer gefunden wird, mit der
NCBI Datenbank (NCBInr_20090324.fasta) abgeglichen. Diese Datenbanken enthalten Eintrage
Uber Proteinsequenzen, welche entsprechend der spezifischen Eigenschaften der verschiedenen
Verdauungsenzyme unter Angabe bestimmter Anwender-spezifischer Parameter (Tabelle 2.12) in
silico verdaut werden. Daraus erstellt die Mascot Suchmaschine ein theoretisches Massenspek-
trum der in der Datenbank eingetragenen Proteinsequenzen und vergleicht dieses mit den tat-
sichlich annotierten Massen des gesuchten Proteins. Werden Ubereinstimmungen bestimmter
Peptidmassen gefunden, berechnet die Software einen sogenannten MOWSE-Wert fir den je-
weiligen Treffer. Dieser Wert gibt Auskunft dariiber, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass es
sich bei der gefundenen Ubereinstimmung nicht um einen Zufall handelt. Je gréBer der MOWSE-
Wert eines Ergebnisses ist, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass das gesuchte Protein mit
dem gefundenen Datenbankeintrag Ubereinstimmt. Diese Technik bestehend aus Proteinverdau,
MALDI-TOF Analyse und Sequenzdatenbanksuchalgorithmus bezeichnet man als peptide mass
fingerprinting (PMF). In der vorliegenden Arbeit werden Proteinspots erst dann als identifiziert
anerkannt, wenn der Spot mit einem MOWSE-Wert >56 (entspricht p<0,05) aus mindestens

zwei verschiedenen Gelen ausgestochen und identifiziert ist.
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Tabelle 2.12: Mascot Suchparameter
Parameter Einstellung

Verwendetes Enzym Trypsin

Globale Modifikationen Carbaminomethylierung (C)
Optionale Modifikationen Oxidation (M)
Massentoleranz 50 ppm

Ladung einfach positiv

Verpasste Schnittstellen 1

2.2.6 Immunologische Analyse per Western Blot

Unter Western Blotting versteht man die elektrophoretische Ubertragung von Proteinen aus Poly-
acrylamidmatrizes auf eine geeignete Membran. Dabei kénnen Membranen aus verschiedenen
Materialien mit unterschiedlicher Hydrophobizitat und Morphologie zum Einsatz kommen. In der
vorliegenden Arbeit werden PVDF-Membranen verwendet. Nach der Ubertragung der Proteine
auf die Membran folgt der immunologische Nachweis und die anschlieBende Detektion des ge-

suchten Proteins.

2.2.6.1 Blotting-Verfahren

Nach Beendigung der 1D-Gelelektrophorese (Kapitel 2.2.3.1) wird das Polyacrylamid-Gel aus den
Glasplatten herausgenommen und entsprechend des in Abbildung 2.7 dargestellten Blotaufbaus
zusammen mit der PVDF-Membran (Immobilon P; Millipore) und 6 Lagen Filterpapier in das Blot-
modul gestapelt. Die hydrophobe Membran wird dazu vorher kurz in 100% Methanol gewaschen
und zusammen mit dem Filterpapier in Transferpuffer (Tabelle 2.13) equilibriert. Der fertige Sta-
pel wird mit ca. 10 mL Transferpuffer begossen, das Modul verschlossen und an einen Stromge-
ber (Electrophoresis Power Supply EPS301; Amersham Biosciences) angeschlossen. Bei Ober-
grenzen fur Spannung und Stromstarke von 15V bzw. 400 mA dauert die elektrophoretische

Ubertragung der Proteine je nach GréBe ca. 30-45 min.
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Abbildung 2.7: Schematischer Aufbau des Blotmoduls

Julia Frobel



Material und Methoden 46

2.2.6.2 Immunologischer Antigen-Nachweis

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran folgt der immunologische Antigen-Nach-
weis, bei dem eine definierte Proteinspezies auf der Membran mit Hilfe spezifischer Antikdrper
nachgewiesen wird. Im Rahmen dieser Arbeit werden zum Nachweis der Zielproteine Talin-1,
Myosin-9, Vinculin und Filamin-A jeweils Primarantikdrper aus Maus oder Hase, welche spezifisch
an das humane Zielprotein binden, genutzt. Dazu wird die Membran nach dem Blot mit Wasch-
puffer gespilt und anschlieBend samtliche unspezifischen Bindestellen durch einstiindige Inku-
bation mit einer proteinreichen Blockierungsldésung abgesattigt. Nach einem weiteren Wasch-
schritt wird die Primar-Ak-Losung zugegeben und fir 1 h bei RT auf einem Orbitalschiittler inku-
biert. AnschlieBend wird die Membran erneut mit Waschlésung gespiilt, bevor die Sekun-
dar-Ak-Lésung zugegeben wird. Diese enthalt je nach Wirtsspezies des Primdrantikérpers einen
sekundadren Antikorper gegen Maus bzw. Hase. Nach einstiindiger Inkubation erfolgt ein weiterer
intensiver Waschschritt. Die Zusammensetzung der verwendeten Losungen und die verwendeten
Antikorper sind in den Tabellen 2.13 und 2.14 dargestellt.

Tabelle 2.13: Zusammensetzung der Losungen fiir den Western Blot
Losung Zusammensetzung

Transferpuffer 48 mM Tris; 39 mM Glycin (pH 9,2); 20% Methanol; 0,0375% SDS
Waschldsung 20 mM Tris-HCI, 137 mM NaCl (pH 7,6); 0,05 % Tween20
Blockierungslésung 4 % Magermilchpulver in Waschlésung

Primar-Ak-Losung Primar-Antikérper verdinnt in Waschlésung

Sekundar-Ak-Lésung Sekundar-Antikdrper AP-konjugiert verdiinnt in Waschlésung
Substratpuffer 0,1 M Tris; 0,1 M NaCl (pH 9,5); 50 mM MgCl,

Tabelle 2.14: Vlerwendete Antikorper fiir den Western Blot

Antikdrper Wirt Spezifitat Markierung Verdiinnung

Talin-1 Maus human 3H2901 @ 1:2500 LSBio
Myosin-9 Hase human polyklonal @ 1:500 Sigma Aldrich
Vinculin Maus human SPM227 @ 1:2500 Abcam
Filamin-A Maus human FLMNO1 @ 1:2500 Abcam
Tubulin Hase human polyklonal %] 1:2500 Abcam
Sek Ak 1 Esel Maus polyklonal AP 1:2500 Abcam
Sek Ak 2 Esel Hase polyklonal AP 1:2500 Abcam

2.2.6.3 Detektion mittels NBT/BCIP-Prazipitation
Das NBT/BCIP-Detektionssystem farbt Proteine selektiv in der Anwesenheit von Alkalischer Phos-

phatase (AP). Es besteht aus den beiden Komponenten BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-
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p-Toluidinsalz) und NBT (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid). BCIP dient als Substrat fiir die an den Se-
kundarantikorper gekoppelte Alkalische Phosphatase, wird dephosphoryliert und reagiert in einer
Redoxreaktion mit NBT. Beide Salze werden dabei zu unldslichen, blauen Farbstoffen umgesetzt.
Zur Detektion des Sekundarantikdrpers und somit auch des nachzuweisenden Proteins werden
200 pL der NBT/BCIP-Stammldsung (Roche) in 10 mL Substratpuffer (Tabelle 2.13) verdinnt

und die Membran bis zum Erreichen der gewtinschten Farbintensitat darin inkubiert.

2.3 Molekulare Zellcharakterisierung

2.3.1 Thrombozytenaggregometrie

Die Untersuchung der Thrombozytenaggregation mit Hilfe des turbidimetrischen Aggregations-
verfahrens nach Born® ist ein wichtiges Instrument zur Erfassung angeborener, erworbener oder
medikamentos induzierter Funktionsstérungen der Thrombozyten®. Dazu wird das PRP verschie-
denen eine Aggregation induzierenden Agonisten ausgesetzt. Dies geschieht in einer Kiivette,
die zwischen einer Lichtquelle und einer Photozelle platziert ist, sodass man Veranderungen in
der Tribung der Losung detektieren kann. PRP ist aufgrund der vielen kleinen Thrombozyten
eine tribe Flissigkeit mit einer sehr niedrigen Lichtdurchlassigkeit, wodurch kaum Lichtstrahlen
den Detektor erreichen. Bilden die Thrombozyten durch die Wirkung des Agonisten Aggregate
aus vielen Einzelzellen, steigt die Lichtdurchlassigkeit der Flissigkeit. Die gemessene optische
Dichte (OD) der Flissigkeit ergibt einen Wert fiir das AusmaB der Aggregation in Prozent (Abbil-
dung 2.8). Der Leerwert (0% Lichtdurchlassigkeit) wird mit dem PRP definiert, 100% Lichtdurch-
lassigkeit entspricht der OD einer klaren Flissigkeit (wahlweise PPP oder Puffer).

PPP PRP Aggregiertes PRP
R SR — (T P —_— i
ssh l, &
m— — — g - fh.~ — * —n
a®_o
e — 100% —_— "_',%3“ 0% —_— "* ® | — 70%
— —_— P— o:“'.,:- R %
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung des Aggregationstests

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird die Thrombozytenaggregometrie durch das Institut fir
Klinische Chemie des Universitatsklinikums Disseldorf nach einem Routineprotokoll mit Hilfe ei-
nes PAP 8 (platelet aggregation profiler) Aggregometers der Firma mdlab durchgefiihrt. Dazu
wird innerhalb 2 h nach der Blutabnahme das PRP isoliert und nach Zugabe des jeweiligen Ago-

nisten die Lichtdurchlassigkeit der Losung liber einen Zeitraum von 20 min beobachtet. Als Ago-
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nisten kommen 20 uM ADP, 0,5 mg/mL Arachidonsaure, 10 pg/mL Kollagen und 1,5 mg/mL Ri-

stocetin zum Einsatz, deren vorgegebene Referenzbereiche bei 70%-90% Aggregation liegen.

2.3.2 Immunphanotypische Analysen

Im Rahmen von immunphanotypischen Analysen wird die Expression verschiedener Antigene auf
der Oberflache von Zellen gemessen. Mit Hilfe fluorochrom-konjugierter Antikérper wird das An-
tigenprofil der entsprechenden Zellen bestimmt und aus diesem Expressionsmuster Rickschliis-
se auf den Zustand der Zelle gezogen. Das am hdufigsten angewandte Verfahren der Immun-
phanotypisierung ist die Durchflusszytometrie (Kapitel 2.3.2.2). In der vorliegenden Arbeit wird
mit Hilfe der Durchflusszytometrie die Expression verschiedener Oberflachenrezeptoren, die in-

trazellulare Kalziumkonzentration sowie der Aktivierungszustand der Thrombozyten untersucht.

2.3.2.1 Markierung der Zellen

Fir die durchflusszytometrische Analyse werden die Thrombozyten mit spezifischen Antikérpern
markiert und mit aktivierungsauslésenden Agonisten stimuliert. Jeweils 10 pL citrat-antikoagu-
liertes Vollblut werden daflir zusammen mit dem jeweiligen Agonist und den Antikérpern in die
verschiedenen Farbeansatze gegeben. Diese Suspension wird flir 20 min bei RT im Dunkeln in-
kubiert und der Uberschiissige Antikdrper danach ausgewaschen. Dazu wird der Farbeansatz mit
PBS aufgefiillt, bei 1200 rpm pelletiert und der Uberstand verworfen. Die meisten verwendeten
Antikdrper sind bereits vom Hersteller mit entsprechenden Fluorochromen konjugiert, manche
sind jedoch nicht markiert erhaltlich. Bei Verwendung unkonjugierter Antikorper ist eine Nachfar-
bung der Zellen mit fluorochrom-konjugierten Sekundarantikdrpern nétig, die sich gegen die
Spezies, aus welcher der Erstantikérper stammt, richten. Diese zweite Farbung findet direkt
nach dem Auswaschen des Erstantikdrpers nach dem selben Protokoll wie die erste Farbung
statt. Fur die Auslésung der Aktivierung kommen verschiedene Agonisten zum Einsatz. Neben
dem Thrombin-Rezeptor aktivierenden Peptid (TRAP), welches eine rezeptor-abhangige Aktivie-
rungskaskade auslést wird weiterhin das rezeptor-unabhangige Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
(PMA) sowie den Fibrinogenrezeptor von auBen stimulierendes MnCl, verwendet. Die Farbean-

satze sind Tabelle 2.15, die Antikérper Tabelle 2.16 in Kapitel 2.3.2.5 zu entnehmen.
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Tabelle 2.15: Farbeansétze zur Thrombozyten-Analyse

Ansatz Probe Aktivierung  Antikdrper
1 | ungefarbt @ @
2 | Isotyp-Kontrolle 1 0] IgM FITC, IgG; PE, IgG; APC
3 | Zustand ruhend [0 PAC-1 FITC, CD61 PE, CD62P APC
4 | Zustand TRAP aktiviert |5 x 10°M TRAP | PAC-1 FITC, CD61 PE, CD62P APC
5 Zustand PMA aktiviert |1 x 10° M PMA | PAC-1 FITC, CD61 PE, CD62P APC
6 | Zustand Mn** aktiviert |1 x 10° M MnCl, | PAC-1 FITC, CD61 PE, CD62P APC
7 | Isotyp-Kontrolle 2 0] IgG; FITC, IgG,. PE
8 |Kollagenrezeptor 1 0] CD41 FITC, CD49b PE
9 | vWF-Rezeptor 0] CDA41 FITC, CD42b PE
10 | Sekundarantikorper 1 0] Hase-anti-Ziege sekAk AF488
11 | Kollagenrezeptor 2 [0 GPVI unkonjugiert, nachgefarbt mit sekAk 1
12 | Sekundarantikorper 2 0] Ziege-anti-Hase sekAk AF488
13 | ADP-Rezeptor 1 0] P2Y, unkonjugiert, nachgefarbt mit sekAk 2
14 | ADP-Rezeptor 2 @ P2Y1, unkonjugiert, nachgefarbt mit sekAk 2

2.3.2.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wird zur Analyse und Separation von Einzelzellen innerhalb einer Zell-
population eingesetzt. Diese Technologie ermdglicht es gleichzeitig mehrere physikalische und
Fluoreszenz-Parameter der einzelnen Zelle quantitativ zu bestimmen, wahrend diese in einem
Flussigkeitsstrom einen Lichtstrahl kreuzt und dabei Streulicht (/ight scatter) verursacht. Je gro-
Ber eine Zelle ist und je mehr Strukturen in ihrem Inneren sind, desto gréBer ist das entstehen-
de Streulicht. Das Streulicht wird in einem Durchflusszytometer mit Hilfe mehrerer Spiegel de-
tektiert (Abbildung 2.9) und gibt Aufschluss liber spezifische Zelleigenschaften. Der Spiegel, wel-
cher knapp neben der Richtung des urspriinglichen Strahls angebracht ist, detektiert das Vor-
wartsstreulicht (forward scatter; FSC) und ermittelt darlber die GroBe der Zelle. Der etwa im
rechten Winkel dazu angebrachte Spiegel detektiert das Seitwartsstreulicht ( side scatter; SSC),
welches Informationen Uber die Granularitdt der Zelle gibt. Bei einer Darstellung der von jeder
Zelle aufgenommenen FSC- und SSC-Werte in einem Diagramm (Plot) werden die Zellen, die
ahnliche Streulichteigenschaften haben, in wolkendhnlichen Projektionen dargestellt. Zusatzlich
zu diesen Eigenschaften kann die Expression von Proteinen auf oder innerhalb der Zellen quanti-
tativ bestimmt werden, indem die Zellen mit fluorochrom-konjugierten Antikdrpern gegen diese
Proteine markiert werden. Treffen diese markierten Zellen dann in der Flusszelle auf einen Laser-

strahl der geeigneten Wellenldnge, emittieren sie Licht in der Wellenlange des Fluorochroms des
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an die Zelle gebundenen Antikorpers. Dieses Licht wird von Photomultipliern (PMT) detektiert,
die das Licht in elektrische Signale umwandeln. Ausgewertet wird das Fluoreszenz-Signal eben-
falls als Punktwolke in einem Plot, in dem es beispielsweise gegen eine Markierung in einer an-
deren Farbe aufgetragen wird. Eine gleichzeitige Messung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe in
einer Zellpopulation ist mdglich, solange sich die eingesetzten Farbstoffe in ihren Emissionsspek -
tren unterscheiden. Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzte FACSCalibur (BD Bio-
sciences) kann mit zwei Lasern (488 nm und 635 nm) bis zu vier unterschiedliche Fluoreszenz-
emissionen gleichzeitig messen (Abbildung 2.9). Da Fluoreszenzfarbstoffe Licht nie nur bei einer
bestimmten Wellenldange sondern (ber ein gewisses Spektrum emittieren und sich die Spektren
der verschiedenen Farbstoffe haufig Gberschneiden, muss zur Auswertung mehrfarbig markierter

Zellpopulationen zuvor eine Kompensation durchgefiihrt werden.

530/30 BP

90/10 Beam Splitter

560 DSP

N

Fluorescence

Collection Lens

488/10 BP

-

FSC (diode)

Blue Laser
488 nm
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Abbildung 2.9: Schematischer Aufbau des FACSCalibur [adaptiert nach *°]

In der vorliegenden Arbeit werden mit Hilfe der Durchflusszytometrie Thrombozyten aus dem
Vollblut untersucht. Dazu wird die Thrombozyten-Zellpopulation im FSC-gegen-SSC-Plot von den
anderen Populationen (Zelltrimmer, andere Blutzellen) getrennt (gating). Um sicherzustellen,
dass es sich bei der selektierten Population wirklich um die Thrombozyten handelt, wird diese
Zellpopulation anschlieBend auf ihren Gehalt an CD41 (a-Untereinheit des Fibrinogen-Rezeptors)
oder CD61 (B-Untereinheit des Fibrinogen-Rezeptors), welche ausschlieBlich auf Thrombozyten

und Megakaryozyten exprimiert werden, Uberpriift und nur die Zellen weiter in die Auswertung
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einbezogen, welche diese Marker exprimieren. Zur Einschatzung des Aktivierungszustandes der
Thrombozyten kommt ein PAC-1 Antikdrper zum Einsatz, welcher selektiv nur an die aktive Form
des Fibrinogen-Rezeptors bindet, sowie ein Antikdrper gegen P-Selectin (CD62P), welches sich
ausschlieBlich auf der Granulamembran befindet. Eine Liste der verwendeten Antikorper findet
sich in Tabelle 2.16 in Kapitel 2.3.2.5.

2.3.2.3 Bestimmung der intrazellularen Kalziumkonzentration

Die Durchflusszytometrie wird in der vorliegenden Arbeit weiterhin zur Bestimmung der intrazel-
luldaren Kalziumkonzentration der Thrombozyten wahrend der Aktivierung eingesetzt. Dazu wer-
den die Thrombozyten zuvor fir 15 min mit dem Kalziumindikator Fluo-4,AM (Invitrogen) bei
37°C im Dunkeln inkubiert. Der verwendete Indikator tragt eine Acetoxymethylestergruppe, wel-
che ein Eindringen der Farbstoffmolekiile in die Zellen ermdglicht. Im Zellinneren wird diese
Gruppe durch Esterasen abgespalten, so dass der Farbstoff nicht mehr membrangangig ist und
im Zytoplasma der Zelle verbleibt. Bindet nun intrazellulares Ca** an die Farbstoffmolekiile, emit-
tieren diese bei Anregung mit Licht der Wellenldnge 488 nm ein entsprechendes Signal bei
530 nm. Durch direkte Abspaltung der Estergruppe durch die Esterasen im Zytoplasma wird nur
das dort vorliegende Ca®* gebunden und tragt zur Signalstarke bei, wahrend das in den Granula
gespeicherte Ca?* nicht daran beteiligt ist. Bei der Aktivierung der Thrombozyten mit Agonisten
wie ADP oder Thrombin wird das gespeicherte Ca** aus den Granula ins Zytoplasma freigesetzt
und vom dort vorhandenen Farbstoff gebunden. Es kommt zu einem Anstieg des gemessenen
Fluoreszenzsignals. Dazu wird direkt nach der Farbung im Durchflusszytometer zuerst die Grund-
fluoreszenz der Thrombozyten gemessen, anschlieBend das Rohrchen aus dem Gerat genom-
men, die Zellen mit 50 uM ADP oder 1 U/mL Thrombin aktiviert und das ansteigende Fluores-
zenzsignal weiter aufgenommen. Zur Auswertung wird die Fluoreszenz in einem Plot gegen die
Zeit aufgetragen, die Zeitachse in kleinere Abschnitte unterteilt und die darin gemessene Fluo-

reszenz der Einzelzellen gemittelt.

2.3.2.4 Forster-Resonanz-Energie-Transfer

Eine weitere Anwendungsmadglichkeit der Durchflusszytometrie ist deren Kombination mit einem
anderen Fluoreszenz-basierten Verfahren, dem Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET). Diese
Technik zur Beobachtung von Protein-Protein-Interaktionen basiert auf dem Energietransfer von
einem Donor-Fluorophor auf ein nahe gelegenes Akzeptor-Fluorophor, was zu einem Anstieg der
Fluoreszenz des Akzeptors fuhrt (Abbildung 2.10). Dies kommt nur zustande, wenn der Abstand

zwischen Donor und Akzeptor <10 nm betragt und das Emissionsspektrum (Em) des Donors mit
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dem Extinktionsspektrum (Ex) des Akzeptors Uberlappt’®. Seit den 1980er Jahren wird diese
Technik mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie gemessen, seit etwa 10 Jahren nutzt man ebenso
die Moglichkeit FRET-Signale mit Hilfe von Durchflusszytometern zu detektieren®. In der vorlie-
genden Arbeit wird die raumliche Ndhe des intrazellularen Proteins Talin-1 zum Fibrino-
gen-Rezeptor der Thrombozyten untersucht. Dazu werden aktivierte Thrombozyten mit Hilfe von
Fluoreszenz-markierten Antikdrpern gegen CD41 und Talin-1 inkubiert und anschlieBend mit Hil-
fe der 488 nm und 635 nm Laser eines Cytomics FC 500 Durchflusszytometers (Beckman Coul-

ter) analysiert.

/ Donor Akzeptor
%. Ex Em Em
B ———

>10 nm =
—
(72}
| =
2
=
FRET ’
| 3
. - 7"ex A‘em
<10 nm

Wellenldnge (nm)

Abbildung 2.10: Prinzip des Forster-Resonanz-Energie-Transfers (FRET)

Die eingesetzten Antikérper gegen CD41 und Talin-1 werden zuvor mit Hilfe von Lynx Rapid
Conjugation Kits (AbD Serotec) nach Herstellerangaben mit den Fluoreszenzfarbstoffen Phyco-
erythrin (PE) und Allophycocyanin (APC) konjugiert. AnschlieBend werden Thrombin-aktivierte
Thrombozyten mit diesen fluorochrom-konjugierten Antikérpern inkubiert. Die zur intrazelluldren
Markierung nétige Permeabilisierung der Zellen, kann bei aktivierten Thrombozyten vernachlas-
sigt werden und es wird auf das Protokoll zur extrazelluldren Markierung zuriickgegriffen (Kapitel
2.3.2.1). Vor der eigentlichen FRET-Messung am Durchflusszytometer werden Einfachfarbean-
satze der Zellen analysiert, um das Fluoreszenzlevel jedes einzelnen Farbstoffes festzustellen.
Danach werden die doppelt markierten Zellen mit Hilfe des 488 nm Argonlasers bestrahlt. Die
CD41-PE-markierten Zellen werden mit dem 488 nm Argonlaser des Zytometers bestrahlt und
emittieren Licht bei 575 nm. Befindet sich dabei das APC-markierte Talin-1 in unmittelbarer Nahe
des PE-markierten CD41, so absorbiert APC das von PE emittierte Licht und fluoresziert bei
675 nm, ohne dass mit dem daflir nétigen Laser (635 nm) angeregt zu werden. Dadurch ist ein
Anstieg der Fluoreszenz bei 675 nm zu messen, wenn CD41 und Talin-1 sich in einem Abstand
von <10 nm zueinander aufhalten. Die Spezifikation der verwendeten Antikorper ist Tabelle 2.16

Kapitel 2.3.2.5 zu entnehmen.
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2.3.2.5 Verwendete Antikorper

Fir alle durchflusszytometrischen Experimente kommen die in Tabelle 2.16 aufgeflihrten Anti-
korper zum Einsatz. Sind die erforderlichen Fluoreszenz-gekoppelten Antikérper nicht kommerzi-
ell erhaltlich, werden wahlweise unkonjugierte Antikérper mit Hilfe der Lynx Rapid Conjugation
Kits (AbD Serotec) mit Fluoreszenz-Farbstoffen markiert oder eine Nachfarbung mit fluorochrom-

konjugierten Sekundarantikdrpern durchgefihrt.

Tabelle 2.16: Verwendete Antikorper

Antikdrper ~ Wirt  Spezifitdt Typ Klon Markierung

Isotyp Maus | Mensch | IgG: X40 FITC, PE oder APC BD Biosciences
Isotyp Maus | Mensch | IgGz, X39 PE BD Biosciences
Isotyp Maus | Mensch | IgM | G155-228 | FITC BD Biosciences
PAC-1 Maus | Mensch | IgM C FITC BD Biosciences
CD41 Maus | Mensch | IgG; P2 FITC Acris Antibodies
CD41 Maus | Mensch | IgG, P2 @ (konjugiert mit PE) Acris Antibodies
CD42b Maus | Mensch | IgG, HIP1 PE BD Biosciences
CD49b Maus | Mensch | IgGz. 12F1 PE BD Biosciences
CD61 Maus | Mensch | IgG: VI-PL2 | PE BD Biosciences
CD62P Maus | Mensch | IgG; AK-4 APC BD Biosciences
GPVI Ziege | Mensch | IgG N-20 @ Santa Cruz
P2Y1 Hase | Mensch IgG S @ Alomone Labs
P2Y12 Hase | Mensch IgG S @ Alomone Labs
Talin-1 Maus | Mensch | IgG; | 3H2901 | @ (konjugiert mit APC) LSBio

Talin-1 Maus | Mensch | IgG; | 3H2901 | @ (konjugiert mit PerCp-Cy5.5) | LSBio

Filamin-A Maus | Mensch | IgG: | FLMNO1 | @ (konjugiert mit APC) Abcam

Sek Ak 1 Hase Ziege IgG S AlexaFluor 488 Invitrogen

Sek Ak 2 Ziege Hase IgG S AlexaFluor 488 Invitrogen

2.3.3 Aktivierungsbedingte Formveranderung von Thrombozyten

Eine weitere Mdglichkeit zur Charakterisierung der Thrombozyten wahrend des Aktivierungspro-
zesses ist die mikroskopische Beobachtung der Zellmorphologie nach der Zugabe eines aktivie-
renden Stoffes. Hierzu lasst man die Thrombozyten auf einer Oberflache anhaften, aktiviert sie
und beobachtet die darauffolgenden Veranderungen. Zur Schaffung der Oberflache, an der die
Thrombozyten adharieren, werden Glasboden-Petrischalen (MatTek) tber Nacht bei 37°C mit ei-
ner 3,3 UM Lésung humanen Fibrinogens beschichtet. Unspezifische Bindungsstellen dieser be-
schichteten Oberflache werden mit 1% BSA in PBS flr 1 h bei 37°C blockiert. Als Negativkontrol-
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le werden Petrischalen, welche ausschlieBlich mit BSA blockiert sind, genutzt. Danach werden
100 pL Thrombozyten (5 x 10°/uL in Tyrode's modified HEPES-Puffer) in den beschichteten Petri-
schalen fir etwa 5 min bei 37°C inkubiert, damit diese an die Fibrinogen-beschichtete Oberfla-
che adhérieren. AnschlieBend wird mit Hilfe eines Zeiss LSM 510 META Mikroskops in Verbindung
mit einem Plan-Neofluar 40x/1.3 Ol DIC Objektiv die zu mikroskopierende Ebene, in der die ad-
harierten Zellen scharf zu sehen sind, eingestellt. Da sich die Blutplattchen wahrend des Aktivie-
rungsprozesses in ihrer Form verandern, werden mehrere bereinander liegende Ebenen aufge-
nommen (z-stack). AnschlieBend werden die Thrombozyten durch Zugabe von 1 U/mL Thrombin
aktiviert und Uber einen Zeitraum von 30 min kontinuierlich Bilder aller Ebenen aufgenommen

und mit Hilfe der LSM Image Browser Software (Zeiss; Version 4.2.0.121) ausgewertet.

2.4 Statistische Auswertung

Die Berechnung von Medianen, Mittelwerten und Standardabweichungen der Messergebnisse
sowie die Erstellung von Diagrammen werden mit Excel 2007 (Microsoft) oder Prism 5.01 (Gra-
phPad Software Inc.) durchgefiihrt. Ebenfalls mit diesen Programmen wird die Berechnung der
Signifikanz anhand von zweiseitig ungepaarten studentischen t-Tests durchgefiihrt. Die Korrelati-
on der experimentell ermittelten Ergebnisse mit den klinischen Parametern der Patienten wird
anhand von Haufigkeitstabellen (z-Tests) mit Hilfe des Programms SPSS (IBM) durchgefiihrt.
Weiterhin wird dieses Programm auch zur Erstellung von Modellen zur Abhangigkeit der einzel-
nen Parameter voneinander mit Hilfe von x*-Tests genutzt. Die erhaltenen Wahrscheinlichkeits-
werte (p-value) sind im Text oder in Tabellen als Zahlen angegeben und werden in Abbildungen
anhand von Sternchen dargestellt. Dabei steht ein Stern fiir eine Wahrscheinlichkeit <5%
(* 2 p<0,05), zwei Sterne bedeuten eine Wahrscheinlichkeit <1% (** 2 p<0,01) und drei Ster-
ne stehen flir eine Wahrscheinlichkeit <0,1% (*** 2 p<0,001), dass es sich bei dem gefunde-

nen Ergebnis um eine zufdllige Abweichung handelt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Patientencharakteristika

Im Rahmen der in der Arbeit durchgeflihrten experimentellen Untersuchungen wurden Blutpro-
ben von 66 MDS-Patienten im Rahmen von Routineuntersuchungen gewonnen, nachdem die Pa-
tienten ihr Einverstandnis zur Teilnahme an diesem Forschungsprojekt gegeben haben unter-
sucht. Angaben Uber Alter, Geschlecht und Krankheitsmerkmale der Patienten sowie die Experi-
mente, bei denen deren Proben zum Einsatz kommen, sind Tabelle 3.1 zu entnehmen.

Tabelle 3.1: Patientencharakteristika

ial 2
Nr. Geschlecht Alter WHO Thrombozyten Zytomorphologie® MPV

Experimente’

[x 10%/L] a/b/c [fL]
1 w 23 | RAEBI | Int-2 43 1/1/0 12,7 2D
2 m 61 RCMD | Int-1 109 0/1/0 n/a | 2D, FL, AG
3 w 66 RCMD | Int-1 83 0/0/0 12,1 | 2D, FL, AG
4 m 75 | CMMLI | Int-2 37 1/1/1 n/a 2D
5 w 39 RCMD | Int-2 63 0/1/1 10,1 2D
6 m 77 RCMD | Int-1 60 1/1/1 11,6 2D
7 m 72 | RAEBII | Int-2 55 1/0/0 12,4 2D
8 w 75 | RAEBII | Int-2 93 0/1/1 12,3 | FL, AG, SP
9 w 82 RCMD | Int-1 82 1/1/0 12,1 AG
10 w 69 | RAEBII | High 130 1/0/1 11,5 AG, FR
11 w 85 RCMD | Low 311 1/1/1 8,7 AG
12 m 80 RCMD | Low 156 1/0/1 9,9 AG
13 m 67 | CMMLII | High 86 0/0/1 11,8 FL, AG
14 m 66 | RCMD-RS| Int-1 273 1/1/1 10,9 AG
15 w 80 | RAEBII | High 38 0/0/0 12,1 AG
16 w 62 RCMD | Int-1 284 1/1/0 11,7 AG, SP
17 w 26 RCMD | Int-1 312 1/0/0 9,4 AG, SP
18 m 79 RCMD | Int-1 99 1/1/1 13,0 AG, FR
19 w 55 | RAEBII | Int-2 90 1/1/1 n/a FR
20 m 75 | RARST | Low 385 0/1/1 9,0 AG
21 m 69 | CMMLI | Low 73 0/0/0 11,9 FL, AG
22 m 81 | RAEBII | High 103 0/1/1 10,9 AG
23 m 61 RCMD | Low 271 0/1/0 9,5 AG
24 m 52 | RAEBI | Int-1 167 1/0/1 9,4 AG
25 m 77 RCMD | Int-1 46 0/1/0 12,7 FL, AG

Tabelle wird auf nachster Seite fortgesetzt.
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Fortsetzung von Tabelle 3.1: Patientencharakteristika
Thrombozyten Zytomorphologie!

Nr. Geschlecht Alter IPSS [x 10°/L] il e Experimente’
26 m 72 RCMD Low 159 0/1/0 11,9 AG
27 w 55 RAEB I Int-2 48 0/0/1 12,5 AG
28 w 60 RARS Low 181 1/1/1 111 AG
29 w 82 |RCMD-RS| Low 403 0/0/1 10,8 AG
30 w 78 RCMD Int-1 83 0/0/1 9,1 AG
31 w 66 RCMD Low 285 1/1/1 12,2 AG
32 w 78 CMMLI | Int-1 157 0/0/1 11,0 AG
33 w 68 RAEBII | Int-2 78 1/1/1 12,0 AG
34 w 58 | RCMD-RS| Low 278 0/1/1 11,2 AG
35 m 72 RCMD Int-1 76 0/0/1 9,9 AG
36 m 56 RCMD Int-1 75 1/0/0 n/a AG
37 m 68 RCMD Low 230 1/1/0 10,9 AG
38 w 58 RCMD Low 450 0/0/0 11,6 FL, AG
39 m 66 RARS Low 88 1/1/1 10,2 AG
40 w 60 RCMD Low 310 1/0/0 10,1 AG
41 w 67 | RCMD-RS| Low 482 0/0/0 10,6 AG
42 w 77 | RCMD-RS| Int-1 98 0/0/0 11,7 AG
43 w 77 RCMD Int-1 105 0/0/1 9,6 AG
44 w 47 RAEB II High 99 1/1/0 12,4 AG
45 m 77 CMML I Int-1 102 0/0/0 9,1 AG
46 w 80 MDS-U | Int-1 96 n/a 11,7 FL, AG
47 m 60 del(5q) Low 734 n/a 13,4 AG
48 m 83 del(5q) Low 81 1/1/0 11,9 AG
49 m 63 RARS Low 248 0/0/0 11,1 AG
50 m 65 RCMD Int-1 141 1/1/1 12,0 AG
51 m 69 CMMLI | Int-1 283 0/1/1 10,6 AG
52 m 63 RAEB I Low 76 0/0/0 10,6 AG
53 w 85 del(5q) Low 130 1/1/1 9,4 AG
54 m 70 CMMLI | Int-1 74 0/0/1 12,8 AG
55 m 65 RAEBI | Int-2 77 0/0/0 n/a AG
56 w 76 CMMLII | Int-1 198 n/a 8,1 AG
57 m 83 RCUD Low 175 0/0/0 9,2 AG
58 w 79 del(5q) Low 214 1/0/0 12,8 AG
59 m 46 CMMLI | Int-1 69 1/1/0 9,7 FL, AG

Tabelle wird auf néchster Seite fortgesetzt.
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Fortsetzung von Tabelle 3.1: Patientencharakteristika
Thrombozyten Zytomorphologie! ~ MPV?

Nr. Geschlecht Alter ~ WHO IPSS Experimente’

[x 10%/L] a/b/c [fL]
60 m 50 | RAEBII | Int-2 359 n/a 11,6 AG
61 m 73 | CMMLI | Low 43 1/1/0 n/a FL, AG
62 w 84 RCMD | Int-1 19 0/0/0 10,6 FL
63 w 80 |RCMD-RS| Low 311 1/1/1 11,3 FL
64 m 60 | RAEBI | Int-1 66 1/0/1 10,1 AG
65 m 80 | RAEBII | Int-2 91 0/0/1 11,0 AG
66 w 71 RCMD | Low 70 1/0/0 11,9 AG

1Zytomorphologische Zeichen megakaryozytarer Dysplasie: *Mikromegakaryozyten / "mononukleére

Zellen / ‘mehrere einzeln liegende Kernsegmente: 1 = ja, 0 = nein

2MPV = (mean platelet volume) Mittleres Thrombozytenvolumen in Femtoliter

*Experimente: 2D = 2D-DIGE, FL = Durchflusszytometrische Aktivierungsstudien, AG = Aggregometrie,
FR = FRET, SP = Spreadingverhalten

Die Zugehorigkeit der Patienten zu den verschiedenen WHO-Subtypen des MDS setzt sich wie
folgt zusammen. Der Hauptteil der untersuchten Patienten (36%) gehért zur Gruppe der RCMD,
gefolgt von RAEB II (15%) und RAEB I (9%). Sechs Patienten (9%) litten zum Zeitpunkt der
Probenahme an einer RCMD-RS, vier Patienten (6%) an einer del(5q) und drei Patienten (5%)
an einer RARS. Jeweils ein Patient (je 2%) gehoért den Gruppen RCUD, RARS-T und MDS-U an.
Sieben (11%) bzw. drei Patienten (5%) gehdren zu den mittlerweile zu den Myelodysplasti-
schen/Myeloproliferativen Neoplasien gezahlten CMML I bzw. CMML II, werden jedoch der Voll-
standigkeit halber mit eingeschlossen. Die Zugehdrigkeit der Patienten zu den Risikogruppen des
IPSS zeigt, dass Uberwiegend Patienten der Niedrig-Risiko-Gruppen eingeschlossen worden sind.
So gehoren je 38% der eingeschlossenen Patienten zur Niedrigrisiko-Gruppe und zur Gruppe mit
Intermediarem Risiko I. Der Anteil Patienten, welche der Gruppe mit Intermedidarem Risiko II an-
gehoren, betragt 17%. Hochrisiko-Patienten sind mit 8% vertreten. Das mediane Alter der ein-
geschlossenen Patienten liegt bei 69 Jahren (Intervall 23-85 Jahre) und sie besitzen im Mittel-
wert 164.000 Thrombozyten pro pL Blut (Intervall 19.000-734.000/uL). Das Geschlechterverhalt-
nis ist mit 32 Frauen (48%) und 34 Mannern (52%) annahernd ausgeglichen. Zytomorpholo-
gisch auf Dysplasiezeichen der Megakaryopoiese untersuchte Knochenmarksausstriche zeigen
bei jeweils 50% der Patienten Mikromegakaryozyten, mononukledre Megakaryozyten und/oder
Megakaryozyten mit mehreren einzeln liegenden Kernen. Das Mittlere Thrombozytenvolumen
(mean platelet volume, MPV) der Patienten betragt durchschnittlich 11,1 fL (Intervall 8,1-
13,4 fL), befindet sich also oberhalb der Normwerte von 7,8-11,0 fL. Der Anteil an Patienten,
welche ein zu hohes MPV haben, liegt bei 53% (32 von 60 Patienten, bei 6 Patienten liegen die

Untersuchungsergebnisse nicht vor). Tabelle 3.1 kann weiterhin entnommen werden, an wel-

Julia Frobel



Ergebnisse und Diskussion 58

chen Patientenproben die jeweiligen Versuche durchgefiihrt worden sind. So ist der Ausgangs-
punkt dieses Projektes, die 2D-DIGE mit Thrombozytenlysaten der ersten 7 MDS-Patienten
durchgefiihrt worden. Fir durchflusszytometrische Untersuchungen zu Oberflachenrezeptoren,
intrazelluldrer Kalziumkonzentration, Granula-Ausschiittung und zum Aktivierungszustand der
Thrombozyten kamen Proben von insgesamt 12 Patienten zum Einsatz. 5 Thrombozytenproben
kamen bei Untersuchungen zur Protein-Protein-Interaktion mittels FRET zum Einsatz und von 4
Thrombozytensuspensionen wurde das Spreadingverhalten mikroskopisch beobachtet. Von im-
merhin 58 Patienten wurde die Aggregationsfahigkeit der Blutplattchen untersucht. Die Numme-
rierung der Patienten in Tabelle 3.1 entspricht nicht der Nummerierung in den einzelnen Versu-

chen.

Die Kontrollproben flir samtliche Versuche wurden von freiwilligen, gesunden Spendern gewon-
nen, welche zuvor Uber die Studie aufgeklart worden waren. Das Probenmaterial wurde aus-
schlieBlich nach Unterweisung und Zustimmung der Spender nach den glltigen rechtlichen

Richtlinien akquiriert.

3.2 Analyse des MDS-Thrombozytenproteoms

Zur Gewinnung neuer Einblicke in die Pathophysiologie der Thrombozyten-Dysfunktion bei Pa-
tienten mit Myelodysplastischen Syndromen wurde das gesamte Proteom der MDS-Thrombozy-
ten mit Hilfe der zweidimensionalen differentiellen Gelelektrophorese (2D-DIGE) analysiert. An-
schlieBend wurde Uber einen Vergleich mit dem Proteom gesunder Thrombozyten analysiert, im
Gehalt welcher Proteine sich die beiden Proteome quantitativ unterschieden. Diese differentiellen
Proteinspots wurden aus den Gelen geschnitten, enzymatisch verdaut und massenspektrome-

trisch analysiert, um die Proteine, flir welche diese Spots stehen, zu identifizieren.

3.2.1 Auswertung der 2D-DIGE

Nach der digitalen Auswertung der 2D-Gele konnten im pH-Bereich 4-7 insgesamt 1157 Spots,
welche auf mindestens 10 der 14 Gele vorkommen, detektiert werden (Abbildung 3.1). Jeder
dieser Proteinspots wurde anschlieBend mit den fiir die quantitative Analyse der verschiedenen
experimentellen Gruppen aufgestellten Kriterien 1-3 (Kapitel 2.2.4.6) abgeglichen. Dabei konn-
ten flir den pH-Bereich 4-7 genau 56 Proteinspots ermittelt werden, welche beim Vergleich mit
dem Mittelwert der Gesundproben in mindestens 5 der 7 MDS-Patienten um den Faktor 1,5 si-
gnifikant herunter reguliert sind. Weiterhin konnten 7 Spots lokalisiert werden, welche in den

MDS-Patienten eine signifikant hdhere Expression aufweisen. Eine Darstellung der differentiellen
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Spots auf einem reprasentativen Gel des pH-Bereiches 4-7 findet sich in den roten bzw. blauen
Markierungen von Abbildung 3.1.

L

Abbildung 3.1: Auswertung der 2D-Gele im pH-Bereich 4-7. 1157 detektierte Spots, davon 56 in MDS-
Thrombozyten herunter (rot), 7 hoch (blau) reguliert.

Bei der Auswertung der Gele im pH-Bereich 6-9 nach dem selben Prinzip konnten insgesamt 492
Spots auf mindestens 10 der 14 Gele detektiert werden (Abbildung 3.2). Nach der quantitativen
Analyse der experimentellen Gruppen und dem Abgleich aller detektierten Spots mit den drei
Kriterien zur differentiellen Expression sind 45 Proteinspots in mindestens 5 der 7 MDS-Patienten
um den Faktor 1,5 signifikant niedriger exprimiert als im Mittelwert der Gesundproben. Weitere
12 Spots konnten lokalisiert werden, welche signifikant héher exprimiert sind. Die roten bzw.
blauen Markierungen in Abbildung 3.2 zeigen die Position dieser differentiellen Proteinspots auf

einem reprasentativen Gel des pH-Bereiches 6-9.
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Abbildung 3.2: Auswertung der 2D-Gele im pH-Bereich 6-9. 492 detektierte Spots, davon 45 in MDS-
Thrombozyten herunter (rot), 12 hoch (blau) reguliert.

Somit konnten bei der 2D-DIGE in den beiden pH-Bereichen 4-7 und 6-9 insgesamt 1649 Pro-
teinspots auf mindestens 10 der 14 Gele detektiert werden. Davon entsprechen mit 120 Spots
genau 7,3% den zuvor festgelegten Kriterien fiir eine differentielle Expression. Von diesen zeigt
mit 101 Proteinspots (84,2%) der Hauptanteil eine niedrigere Expression in den Thrombozyten
der MDS-Patienten. Insgesamt 19 Spots (15,8%) sind in den MDS-Thrombozyten hoher expri-

miert als in gesunden Blutplattchen.

3.2.2 Identifizierung differentiell exprimierter Proteine

Auf die quantitative Analyse der 2D-Gele folgte die massenspektrometrische Identifizierung der
als differentiell eingestuften Proteinspots. Dazu wurden diese aus den Gelen ausgestochen, ge-
waschen und enzymatisch in Peptidfragmente verdaut. Die dabei entstehenden Peptidgemische
jedes einzelnen Spots wurden anschlieBend massenspektrometrisch analysiert und lber einen

Vergleich der Massenspektren mit verschiedenen Datenbanken identifiziert.

Nach dieser Prozedur erfillten von den 120 in beiden pH-Bereichen als differentiell eingestuften

Spots insgesamt 35 Proteinspots die zuvor festgelegten Kriterien zur Identifikation eines Pro-
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teins, d.h. sie konnten von zwei physikalisch unterschiedlichen Gelen gepickt mit einem MOWSE-
Wert gréBer als 56 und somit einem p-value <0,05 identifiziert werden. Die ausfihrlichen Ergeb-
nisse der einzelnen Schritte der massenspektrometrischen Analyse werden im folgenden exem-
plarisch fir einen identifizierten Proteinspot dargestellt. Die nachfolgende Abbildung 3.3 zeigt
das annotierte und kalibrierte Massenspektrum flir den Spot 3b, der aus dem 2D-Gel Nr. 2665

ausgeschnittenen wurde.
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Abbildung 3.3: Massenspektrum von Spot 3b auf Gel 2665

Bei der massenspektrometrischen Analyse der verdauten Peptidfragmente des Proteins, welches
durch den Spot 3b dargestellt wird, konnten 85 Peaks verschiedener Masse-zu-Ladungs-Verhalt-
nisse (m/z) detektiert werden (ausgehend von (berwiegend einfach geladenen Ionen, welche
beim Prozess des MALDI entstehen®, wird im Weiteren m/z mit Peakmasse gleichgesetzt). Der
darauffolgende Abgleich mit dem humanen Subset der Swissprot Datenbank erzielte 59 Uberein-
stimmungen der gemessenen m/z mit den kalkulierten Peptidmassen eines in silico unter den

selben Bedingungen verdauten Proteins, welche in Tabelle 3.2 aufgeflihrt sind.
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Tabelle 3.2: Ubereinstimmende Peptidmassen des Spot 3b von Gel 2665

m/z m/g Abw.! Abw.! AS-Sequenz- S ST
gemessen kalkuliert [ppm]  Abdeckung

2 890,456| 890,440| 0,016 | 18,347| 1949 — 1955 |ELIECAR
3 945,508| 945,530| -0,022 | -23,312| 2210 — 2217 |RAIADMLR
4 961,489| 961,525| -0,036 | -37,337| 2210 — 2217 |RAIADMLR
7 | 1046,534| 1046,541| -0,007 | -6,636| 1949 — 1956 |ELIECARR
8 | 1057,586| 1057,600| -0,014 | -13,314| 1026 — 1035 | NLGTALAELR
9 | 1065,521| 1065,521| 0,000 | 0,000| 2169 — 2177 |TSTPEDFIR
10 | 1076,503| 1076,498| 0,006 | 5,186| 1199 — 1207 |CVSCLPGQR
12 | 1085,626| 1085,631| -0,005| -5,032| 614 —624 |GLAGAVSELLR
13 | 1145,589| 1145,616| -0,027 | -23,635| 1531 — 1541 | EVANSTANLVK
14 | 1164,667| 1164,685| -0,018 | -15,295| 913 —-922 |LVQRLEHAAK
15 | 1197,607| 1197,647| -0,040 | -33,584| 1321 — 1332 | ALSTDPAAPNLK
17 | 1220,647| 1220,692| -0,045 | -36,687| 2120 — 2130 | VMVTNVTSLLK
18 | 1222,587| 1222,570| 0,018 | 14,373| 1545 — 1555 | ALDGAFTEENR
19 | 1227,608| 1227,637| -0,029 | -23,328| 2105 — 2115 | VGDDPAVWQLK
20 | 1242,622| 1242,611| 0,010 | 8,455| 2532 — 2541 | FLPSELRDEH
21 | 1258,626| 1258,671| -0,045 | -35,992| 1076 — 1086 | LKPLPGETMEK
24 | 1305,686| 1305,708| -0,023 | -17,411| 1863 — 1874 | AIAVTVQEMVTK
25 | 1316,684| 1316,680| 0,004 | 2,982 2198 — 2209 | QEDVIATANLSR
26 | 1335,739| 1335,749| -0,010 | -7,840| 1961 — 1973 | VSHVLAALQAGNR
27 | 1349,624| 1349,619| 0,005 | 3,447| 1172 — 1184 | AAGHPGDPESQQR
28 | 1416,772| 1416,780| -0,009 | -6,043| 2044 — 2057 | LAQAAQSSVATITR
29 | 1418,678| 1418,731| -0,052 | -36,918 | 1402 — 1415 | VLGEAMTGISQNAK
33 | 1447,742| 1447,757| -0,015 | -10,447| 1605 — 1618 | TMLESAGGLIQTAR
34 | 1453,717| 1453,707| 0,010 | 6,712 2221 — 2233 |EAAYHPEVAPDVR
35 | 1455,758| 1455,762| -0,005 | -3,262| 944 — 957 |ASAGPQPLLVQSCK
36 | 1463,721| 1463,752| -0,032 | -21,698 | 1605 — 1618 | TMLESAGGLIQTAR
37 | 1472,770| 1472,782| -0,011 | -7,517| 2198 — 2210 | QEDVIATANLSRR
38 | 1477,767| 1477,714| 0,053 | 35,770| 1171 — 1184 | KAAGHPGDPESQQR
39 | 1482,790| 1482,773| 0,016 | 10,915| 1920 — 1933 | VQELGHGCAALVTK
40 | 1492,879| 1492,885| -0,005| -3,541| 958 — 971 |AVAEQIPLLVQGVR
43 | 1521,819| 1521,852| -0,034 | -22,180| 1767 — 1780 | TLAESALQLLYTAK
44 | 1523,712| 1523,683| 0,029 | 18,951| 876 — 889 |GAAAHPDSEEQQQR
46 | 1564,771| 1564,797| -0,026 | -16,394 | 1542 — 1555 | TIKALDGAFTEENR
48 | 1596,778| 1596,769| 0,009 | 5,656| 1934 — 1948 | AGALQCSPSDAYTKK
49 | 1604,760| 1604,770| -0,009 | -5,783| 1362 — 1374 | ECDNALRELETVR
50 | 1620,755| 1620,786| -0,031 | -19,338| 1416 — 1431 | NGNLPEFGDAISTASK
51 | 1633,806| 1633,847| -0,040 | -24,761| 2276 — 2291 | VAGSVTELIQAAEAMK
52 | 1635,830| 1635,873| -0,044 | -26,753 | 1299 — 1314 | AQVVSNLKGISMSSSK
55 | 1684,831| 1684,813| 0,017 | 10,342 92 - 106 |MLDGTVKTIMVDDSK
57 | 1702,835| 1702,839| -0,004 | -2,534| 2007 — 2021 | EGTETFADHREGILK
58 | 1710,866| 1710,884| -0,018 | -10,801| 1752 — 1766 | TLSHPQQMALLDQTK

Tabelle wird auf ndchster Seite fortgesetzt.
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m/z

m/z

Abw.?

Abw.!

Fortsetzung von Tabelle 3.2: Ubereinstimmende Peptidmassen des Spot 3b von Gel 2665

AS-Sequenz-

gemessen kalkuliert [ppm]  Abdeckung A EEg LS
61 | 1737,801| 1737,797| 0,003 1,966 | 1545 — 1559 | ALDGAFTEENRAQCR
62 | 1775,950| 1775,933| 0,016 | 9,208 1918 — 1933 | HRVQELGHGCAALVTK
63 | 1778,983| 1778,987| -0,004 | -2,158| 1957 — 1973 | VSEKVSHVLAALQAGNR
64 | 1782,934| 1782,934| 0,000 | 0,000| 1674 — 1690 | DLDQASLAAVSQQLAPR
65 | 1812,893| 1812,870| 0,024 | 13,002| 2218 — 2233 | ACKEAAYHPEVAPDVR
66 | 1859,842| 1859,885| -0,043 | -22,970| 1199 — 1214 | CVSCLPGQRDVDNALR
68 | 1966,043| 1966,072| -0,028 | -14,333| 1321 — 1340 | ALSTDPAAPNLKSQLAAAAR
70 | 1994,997| 1995,025| -0,028 | -13,985| 923 —943 | QAAASATQTIAAAQHAASTPK
72 | 2027,038| 2027,052| -0,013 | -6,455| 1242 — 1261 | LNEAAAGLNQAATELVQASR
73 | 2034,004| 2034,014| -0,010 | -5,053| 1223 — 1241 | LLSDSLPPSTGTFQEAQSR
76 | 2149,963| 2150,022| -0,059 | -27,429| 1006 — 1025 |ASVPTIQDQASAMQLSQCAK
78 | 2203,062| 2203,088| -0,027 | -12,094 | 2189 — 2209 | AVAAGNSCRQEDVIATANLSR
79 | 2249,055| 2249,068| -0,013 | -5,669| 1875 — 1895 | SNTSPEELGPLANQLTSDYGR
80 | 2573,317| 2573,332| -0,014 | -5,622| 1097 — 1122 | AVSSATIAQLLGEVAQGNENYAGIAAR
81 | 2641,417| 2641,427| -0,009 | -3,528| 2032 — 2057 | VLVQNAAGSQEKLAQAAQSSVATITR
82 | 2694,302| 2694,356| -0,053 | -19,806 | 2145 — 2168 | ALEATTEHIRQELAVFCSPEPPAK
83 | 2830,371| 2830,406| -0,036 | -12,653| 828 — 854 |ILAQATSDLVNAIKADAEGESDLENSR
85 | 3470,639| 3470,744| -0,105 | -30,244 | 1560 — 1593 | AATAPLLEAVDNLSAFASNPEFSSIPAQISPEGR

!Abweichung des gemessenen Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z) vom kalkulierten m/z
2Aminosaure-Sequenz nach internationalem Einbuchstabencode (siehe Anhang)

Anhand dieser 59 libereinstimmenden m/z ermittelte die Mascot-Suche, dass mit einem MOWSE-
Wert von 419 das massenspektrometrisch vermessene Peptidgemisch des Spots 3b dem Daten-
bankeintrag TLN_HUMAN (Talin-1, Homo sapiens) entspricht.

Die selbe Analyse fiir den aus dem Gel Nr. 2656 gepickten Spot 3b ergibt ein Massenspektrum
mit 53 annotierten m/z, von denen 47 mit einem Datenbankeintrag libereinstimmen. Das ermit-
telte Ergebnis der Mascot-Suche lautet auch hier Talin-1, diesmal mit einem MOWSE-Wert von
398. Erst danach erflillt der differentielle Proteinspot 3b die zuvor festgelegten Kriterien zur
Identifizierung und wird als das in MDS-Thrombozyten signifikant niedriger exprimierte Protein

Talin-1 bezeichnet.

Nachdem alle 120 differentiellen Spots dieses Verfahren durchlaufen haben, erfiillten 35 Protein-
spots (29,2%) die entsprechenden stringenten Identifizierungskriterien und stehen als identifi-
zierte, differentiell exprimierte Proteine fest. Die Positionen der identifizierten Proteine auf den
2D-Gelen beider pH-Bereiche ist Abbildung 3.4 zu entnehmen. Eine Auflistung der identifizierten

Proteinspezies zu den jeweiligen Proteinspots befindet sich in Tabelle 3.3.
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Abbildung 3.4: Identifizierte differentielle Spots in den pH-Bereichen 4-7 und 6-9. Zahlenlabels entspre-
chen Nummern in Tabelle 3.3 (rot — in MDS herunter reguliert, blau — in MDS hoch reguliert).

Abbildung 3.4 zeigt je ein reprasentatives 2D-Gel der pH-Bereiche 4-7 und 6-9. Die roten bzw.
blauen Markierungen stellen wiederum die bei der quantitativen Analyse ermittelten Proteinspots
dar, welche in MDS-Thrombozyten verglichen mit gesunden Blutplattchen signifikant herunter
bzw. hoch reguliert sind. Es konnten insgesamt 35 dieser differentiellen Proteinspots identifiziert
werden. Die identifizierten Spots sind in Abbildung 3.4 mit Zahlenlabels von 1 bis 16 markiert,
welche die verschiedenen identifizierten Proteinspezies reprasentieren. Buchstaben hinter den
Zahlen stehen fir mehrere identifizierte Spots, die der selben Proteinspezies angehdren. Die sel-
be Nummerierung ist auch in Tabelle 3.3 aufgegriffen, in der die identifizierten, differentiellen

Spots beider pH-Bereiche zusammen mit der jeweiligen Proteinspezies aufgefihrt sind.

Tabelle 3.3: Identifizierte differentielle Spots in den pH-Bereichen 4-7 und 6-9

Protein MW!  Gesund> MDS? FC?
1a Filamin-A 283301 | 0,1254 | 0,0515 -2,43 | 0,000009
1b Filamin-A 283301 | 0,2053 | 0,1004 | -2,04 | 0,006578
1c Filamin-A 283301 | 0,1310 | 0,0599 -2,19 |0,003582
2a Myosin-9 227646 | 0,0675 | 0,0257 | -2,63 |0,004491
2b Myosin-9 227646 | 0,6042 | 0,3622 -1,67 |0,019720
2C Myosin-9 227646 | 0,5107 | 0,2604 | -1,96 |0,013282
2d Myosin-9 227646 | 0,1421 | 0,0598 -2,38 |0,020173
2e Myosin-9 227646 | 0,1304 | 0,0572 -2,28 10,020416

Tabelle wird auf ndchster Seite fortgesetzt.
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Fortsetzung von Tabelle 3.3: Identifizierte differentielle Spots in den pH-Bereichen 4-7 und 6-9

Protein MW!  Gesund* MDS? FC?

2f Myosin-9 227646 | 0,1026 | 0,0548 | -1,87 |0,025893

2q Myosin-9 227646 | 0,1688 | 0,0805 | -2,10 |0,011641
2h Myosin-9 227646 | 0,2767 | 0,1297 | -2,13 |0,003862
3a Talin-1 271766 | 0,3525 | 0,1741 | -2,02 |0,013270
3b Talin-1 271766 | 0,3283 | 0,1223 | -2,69 |0,019528
3c Talin-1 271766 | 0,4103 | 0,2079 | -1,97 |0,000318
3d Talin-1 271766 | 2,7395 | 1,3022 | -2,10 |0,000014
3e Talin-1 271766 | 3,0228 | 1,4448 | -2,09 |0,000095
4a Vinculin 124292 | 0,1102 | 0,0364 | -3,03 | 0,000000
4b Vinculin 124292 | 0,4126 | 0,1434 | -2,88 | 0,000427
4c Vinculin 124292 | 0,4146 | 0,1396 | -2,97 |0,000285
4d Vinculin 124292 | 0,2606 | 0,0987 | -2,64 |0,001262
Fibroblast growth factor binding protein 42137 | 0,0684 | 0,0272 | -2,51 |0,039802

6 Kindlin-3 (Fermitin family homolog 3) 76475 | 0,0664 | 0,0321 | -2,07 |0,002287

7a Actin, cytoplasmic 2 42108 | 0,0874 | 0,0403 | -2,17 |0,003818
7b Actin, cytoplasmic 1 42052 | 0,1352 | 0,0473 | -2,86 |0,044098
8 Chloride intracellular channel protein 1 27248 | 0,4149 | 0,0681 | -6,09 |0,005478

9 Heat shock protein beta 1 22826 | 0,0285 | 0,0714 2,51 |0,002229

10a| Myosin requlatory light chain 2, nonsarcomic | 19839 | 0,8381 | 0,4336 | -1,93 | 0,000007
10b | Myosin regulatory light chain 2, smooth muscle| 19871 | 0,6212 | 0,2070 | -3,00 | 0,000001
11 Integrin-linked protein kinase 51899 | 0,8299 | 0,4089 | -2,03 |0,000340
12 Fibrinogen alpha chain precursor 95656 | 0,1414 | 0,0549 | -2,58 |0,005281
13 Methionine aminopeptidase 1 44100 | 0,2179 | 0,0866 | -2,52 |0,007359
14a Pleckstrin 40471 | 0,6820 | 0,2551 | -2,67 |0,003865
14b Pleckstrin 40471 | 0,6958 | 0,2313 | -3,01 |0,001464
15 Cysteine and glycine-rich protein 1 21409 | 0,9050 | 0,4449 | -2,03 |0,000235
16 Hemoglobin subunit beta 16102 | 0,8877 | 2,3011 2,59 |0,011719

! Molekulargewicht in Dalton

2 Spotintensitdt Gesund- bzw. MDS-Thrombozytenlysate

* Fold Change MDS- zu Gesund-Thrombozytenlysate

In Tabelle 3.3 sind alle 35 identifizierten Proteinspots mit Zahlenlabels, die deren Position auf
den 2D-Gelen zeigen (Abbildung 3.4), aufgeflihrt. Wiederum stehen rote Zahlen fir in den MDS-
Thrombozyten gegeniiber gesunden Blutplattchen niedriger exprimierte und blaue Zahlen flir in
MDS hoher exprimierte Proteine. Die 35 identifizierten Proteinspots reprasentieren 16 verschie-
dene Proteinspezies, welche der zweiten Tabellenspalte zu entnehmen sind. Weiterhin aufge-
fuhrt sind das Molekulargewicht der Proteine, die Mittelwerte der gemessenen Spotintensitaten

der Gesundspender und MDS-Proben, der mittlere Fold Change der einzelnen Proteinspots ge-
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genliber dem Mittelwert der Gesundproben sowie das entsprechende p-value des zweiseitig, un-
gepaarten studentischen t-Test. Auch bei den identifizierten Proteinspezies tberwiegen, wie be-

reits bei den differentiellen Spots, die in MDS-Thrombozyten niedriger exprimierten Proteine.

3.2.3 Interpretation der MS-Ergebnisse

Um einen Zusammenhang der bei der massenspektrometrischen Analyse identifizierten Proteine
zueinander und beztiglich ihrer Funktion innerhalb der Thrombozyten herzustellen, wird die Pro-
teinliste mit Hilfe der Ingenuity Pathway Analysis (IPA) analysiert. Abbildung 3.5 zeigt das Er-

gebnis der statistischen Analyse der differentiell exprimierten Proteine mittels IPA.

Complex
Cytokine/Growth Factor
Enzyme
Group/Complex/Other
Growth factor

Kinase

Peptidase
Transcription Regulator
Transporter

Unknown

i — Relationship
o~ | —=Relationship
MviazA i Colors:
) ‘down-regulated in MDS
B upregulated in MDS

Abbildung 3.5: Ingenuity Network Analysis der differentiell exprimierten Proteine

Durch Abgleich der differentiell exprimierten Proteine mit zahlreichen Onlinedatenbanken errech-
net IPA Netzwerke, in denen die identifizierten Proteine in regulatorischen Verbindungen zuein-
ander stehen. Alle 16 identifizierten, differentiell exprimierten Proteine (teils mehrfach vorkom-
mend) sowie eine Vielzahl direkter und indirekter Verbindungen zwischen ihnen konnten in den
Datenbanken gefunden werden. Abbildung 3.5 zeigt eine Zusammenfiihrung der drei relevantes-
ten Netzwerke, in denen auf Grundlage der in MDS-Thrombozyten differentiell exprimierten Pro-
teine statistisch signifikante Unterschiede auftreten. Die starkste regulatorische Wirkung des un-
tersuchten Datensatzes fand IPA im Integrin-Signalweg, in dem 11 der identifizierten Proteinspe-

zies reguliert sind. Die anderen 5 identifizierten Proteine gehdren zu verschiedenen funktionellen
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Gruppen z.B. der zellularen Differenzierung, oder sind nicht naher klassifizierbar. Diese 11 Prote-
inspezies, die Teil des Integrin-Signalweges sind, spielen somit eine zentrale Rolle in der Throm-
bozyten-Aktivierung, Aggregation und Morphologie. Bezogen auf die Anzahl der identifizierten
Proteine nimmt diese Gruppe 69% ein, bezogen auf die Anzahl der identifizierten Spots stellen
sie sogar 86% aller Identifizierungen dar. Neun dieser identifizierten Proteine (Talin-1, Kindlin-3,
Vinculin, Filamin-A, Pleckstrin, ILK (Intergin-linked kinase), Aktin (Actin), Myosin-9 und dessen
regulatorische Leichtkette 2 (myosin regulatory light chain 2; MRLC2)) stehen in Thrombozyten
im direkten Zusammenhang mit dem Integrin am/Bs. Dieser Integrinkomplex, auch als Glykopro-
tein GPIIb/IIIa bezeichnet, besteht aus den beiden Integrinen am, und B; und bildet den Fibrino-
gen-Rezeptor der Zellen. Er ist mit ca. 80.000 Kopien auf der Zellmembran jedes Thrombozyten
das am haufigsten vorkommende Integrin auf den Blutplattchen'®. Bezogen auf die Zelloberfla-
che der Thrombozyten haben zwei GPIIb/IIIa-Molekiile nur einen Abstand von etwa 20 nm zu-
einander, was dieses Glykoprotein zu einem der am dichtesten verteilten Adhdsions- und Aggre-
gationsrezeptoren in der gesamten Natur macht'®. Die regelgerechte Funktion dieses Glykopro-
teins spielt eine fundamentale Rolle fir die Thrombozytenfunktion und ist somit essentiell fir die
Hamostase'™. Dieser funktionellen Gruppe sind neben den direkt mit dem GPIIb/IIIa assoziier-
ten Proteinen weiterhin das Cystein-und-Glycin-reiche Protein 1 (CSRP1; cysteine and gly-
cine-rich protein 1) und das Hitzeschock-Protein beta 1 (HSPB1; heat shock protein beta 1; auch
HSP27, heat shock 27kDa protein 1) zugeordnet.

Betrachtet man nun erneut die Ergebnisse aus Tabelle 3.3, ergibt sich, dass alle identifizierten
Proteinspots der direkt mit GPIIb/IIIa assoziierten Gruppe in MDS-Thrombozyten niedriger expri-
miert sind als in gesunden Blutplattchen. Die ermittelten Fold Changes der einzelnen Spots die-
ser funktionellen Gruppe gegeniiber den Gesundproben liegen zwischen -3,03 und -1,87. Im Mit-
telwert ist das Vorkommen all dieser Proteinspots in MDS-Thrombozyten (ber die Halfte redu-
ziert (Fold Change -2,41), was einen mdglichen Defekt dieses Signalweges und somit eine ver-
minderte Aktivierungs- und Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten vermuten lasst. Eine Analy-
se dieses Integrin-Signalweges auf die differentiell exprimierten Proteine der MDS-Thrombozyten
ist in Abbildung 3.6 dargestellt.
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Abbildung 3.6: Ingenuity Pathway Analysis der differentiell exprimierten Proteine im Integrin-Signalweg

Abbildung 3.6 zeigt einen ausgewahlten Teil von Proteininteraktionen des Integrin-Signalweges.
Direkt in Verbindung mit dem Integrin treten dabei die in MDS-Thrombozyten niedriger expri-
mierten Proteine Vinculin, Talin-1, Filamin-A, Pleckstrin, Kindlin-3 und die ILK. Uber Zwischen-
schritte sind ebenso Aktin, Myosin-9, dessen regulatorische Leichtkette 2 und das HSPB1 mit
dem Integrin verbunden. Nachfolgend findet sich eine Aufstellung aller identifizierten Proteine

und deren Funktion.

Eines der identifizierten Proteine, welches wahrend der Thrombozyten-Aktivierung direkt an das
Integrin am/Bs bindet, ist das in Thrombozyten in hohen Konzentrationen vorkommende Protein
Talin-1. Im Rahmen dieser Arbeit konnten 5 Spots mit einem mittleren Fold Change von -2,17
(Intervall -1,97 bis -2,69) als Talin-1 identifiziert werden. Dieses antiparallel, homodimerische
Protein besitzt ein Molekulargewicht von 270 kDa und besteht aus einem aminoterminalen
50 kDa groBen globularen ,Kopf* und einer 220 kDa groBen carboxyterminalen Domé&ne'®. Im
ruhenden, nicht aktivierten Zustand liegt Talin-1 im Zytoplasma der Thrombozyten vor. Durch
eine Interaktion mit dem Protein RIAM (Rap1-GTP-interacting adaptor molecule) wird Talin-1 ak-

tiviert, d.h. die Domane, mit welcher der Talin-1 Kopf an B-Integrine bindet, wird demaskiert
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und Talin-1 aus dem Zytoplasma zur Plasmamembran rekrutiert, um dort an das zytosolische
Ende der Bs-Untereinheit des GPIIb/IIIa zu binden'®. Diese Bindung fiihrt Gber die Auflésung ei-
ner Salzbriicke zwischen den beiden Integrin-Untereinheiten zu einer Konformationsanderung
des Glykoproteins GPIIb/IIIa und somit zu dessen Aktivierung®”. Erst nach diesem Aktivie-
rungsschritt ist das Integrin am/Bs in der Lage Fibrinogen zu binden, wodurch der aktivierte
Thrombozyt Briicken zu anderen aktivierten Blutplattchen ausbilden und mit diesen aggregieren
kann'®, Diesen Schritt der Konformationsanderung des Integrins durch die Talin-1-Bindung be-
zeichnet man als das inside-out-signaling der Thrombozyten, da an dieser Stelle die Information
bzgl. der Thrombozyten-Aktivierung vom Zellinneren durch die Zellmembran nach auBen weiter-
geleitet wird'®®. Schon mehrere Studien konnten zeigen, dass die Bindung von Talin-1 an die B-
Untereinheit des GPIIb/IIIa unabhangig von dem aktivierenden Stimulus oder den bis dahin
durchlaufenen Signalwegen den finalen Schritt der Thrombozyten-Aktivierung darstellt und die
Thrombozyten von Talin-1 knock-out Mausen nicht in der Lage sind durch Stimulation aktiviert

7U werden®®69.108,110

Eine ahnliche Rolle wie Talin-1 erfillt auch das Fermitin family homolog 3, besser bekannt als
Kindlin-3. Dieses nur in hamatopoietischen Zellen vorkommende Protein aktiviert ebenfalls Inte-
grine durch Bindung an deren B-Untereinheit, lediglich etwas weiter entfernt vom membranstan-
digen Teil des Integrins als Talin-1'!, Studien zeigten ebenso wie fiir Talin-1, dass die Aktivie-
rung des GPIIb/IIIa direkt abhangig ist vom Vorhandensein von Kindlin-3. So konnten Thrombo-
zyten von Kindlin-3 knock-out Mausen trotz unverandertem Talin-1-Spiegel nicht aktiviert wer-
den'?, Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Spot mit einem Fold Change von -2,07 als Kindlin-3

identifiziert werden.

Weitere identifizierte in MDS-Thrombozyten signifikant niedriger exprimierte Proteine sind Aktin
und Myosin-9 sowie dessen regulatorische Leichtkette 2 (MRLC2; myosin regulatory light
chain 2). Myosin-9 bildet mit 8 differentiell exprimierten Spots die prominenteste Identifizierung
dieses Versuchs (mittlerer Fold Change -2,13, Intervall -1,67 bis -2,63). Das Strukturprotein Ak-
tin (2 Spots, mittlerer Fold Change -2,52, Intervall -2,17 bis -2,86) bildet den Hauptbestandteil
des Zytoskeletts und ist eines der 5 haufigsten Proteine eukaryotischer Zellen. Aktin polymeri-
siert zu langen Filamenten, den Grundbausteinen des Zytoskeletts zur Stabilisierung der auBeren
Zellform'3, Diese kénnen je nach den aktuellen Erfordernissen dynamisch auf- oder abgebaut
werden'*. Myosin-9, das einzige in Thrombozyten vorkommende Motorprotein, interagiert mit
Aktin unter Bildung einer kontraktilen Einheit, analog zu der im Muskel'**. Durch bestimmte Si-

gnale kdnnen Kontraktionen dieser Einheit und somit des gesamten Zytoskeletts ausgeldst wer-
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den, die einen Gestaltwandel der Thrombozyten bewirken (spreading)'*>. Die Bewegung des
Myosin-9 entlang der Aktinfilamente wird dabei von der regulatorischen Leichtkette 2 (MRLC2)
kontrolliert!*®, MRLC2 konnte im Rahmen dieser Analyse mit 2 Spots und einem mittleren Fold
Change von -2,47 (Intervall -1,93 bis -3,00) identifiziert werden. Binden Liganden wie Talin-1 an
die membransténdigen Integrine, werden die Aktinfilamente an diese Stelle rekrutiert® und bin-
den an Talin-1, wodurch eine direkte Verbindung der aktivierten Integrine mit dem Zytoskelett
ausgebildet wird. Die in der vorliegenden Arbeit gefundene niedrigere Expression dieser Struk-
tur- und Motorproteine deutet auf ein geschwachtes Zytoskelett der MDS-Thrombozyten hin,

welches bei Aktivierung schlechter umgebaut werden und weniger kontrahieren kann.

Ein weiteres in MDS-Thrombozyten niedriger exprimiertes Protein dieser Gruppe ist Vinculin, wel-
ches sowohl an Talin-1 als auch an Aktinfilamenten bindet, und somit die von Talin-1 initiierte
Verbindung zwischen den aktivierten Fibrinogen-Rezeptoren und dem Zytoskelett verstarkt” '8,
Im Ruhezustand der Thrombozyten liegt Vinculin in einer inaktiven Konformation vor, in der
Kopf- und Schwanz-Domanen miteinander interagieren. Erst durch die Bindung an Talin-1 entfal-
tet sich Vinculin und bildet einen Anker flr weitere Aktinfilamente. Dies erdffnet dem Zytoskelett
zusatzliche Bindungsmaglichkeiten in der Nahe des aktivierten Integrins'*®. Weiterhin ist Vinculin
in der Lage mehrere Aktinfilamente des Zytoskeletts zu einem Strang zu bindeln'®, Versuche
mit shRNA gegen Vinculin sowie mit Vinculin-defizienten Karzinomzellen zeigten bereits eine re-
duzierte zytoskelettale Mechanik und ein vermindertes Spreadingverhalten dieser Zellen?'?,
Dieses Protein bildet mit 4 identifizierten Spots und einem mittleren Fold Change von -2,88 (In-
tervall -2,64 bis -3,03) das am starksten in MDS-Thrombozyten vermindert vorkommende Prote-
in dieser funktionellen Gruppe und verstarkt die Annahme, dass das Zytoskelett der MDS-Throm-

bozyten weniger auf die Aktivierung reagieren kann.

Eine dhnliche Funktion wie Vinculin besitzt auch das Protein Filamin-A, welches ebenfalls mit ei-
ner niedrigeren Expression in MDS-Thrombozyten identifiziert wurde (3 Spots, mittlerer Fold
Change -2,22, Intervall -2,04 bis -2,43). Filamin-A kann an Integrine binden und Aktinfilamente
zu orthogonalen Netzwerken oder parallelen Biindeln vereinen'?"?*, Eine Bindung von Filamin-A
an die zytoplasmatische Domane des Glykoproteins Ib reguliert weiterhin die durch vVWF ausge-
|6ste Thrombozytenaktivierung und shRNA gegen Filamin-A induzierte ein schlechtes Spreading-
verhalten der untersuchten Zellen'*'¥. Die niedrigere Expression dieses Proteins deutet somit
ebenfalls auf eine schlechtere Aktivierbarkeit sowie ein vermindertes Spreadingverhalten der
MDS-Thrombozyten hin.
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Ein weiteres Protein, welches in der funktionellen Gruppe der Thrombozyten-Aktivierung, Aggre-
gation und Morphologie identifiziert werden konnte, ist die Integrin-gekoppelte Proteinkinase
(ILK; integrin-linked protein kinase). Diese Serin/Threonin-Kinase bindet an der B-Untereinheit
verschiedener Integrine'®, es konnte bisher allerdings in vivo noch keine essentielle Kinaseakti-
vitat dieses Proteins nachgewiesen werden. Vielmehr zeigten Studien, dass auch die ILK dazu
dient direkt oder indirekt Uber verschiedene Linkermolekile wie Vinculin oder Paxillin eine Ver-
bindung zwischen Integrinen und dem Aktinzytoskelett herzustellen'®. Ein Spot mit einem Fold
Change von -2,03 wurde in der vorliegenden Arbeit als ILK identifiziert. Diese niedrigere Expres-
sion verstarkt erneut die Hypothese des schlechteren zytoskelettalen Umbaus der MDS-Throm-
bozyten als Antwort auf aktivierende Stimuli.

Ein weiteres in dieser funktionellen Gruppe identifiziertes Protein ist Pleckstrin. Auch dieses ist
mit einem mittleren Fold Change von -2,84 (2 Spots, Intervall -2,67 bis -3,01) in MDS-Thrombo-
zyten niedriger konzentriert als in gesunden Blutplattchen. Das im Ruhezustand der Thrombozy-
ten als Dimer im Zytoplasma vorliegende Pleckstrin wandert, ahnlich wie Talin-1, bei einer Ago-
nisten-induzierten Aktivierung des Blutplattchens an die Plasmamembran. Dort wird Pleckstrin
durch die Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert und monomerisiert’®. Diese Phosphorylierung
bildet einen der ersten Schritte der Thrombozyten-Aktivierung®** und ist Voraussetzung fiir die
molekularen Funktionen von Pleckstrin. Phosphoryliertes Pleckstrin ist an der Zellmembran loka-
lisiert und induziert eine Reorganisierung des Zytoskeletts, die zur Ausbildung der typischen Zell -
form aktivierter Blutplattchen flihrt'*%. Somit bildet auch diese Identifizierung einen weiteren An-
haltspunkt fiir ein in MDS-Thrombozyten weniger ausgebildetes Aktivierungspotential verbunden

mit einer schlechteren Fahigkeit zur zytoskelettalen Reorganisation.

Das letzte in dieser funktionellen Gruppe identifizierte in MDS-Thrombozyten niedriger exprimier-
te Protein (1 Spot, Fold Change -2,03) ist das Cystein-und-Glycin-reiche Protein 1 (CSRP1; cy-
steine and glycine-rich protein 1). Im Nukleus von Zellen vorkommend reguliert es die Transkrip-
tion sowie die zellulare Differenzierung. In den kernlosen Thrombozyten kommt jedoch nur die
zytoplasmatische Variante dieses Proteins vor, welche dort liber die Blindelung von Aktinfilamen-
ten Einfluss auf den Umbau des Zytoskeletts und die zelluldre Formverdanderung der Blutplatt-
chen hat'®, Die niedrigere Expression dieses Proteins in MDS-Thrombozyten verstarkt weiterhin
die Annahme des schlechteren zytoskelettalen Umbaus.

Das einzige Protein des Integrin-Signalweges, welches mit einem Fold Change von 2,51 eine ho-
here Expression in MDS-Thrombozyten aufweist, ist das Hitzeschock-Protein beta 1 (HSPB1;
heat shock protein beta 1; auch HSP27, heat shock 27kDa protein 1). Ein Proteinspot konnte als
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dieses Protein identifiziert werden. Die Hauptfunktion von Hitzeschock-Proteinen ist die regelge-
rechte Faltung von Proteinen (Chaperonaktivitat), weiterhin spielen sie eine Rolle bei der Signal-
transduktion, Zellentwicklung und Zelldifferenzierung®*'*. Haufig findet man allerdings auch
hohe Konzentrationen von Hitzeschock-Proteinen in unmittelbarer Nahe zu Strukturproteinen,
mit denen sie interagieren'*. So wird auch HSPB1 bei Thrombin-Stimulation der Thrombozyten
phosphoryliert, assoziiert an Aktinfilamente des Zytoskeletts und kontrolliert dort die Aktin-
polymerisation wahrend der nachfolgenden Formverdnderung und Aggregation der Thrombozy-
ten'”. Die hohere Expression dieses Proteins in MDS-Thrombozyten bildet von den in diesem
Versuchsaufbau erzielten Ergebnissen den einzigen Hinweis auf eine erhéhte Reorganisation des
Zytoskeletts oder kdnnte auf eine erhdhte Aktivitat der Proteinfaltungsmaschinerie der MDS-
Thrombozyten hindeuten. Diese anukledren Zellen enthalten zwar keine nukledare DNA, aller-
dings erhalten sie einen gewissen Satz an mRNA und pre-mRNA aus den Megakaryozyten, von
denen sie abgeschniirt werden, wodurch sie auf bestimmte Reize hin in der Lage sind, Proteine
neu zu synthetisieren'®**°, Die erhdhte Expression dieses Proteins kdnnte somit einen Versuch
darstellen, die negativen Effekte der niedriger exprimierten Proteine dieses Signalweges zu kom-

pensieren.

Die weiteren 5 identifizierten Proteine, welche nicht der bisher besprochenen funktionellen Grup-
pe angehdren, reprasentieren mit 31% zwar knapp ein Drittel der identifizierten Proteinspezies,
mit je einem identifizierten Spot pro Spezies entspricht ihr Anteil an allen identifizierten Protein -
spots jedoch nur 14%. Darunter befindet sich mit der Himoglobin Untereinheit § das zweite mit
héherer Expression in den MDS-Thrombozyten identifizierte Protein, ein Bestandteil des in den
Erythrozyten fiir den Sauerstofftransport zustandigen Hdmoglobins. Mit einem Fold Change von
2,59 bildet dieses Protein die am starksten vermehrt vorkommende Proteinspezies, welche in
diesem Versuchsansatz identifiziert werden konnte. Das Auffinden von Hamoglobin in einem Pro-
teinlysat aus Thrombozyten deutet im ersten Moment auf eine Verunreinigung des lysierten Zell-
pellets durch Erythrozyten hin, allerdings wurde das Vorkommen von Hamoglobin in Thrombozy-
ten bereits in anderen Veroffentlichungen bestatigt'**#, Eine mdgliche Erklarung dafiir kénnten
die MEPs (megakaryocyte-erythrocyte progenitors), die gemeinsamen Vorlauferzellen von Ery-
throzyten und Megakaryozyten wahrend der Hamatopoiese, sein. Eine Funktion flir Hdmoglobin
in Thrombozyten ist jedoch bisher nicht gezeigt worden, so dass das Vorkommen dieses Proteins
in Blutplattchen eher ein Artefakt darstellt.

Mit einem Fold Change von -2,51 in MDS-Thrombozyten konnte weiterhin das Bindeprotein des

Fibroblasten-Wachstumsfaktors (FGF-BP; fibroblast growth factor binding protein) identifiziert
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werden. Dieses Protein wird hauptsachlich wahrend der Embryogenese exprimiert und findet
sich normalerweise nicht in adulten humanen Geweben'*. Mittlerweile wurde es auch in der Epi-
dermis von gesunden Erwachsenen detektiert, wo sein Expressionslevel nach Hautverletzungen
bis zum Wundverschluss extrem hoch reguliert ist'**. In Thrombozyten ist ein Vorkommen dieses
Proteins bisher nicht nachgewiesen, es kdnnte sich also um eine Verunreinigung der Blutproben

mit epidermalen Zellen der Einstichstelle handeln.

Der mit einem Fold Change von -6,09 in den Blutplattchen der MDS-Patienten am starksten her-
unter regulierte Proteinspot wurde als CLIC1 (chloride intracellular channel protein 1) identifi-
ziert. Dieses Protein zeigt sowohl in der Kern- als auch in der Plasmamembran Chloridkanalakti-
vitat und kommt sowohl membranstandig als auch nicht membrangebunden in den verschie-
densten humanen Zellen und Zellkompartimenten vor*!*, Eine Studie von 2010 zeigte, dass
CLIC1 knock-out Mause eine milde Blutungsneigung sowie eine verminderte Thrombozytenakti-
vierung und -aggregation als Antwort auf ADP-Stimulation durch dessen Rezeptor P2Y;, besit-
zen'™, Die niedrigere Expression dieses Proteins in den Thrombozytenlysaten von Patienten mit
Myelodysplastischen Syndromen weist somit ebenfalls auf eine verminderte Aktivierungs- und

Aggregationsfahigkeit der MDS-Blutplattchen hin.

Weiterhin wurde ein Spot als Vorstufe der Fibrinogen alpha Kette (FGA; Fibrinogen alpha chain
precursor) identifiziert, auch diese mit einer niedrigeren Konzentration in MDS-Thrombozyten
(Fold Change -2,58). Fibrinogen (Faktor I) wird in den Hepatozyten der Leber gebildet und ins
Plasma sekretiert, wo es bei der Blutgerinnung durch Thrombin zu Fibrin gespalten wird und den
sich formenden Thrombus stabilisiert. Fibrinogen bildet auBerdem den extrazelluldren Bindungs-
partner des in der ersten funktionellen Gruppe der Identifizierungen benannten GPIIb/IIIa (Inte-
grin am/Bs). Ahnlich wie bei Hdmoglobin konnte jedoch auch fiir Fibrinogen bisher noch keine
physiologische Funktion in Thrombozyten identifiziert werden, es kénnte sich also um eine Ver-
unreinigung der Zellpellets, in diesem Fall mit Plasmaproteinen, handeln. Allerdings zeigten die
bereits oben benannten Arbeiten, welche das Thrombozytenproteom untersuchten, ebenso das

Vorkommen von Fibrinogen in Thrombozyten#:#,

Als letztes Protein konnte im Rahmen dieses Versuchsaufbaus ein Spot mit einem Fold Change
von -2,52 als Methionin-Aminopeptidase 1 (METAP1) identifiziert werden. Dieses Enzym prozes-
siert Proteine bereits wahrend der Translation, indem es deren N-terminales Methionin, welches
durch das Startcodon AUG vorgegeben ist, abspaltet'*. 50-70% aller Proteine bediirfen dieser
Prozessierung, um ihre native, funktionelle Form zu erreichen'®. Auch dieses Protein ist in den

MDS-Thrombozyten niedriger konzentriert als in gesunden Blutplattchen und kdnnte bei einer

Julia Frobel



Ergebnisse und Diskussion 74

durch Aktivierung der Blutplattchen induzierten Translation zusatzlich bendtigter Proteine dazu
beitragen, dass die neu synthetisierten Proteine in den MDS-Thrombozyten nicht in ihre endgdl-

tige funktionelle Form prozessiert werden.

3.2.4 Immunologische Analyse ausgewahlter MS-Ergebnisse

Die anhand der 2D-DIGE und anschlieBender massenspektrometrischer Analyse ermittelten Un-
terschiede im Proteingehalt gesunder und MDS-Thrombozyten wurden im Anschluss mit Hilfe
von immunologischen Untersuchungen per Western Blot tberprift. Die Ergebnisse sind in Abbil-

dung 3.7 dargestellt.

Gesund MDS

SR e Talin-1
S s Vinculin
M [R— Filamin-A
————— Myosin-9

W e B-Tubulin

Abbildung 3.7: Immunologische Analyse des Proteingehalts ausgewéhlter MS-Ergebnisse sowie B-Tubulin
als Ladungskontrolle in Proteinlysaten gesunder und MDS-Thrombozyten mittels Western Blot.

Abbildung 3.7 zeigt die immunologische Analyse mittels Western Blot von Talin-1, Vinculin, Fila-
min-A und Myosin-9 sowie B-Tubulin als Ladungskontrolle in einem Pool von je 5 Proteinlysaten
aus MDS-Thrombozyten (links) und Blutplattchen gesunder Spender (rechts). Eine Pixeldichten-
messung der Western Blots ergab unveranderte Mengen an B-Tubulin, was bestatigt dass glei-
che Proteinmengen beider Lysate aufgetragen wurden. Trotzdem ist die Talin-1 Proteinbande im
MDS-Lysat um 23% schwacher ausgepragt als im Lysat der gesunden Thrombozyten. Ebenso er-
gab sich eine um 17% schwachere Filamin-A Bande und eine um 42% verminderte Vinculin Ban-
de im Lysat der MDS-Thrombozyten. Dies bestdtigt somit die bereits in der 2D-DIGE Analyse mit
anschlieBender massenspektrometrischer Identifizierung gefundene Reduktion dieser Proteine in
den MDS-Thrombozyten. Der groBte Pixeldichtenunterschied trat bei Myosin-9 auf, dessen Pro-
teinbande in den MDS-Lysaten um 63% schwdcher ausgepragt ist als im Lysat der gesunden
Blutplattchen. Dies stellt eine weitere Ubereinstimmung mit der 2D-DIGE Analyse dar, denn be-
reits darin war Myosin-9 die mit 9 niedriger exprimierten Proteinspots prominenteste Identifizie-
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rung. Mit Hilfe des immunologischen Nachweises per Western Blot konnte somit der in der 2D-
DIGE mit anschlieBender massenspektrometrischer Analyse identifizierte niedrigere Gehalt von
Talin-1, Vinculin, Filamin-A und Myosin-9 mit einer zweiten unabhangigen Methode bestatigt

werden.

3.2.5 Diskussion der Proteomics-Daten

Ist ein Thrombozyt erst einmal von dem produzierenden Megakaryozyt abgeschniirt, besitzt er
nur noch limitierte Mdglichkeiten zur Proteinsynthese. Alle Proteine, die flir seine Funktion ge-
braucht werden, befinden sich bereits zu groBen Teilen im Zytoplasma und in den Vesikeln des
Blutplattchens. Daher ist die quantitative Untersuchung des Thrombozytenproteoms eine ideale
Methode intrinsische Defekte der Blutplattchen, welche zu funktionellen Stérungen fihren kon-

nen, zu untersuchen.

Von den insgesamt 35 im Rahmen dieses Projekts identifizierten Proteinspots spielen 86% eine
tragende Rolle innerhalb des Aktivierungs- und Aggregationsprozesses der Thrombozyten. Der
molekulare Ablauf dieses komplexen Prozesses der Thrombozyten-Aktivierung liber die Aggrega-
tion bis zur Thrombus-Bildung, welcher bereits in der Einleitung mit Hilfe von Abbildung 1.6 dar-
gestellt ist, zeigt, dass viele der im Rahmen dieses Projekts identifizierten Proteine Schlisselrol-
len im bidirektionalen Signalweg des Integrins am/Bs spielen. Weiterhin zeigt die quantitative
Analyse, dass mit einer Ausnahme (HSPB1) alle daran beteiligten differentiellen Proteine in MDS-
Thrombozyten um mehr als die Halfte niedriger exprimiert sind als in gesunden Blutplattchen.
Basierend auf diesen quantitativen Ergebnissen der Proteomanalyse sowie der qualitativen Be-
deutung dieser Proteine flir den Ablauf der Thrombozyten-Aktivierung, Aggregation und Form-
veranderung ergeben sich folgende Hypothesen. Durch das verminderte Vorkommen von Talin-1
und Kindlin-3 in den MDS-Thrombozyten kdnnen bei einer Aktivierung der Zellen weniger dieser
beiden Proteine zur Plasmamembran rekrutiert und an das zytosolische Ende des Integrin 3; ge-
bunden werden. Dies fihrt zu einem reduzierten inside-out-signaling des Integrins, gleichbedeu-
tend mit einer verringerten Aktivierbarkeit der MDS-Thrombozyten. Durch die daraus resultieren-
de geringere Zahl aktivierter GPIIb/IIIa stehen weniger Bindungsmdglichkeiten fiir Fibrinogen
zur Verfligung, wodurch die Aggregationsfahigkeit der MDS-Thrombozyten verringert wird. Wei-
terhin ist durch die Reduktion des zelluldren Aktinvorkommens das Zytoskelett der MDS-Blut-
plattchen geschwacht und kann aufgrund der deutlich verringerten Vorrdte der Linkerproteine
Talin-1, Vinculin, ILK, Filamin-A und Pleckstrin nicht gentigend in Richtung der aktivierten Inte-

grine umgebaut werden. Letztlich fihrt schlieBlich noch der Mangel an Myosin-9 und dessen re-
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gulatorischer Leichtkette 2 zu einer schwacher ausgepragten Kontraktionsfahigkeit des ohnehin
geschwachten Zytoskeletts, wodurch die Formveranderung und Verzahnung der Thrombozyten
reduziert ist. Abbildung 3.8 verdeutlicht die Konsequenz dieser Hypothesen fiir die Aktivierung
und Aggregation der MDS-Thrombozyten auf Protein- und Zellebene noch einmal in den selben 5
Schritten, welche fir den normalen Ablauf dieser Reaktion in gesunden Thrombozyten bereits in
Kapitel 1.3.4 erklart sind.

. akivierter
vWF

Abbildung 3.8: MDS-Thrombozyten-Aktivierung und Aggregation auf Protein- und Zell-Ebene

Prinzipiell laufen bei dem Aktivierungs- und Aggregationsprozess in MDS-Thrombozyten (Abbil-
dung 3.8) die selben Schritte I.-V. wie in gesunden Thrombozyten (Abbildung 1.6) ab. Allerdings
steht weniger zytoplasmatisch vorliegendes Talin-1 zur Verfiigung, welches an die Plasmamem-
bran rekrutiert werden kann (I.). Somit kdnnen weniger Fibrinogenrezeptoren (GPIIb/IIIa) in
eine aktive Konformation gebracht werden (II.) resultierend in einem schwacher ausgepragten
inside-out-signaling. Zur Verbindung der aktivierten Membranrezeptoren mit dem Zytoskelett
(II1.) stehen in den MDS-Thrombozyten weniger Linkerproteine (Vinculin, ILK, Pleckstrin, Fila-
min-A) zur Verfiigung. AuBerdem bedeuten weniger aktivierte GPIIb/IIIa-Molekiile eine verrin-
gerte Zahl extrazelluldrer Bindungsmdglichkeiten fir Fibrinogen (IV.) und somit weniger
Briickenbildung mit anderen aktivierten Thrombozyten. Letztlich schwacht die geringe Zahl ge-
bundener Fibrinogen-Molekiile das outside-in-signaling der MDS-Thrombozyten und die geringe
Konzentration an Aktin, Myosin-9 sowie der MRLC2 fiihrt nur unzureichend zum Gestaltwandel
(spreading) der MDS-Blutplattchen (V.), wodurch diese sich nicht ausreichend mit anderen

Thrombozyten verzahnen kénnen um die Verletzung sicher zu verschlieBen.

Diese hypothetischen Schwachstellen des Aktivierungsprozesses, der Aggregationsfahigkeit und
der Formveranderung der MDS-Thrombozyten wurden mit Hilfe funktioneller Untersuchungen,
welche an genau diesen Stellen angreifen, Uberpriift. Die Ergebnisse dieser Tests sind in den fol-

genden Abschnitten dargestellt.
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3.3 Funktionelle Untersuchungen

3.3.1 Analyse der Thrombozyten-Oberflachenrezeptoren

Der Aktivierungsprozess, welchen die Thrombozyten durchlaufen, startet mit dem Signal, wel-
ches von der verwundeten Stelle in Form von Agonisten ins Blut abgegeben wird, die von den
Thrombozyten erkannt werden. Die Agonisten werden von thrombozytaren Membranglykopro-
teinrezeptoren gebunden, welche das Aktivierungssignal durch die Zellmembran ins Zellinnere
weitergeben. Wichtige Adhasionsrezeptoren der Thrombozyten fiir primare Aktivierungssignale
sind z.B. der Glykoprotein-Ib-V-IX-Komplex (GPIb-V-IX) als Rezeptor fir vWF, die Kolla-
gen-Rezeptoren GPVI und GPIa/IIa sowie die Thrombinrezeptoren PAR-1 und PAR-4. Veranderte
Expressionslevel der Rezeptoren kdnnen sich direkt auf die Aktivierbarkeit der Blutplattchen aus-
wirken wie etwa beim Bernard-Soulier-Syndrom, bei dem ein Mangel oder eine Dysfunktion des
GPIb-V-IX vorliegt!*®®, Es existieren daneben noch Rezeptoren fiir sekundére Signale, wie der Fi-
brinogenrezeptor GPIIb/IIIa oder die purinergen Rezeptoren P2Y; und P2Y; fiir ADP, deren Ago-
nisten nach der primaren Aktivierung aus den thrombozyteneigenen Granula freigesetzt werden
und deren Aktivierung das primare Signal verstarkt. Auch verminderte Expressionslevel dieser
Rezeptoren wurden bereits mit Stérungen der thrombozytdren Hamostase wie verlangerter Blu-
tungszeit in Verbindung gebracht. Die Uberpriifung der von uns aufgestellten Hypothese zur
schlechteren Aktivierbarkeit der MDS-Thrombozyten aufgrund eines geschwdachten Inte-
grin-signalings erfordert somit zuerst eine Untersuchung der Expressionslevel der Oberflachenre-
zeptoren flir primare und sekundare Aktivierung der Blutplattchen, um eine reduzierte Aktivier-
barkeit, die bereits an dieser Stelle der Signalkaskade auftritt, auszuschlieBen. Dazu wurde ci-
trat-antikoaguliertes Vollblut der MDS-Patienten durchflusszytometrisch untersucht und mit dem
gesunder Spender verglichen. Abbildung 3.9 zeigt die gating-Strategie, welche angewendet wur-

de, um innerhalb der Zellpopulationen des Vollblutes gezielt Thrombozyten zu untersuchen.
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Abbildung 3.9: Durchflusszytometrische Analyse von Thrombozyten in Vollblutproben
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Abbildung 3.9 zeigt links den SSC-gegen-FSC-Plot von antikoaguliertem Vollblut. Es sind ver-
schiedene Punktwolken zu erkennen, welche morphologisch ahnliche Zellpopulationen darstel-
len, die sich voneinander jedoch hinsichtlich ihrer GréBe und Granularitat unterscheiden. Unten
links treten dabei die kleinen und wenig granuldren Zelltrimmer in Erscheinung, oben rechts die
groéBeren, stark granulierten Leukozyten und Erythrozyten. Dazwischen fallt eine weitere homo-
gene Punktwolke, deren Zellpopulation durch Bestimmung des Markerproteins CD61 im rechten
Plot als Thrombozyten identifiziert werden konnte. Fiir die anschlieBende Analyse weiterer Merk-
male der Thrombozyten wurde diese Zellpopulation selektiert (links: platelets), auf ihren Gehalt
an CD61 untersucht (rechts: CD61 positive) und nur Zellen, welche beiden Kriterien entspra-
chen, weiter untersucht. Diese gating-Strategie wurde fir alle durchflusszytometrischen Unter-
suchungen an Thrombozyten aus Vollblut angewendet, beispielsweise zur Bestimmung der Ex-
pressionslevel der thrombozytdaren Oberflachenrezeptoren, deren Ergebnisse in Abbildung 3.10

dargestellt sind.
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Abbildung 3.10: Analyse der Expressionslevel verschiedener thrombozytérer Rezeptoren

Abbildung 3.10 zeigt die Mittelwerte der MFI (mean fluorescence intensity) verschiedener throm-
bozytarer Oberflachenrezeptoren von jeweils 10 Gesundspendern und MDS-Patienten, deren
Thrombozyten zuvor mittels der oben beschriebenen gating-Strategie aus den Zellen im Vollblut
selektiert worden sind. Zum Einen ist die Expression des Fibrinogenrezeptors GPIIb/IIIa (erstes
und drittes Saulenpaar) untersucht worden, welcher mit ca. 80.000 Kopien pro Thrombozyt den

am haufigsten vorkommenden Rezeptor darstellt und iber 90% des Integrinpools eines Blut-
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plattchens bildet!®®. Die beiden Untereinheiten dieses Rezeptors, die Integrine om, (GPIIb) und Bs
(GPIIIa) sind in gesunden Thrombozyten mit einer mittleren MFI von 1087,26+44,07 und
300,81+£21,46 sowie in MDS-Thrombozyten mit 1114,01+98,12 und 342,79+38,39 gemessen
worden. Hierbei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen gesunden Blutplattchen und
denen von MDS-Patienten festgestellt werden (p=0,84 und 0,40). Weiterhin ist das Vorkommen
des VWF-Rezeptors GPIb untersucht worden (zweites Sdulenpaar), der mit ca. 25.000 Kopien
den zweithaufigsten Adhasionsrezeptor der Thrombozyten darstellt. Auf gesunden Blutplattchen
ist dieser in der vorliegenden Versuchsreihe mit einer mittleren MFI von 999,86 £35,18 vertreten,
in MDS-Thrombozyten mit 1013,12+66,67. Auch hier fanden sich keine signifikanten Unterschie-
de zwischen MDS und gesund (p=0,88). Mit deutlich weniger Kopien pro Zelle (etwa je 1.000)
sind die Rezeptoren fiir Kollagen (GPIa und GPVI) und ADP (P2Y; und P2Y1,) auf der Thrombo-
zytenoberflache vertreten. Dies zeigt sich gleichermaBen in den gemessenen niedrigeren MFI
dieser Rezeptoren, dargestellt jeweils im vierten bis siebten Saulenpaar. Mit einer mittleren MFI
von 79,48+9,68 und 87,75+37,70 in gesunden Thrombozyten sowie 103,30+19,65 und
116,89+17,79 in MDS-Thrombozyten zeigen die Expressionslevel von GPIa und GPVI wiederum
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Gruppen (p=0,35 und 0,48).
Gleiches gilt flr die beiden purinergen Rezeptoren P2Y; und P2Y:, mit einer mittleren MFI
77,77%£25,97 und 60,53+19,67 in gesunden Thrombozyten sowie 70,96+20,73 und 71,37£17,12
in MDS-Thrombozyten (p=0,84 und 0,69). Insgesamt zeigen alle untersuchten Oberflachenre-
zeptoren eher eine leicht erhéhte MFI in den MDS-Thrombozyten, was auf eine normale Anzahl

der jeweiligen Oberflachenrezeptoren schlieBen lasst.

Ausgehend von Verdffentlichungen, die ein erhdhtes mittleres Thrombozyten-Volumen (MPV)
von MDS-Blutplattchen und somit ,Riesenthrombozyten™ oder ,Ballon-éghnliche Thrombozyten®
beschreiben'® und dem gemessenen erhéhten MPV (>11 fl) der meisten im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit untersuchten MDS-Patienten, wurde ebenso die GroBe der Thrombozyten mit Hil-
fe des FSC im FACS bestimmt. Der Quotient aus MFI der Oberflachenrezeptoren und FSC der
Thrombozytenpopulation gibt die Verteilungsdichte der jeweiligen Rezeptoren auf der Zellober-
flache der Blutplattchen an und ist fiir die untersuchten 10 MDS-Patienten und Gesundspender
in Abbildung 3.11 dargestellt.
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Abbildung 3.11: Analyse der Oberfldchendichte der thrombozytdren Rezeptoren

Abbildung 3.11 zeigt die Mittelwerte der Verteilungsdichte der thrombozytaren Oberflachenre-
zeptoren gebildet aus der gemessenen MFI des jeweiligen Rezeptors und der mittels FSC be-
stimmten GréBe der Thrombozyten aller 10 untersuchten Gesundspender und MDS-Patienten
abgebildet in der selben Reihenfolge wie in Abbildung 3.10. Die im ersten und dritten Saulen-
paar dargestellten Untereinheiten des Fibrinogenrezeptors, die beiden Kollagenrezeptoren (vier-
tes und filinftes Sdulenpaar) sowie die beiden purinergen Rezeptoren fiir ADP (sechstes und
siebtes Saulenpaar) zeigen in ihrer Verteilungsdichte auf der Thrombozytenoberfldche keine si-
gnifikanten Unterschiede zwischen den gemessenen Gesundspendern und MDS-Patienten
(GPIIIa: 35,89+4,28 gesund vs. 35,21+5,04 MDS, p=0,92; GPIIb: 9,90+0,60 vs. 9,40+1,36,
p=0,74; GPla: 2,70+0,41 vs. 2,53+0,62, p=0,82; GPVI: 3,67+1,77 vs. 3,30+0,55, p=0,53;
P2Y:: 3,14+1,17 vs. 2,15+0,64, p=0,53; P2Y1,: 2,43+0,84 vs. 2,14+0,51, p=0,80). Die Quotien-
ten und somit die Verteilungsdichte dieser Oberflachenrezeptoren ist somit auf den MDS-Throm-
bozyten leicht niedriger als auf den gesunden Blutplattchen. Dieses Ergebnis, welches genau
kontrdr zu den in Abbildung 3.10 gezeigten in MDS-Thrombozyten leicht erhéhten MFI-Werten
der Rezeptoren und somit deren Anzahl auf der Zellmembran ist, erklart sich aus den gemesse-
nen FSC-Werten dieser kranken Blutplattchen. Wie bereits die Messung des MPV der untersuch-
ten Patienten zeigte, waren auch die FSC-Werte der MDS-Thrombozyten im Durchschnitt 19%
groBer als die der gesunden Blutplattchen, was fiir eine gréBere Oberflache der MDS-Thrombo-

zyten spricht. Dies schlagt sich in den errechneten Quotienten in leicht erniedrigten Werten nie-
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der, sorgt jedoch bei den vorgenannten Oberflachenrezeptoren nicht flir signifikant niedrigere
Verteilungsdichten. Einzige Ausnahme bildet der vWF-Rezeptor GPIb, welcher mit 25,71+1,86 in
den MDS-Thrombozyten einen signifikant niedrigeren Quotienten erreicht als in gesunden Blut-
plattchen (33,65+2,48, p=0,03). Dieser Rezeptor hat somit trotz unveranderter Anzahl auf den
Blutplattchen der MDS-Patienten eine niedrigere Verteilungsdichte als auf gesunden Thrombozy-
ten, ein Phanomen, welches bereits 2000 von einer anderen Arbeitsgruppe gezeigt wurde'*. Die
einzelnen GPIb-Molekiile, welche flir den ersten Kontakt der Blutplattchen mit der verletzten
Stelle verantwortlich sind, haben somit auf der Thrombozytenmembran einen gréBeren Abstand
zueinander. Da die Funktionsweise des VWF-Rezeptors jedoch kein clustering (Zusammenlage-
rung) der einzelnen Molekile bendtigt, wie die des Fibrinogenrezeptors, und die Anzahl der Re-
zeptoren auf den MDS-Thrombozyten sich nicht von der auf gesunden Blutplattchen unterschei-
det, sollte diese verminderte Oberflachendichte sich nicht negativ auf die Aktivierung der MDS-

Thrombozyten auswirken.

3.3.2 Studien zur Thrombozyten-Aktivierung

Auch wenn die Ergebnisse zum Expressionslevel der Oberflachenrezeptoren keine Unterschiede
zwischen gesunden und MDS-Thrombozyten zeigen, weisen die Proteomics-Ergebnisse mit dem
Mangel an Talin-1 und Kindlin-3 auf ein gestdrtes inside-out-signaling der Integrine als mogli-
chen Grund fiir die Fehlfunktion der MDS-Thrombozyten hin. Ein intaktes durch Bindung dieser
beiden Proteine an das zytosolische Ende des Integrin Bs initiiertes inside-out-signaling ist eine
Grundvoraussetzung fir die Aktivierung des Fibrinogenrezeptors, welche letztlich zur Aggregati-
on und zum Gestaltwandel der Thrombozyten flihrt. Um diesen Schritt der Aktivierungskaskade
der MDS-Thrombozyten zu untersuchen, wurden verschiedene durchflusszytometrische Analysen
durchgeflihrt. Zuerst wurde der intrazelluldre Kalziumflux der Thrombozyten wahrend der Akti-
vierung gemessen sowie die Granula-Ausschittung als Antwort auf die Aktivierung bestimmt.
Weiterhin wurde die Protein-Protein-Interaktion zwischen Talin-1 und dem Integrin mit Hilfe des
Forster-Resonanz-Energie-Transfers analysiert und die Aktivierung des Fibrinogen-Rezeptors mit
Hilfe eines Antikorpers, der spezifisch an die aktive Konformation dieses Glykoproteins bindet,
untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in den folgenden Abschnitten darge-
stellt.

3.3.2.1 Kalziumflux
Obwohl Thrombozyten von einer Vielzahl unterschiedlicher Agonisten aktiviert werden kdnnen,

welche alle an verschiedene Rezeptoren binden, die wiederum unterschiedliche Signalkaskaden
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aktivieren, ist die Erhdhung der intrazelluldren Kalziumkonzentration des Blutplattchens als einer
der ersten Prozesse bei allen Aktivierungssignalen gleich?>!. Dies geschieht zum Einen durch die
Aufnahme von Kalzium aus dem extrazelluldren Raum durch Kalziumtransporter in der Thrombo-
zytenmembran und zum Anderen durch die Freisetzung des im DTS (dense tubular system) der
Blutplattchen gespeicherten Kalziums ins Zytosol**2. Die Freisetzung aus den internen Speichern
ist dabei verglichen mit der Aufnahme von auBen nicht so stark und langanhaltend, kann aber
deutlich schneller (innerhalb 200 msec) die intrazelluldre Kalziumkonzentration des ruhenden
Thrombozyten (<100 nM) um etwa das Zehnfache erhéhen™>3, Die Erh6hung der Kalziumkon-
zentration aktiviert anschlieBend die verschiedensten Signalwege und -proteine wie beispielswei-
se Aktin-Myosin-Interaktionen, Kalzium-abhdngige Proteasen, Pseudopodienbildung, Ausschiit-
tung der Granula oder Aktivierung der kleinen GTPase Rap1b®*®, Lasst der Aktivierungsreiz wie-
der nach, sinkt die intrazellulére Kalziumkonzentration auf ihr Normallevel ab***. Abbildung 3.12

zeigt exemplarisch die durchflusszytometrische Bestimmung des thrombozytaren Kalziumflux.
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Abbildung 3.12: Analyse des aktivierungsbedingten thrombozytdren Kalziumflux

Die in Abbildung 3.12 dargestellten Plots zeigen die MFI des Kalziumindikators Fluo-4,AM gegen
die Zeit wahrend der Aktivierung der Thrombozyten mit ADP (links) oder Thrombin (rechts). In
die dargestellten Plots wurden gates eingesetzt, welche alle Zellen mit einer Fluoreszenz >10
Uber einen Zeitraum von je 15 Sekunden aufzeichnen. Das erste Zeitfenster zeigt die Thrombo-
zyten im Ruhezustand. AnschlieBend wurde die Messung kurz unterbrochen, um den jeweiligen
Agonist zuzugeben. Die weiteren Zeitfenster beginnen ab Fortfiihrung der Messung und zeigen
die Fluoreszenz der aktivierten Thrombozyten. Abbildung 3.13 zeigt die Auswertung dieser
durchflusszytometrischen Messung des thrombozytaren Kalziumflux von jeweils 10 MDS-Patien-

ten und gesunden Spendern nach Aktivierung der Blutplattchen mit Thrombin und ADP.
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Abbildung 3.13: Aktivierungsbedingter Kalziumflux von gesunden und MDS-Thrombozyten

Abbildung 3.13 zeigt die Mittelwerte der MFI des Kalziumsindikators Fluo-4,AM von jeweils 10
MDS-Patienten und gesunden Spendern Uber die Zeit. Die gemittelten Datenpunkte ergeben sich
aus den Fluoreszenzen aller Zellen, welche in je einem Zeitfenster aufgenommen wurden. Der
erste Datenpunkt entspricht dabei der Fluoreszenz der Thrombozyten im Ruhezustand, anschlie-
Bend wird die Zellsuspension mit dem jeweiligen Agonisten stimuliert und die Messung der akti-
vierten Zellen fortgesetzt. Die MFI der unstimulierten Thrombozyten zeigt dabei keine signifikan-
ten Unterschiede (p=0,62 und 0,98) zwischen MDS-Patienten (47,62+5,89 und 46,66+4,82) und
gesunden Spendern (42,94+7,01 und 46,91+7,08). Nach den ersten 15 Sekunden Stimulation
zeigt sich sowohl bei den MDS-Thrombozyten als auch bei gesunden Blutplattchen ein deutlicher
Anstieg der Fluoreszenz, gleichbedeutend mit einem Anstieg der Kalziumkonzentration im throm-
bozytaren Zytosol als Antwort auf beide Stimuli. Dabei ist der Ausschlag bei dem starken Agonis-
ten Thrombin (gesund 210,51+28,01 und MDS 234,74+39,01) etwas hoher als bei dem schwa-
chen Agonisten ADP (gesund 161,18+22,48 und MDS 175,19+£21,52). In der Héhe des Aus-
schlags zeigt sich sowohl bei Thrombin- als auch bei ADP-Stimulation kein signifikanter Unter-
schied zwischen gesunden und MDS-Thrombozyten (p=0,64 und 0,67). Die MFI der ADP-stimu-
lierten Thrombozyten fallt direkt nach diesem ersten Messpunkt kontinuierlich ab und erreicht
zum Endpunkt der Messung nach 150 Sekunden einen Wert von 58,40+9,93 bei gesunden und
62,59+7,01 bei MDS-Thrombozyten. Wahrend der gesamten Messung liegen die Datenpunkte
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und somit die Kalziumkonzentration der MDS-Thrombozyten leicht oberhalb der gesunden Blut-
plattchen, es ergeben sich jedoch keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Messwerten der beiden untersuchten Gruppen (p-Werte zwischen 0,62 und 0,91). Die Kalzium-
konzentration der mit dem starken Agonisten Thrombin stimulierten Thrombozyten steigt nicht
nur steiler an als bei ADP-Stimulation, sondern verweilt auch etwas langer auf diesem hohen Ni-
veau. So fallt die MFI des Kalziumindikators bei dieser Stimulation erst nach 45 Sekunden wieder
kontinuierlich ab und erreicht nach 150 Sekunden einen Wert von 81,08+14,36 bei gesunden
Blutplattchen und 78,01+13,56 bei MDS-Thrombozyten. Doch auch bei Stimulation mit diesem
Agonisten ergeben sich keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den Messwerten von gesun-
den und MDS-Thrombozyten (p-Werte zwischen 0,64 und 0,98). Der thrombozytare Kalziumflux
gesunder Spender und MDS-Patienten als Antwort auf die beiden untersuchten Agonisten ver-
lduft nahezu deckungsgleich. Dieser erste Schritt der Aktivierungskaskade im Thrombozytenin-
neren ist somit nicht verandert in den Blutplattchen von Patienten mit Myelodysplastischen Syn-
dromen und dementsprechend nicht ausschlaggebend fiir Probleme in nachfolgenden Schritten

der Signalkaskade.

3.3.2.2 Granula-Ausschiittung

Ein durch den Anstieg der intrazelluldaren Kalziumkonzentration der Blutplattchen ausgelGsten
Prozesse ist die Ausschittung der thrombozytdaren Granula. Dieser Prozess ist nhotwendig fir eine
normale Funktion der Blutplattchen und ebenfalls Inhalt der Signalkaskade, die unabhangig vom
auslosenden Agonisten, bei der Aktivierung der Thrombozyten immer ablauft®. Der Prozess der
Granula-Ausschittung wird seit Jahren kontrovers diskutiert, es gibt derzeit zwei Theorien, wie
diese Degranulation ablauft. Zum Einen wird angenommen, dass sich die Granula nach der Akti-
vierung der Thrombozyten in der Mitte der Zellen sammeln und ihre Inhaltsstoffe (ber eine
Membranfusion mit dem OCS (open canalicular system) in den extrazelluldren Raum sekretie-
ren'>. Zum Anderen gibt es elektronenmikroskopische Aufnahmen, die die Granula nach der Ak-
tivierung in der Peripherie der Zelle zeigen, wo sie in Ausstilpungen und/oder den Spitzen der
sich bildenden Pseudopodien direkt mit der Plasmamembran fusionieren und so exozytieren'*,
Letztlich jedoch ist beiden Konzepten gleich, dass Granula-spezifische Marker wie P-Selektin
(CD62P) im Anschluss an die Degranulation auf der Thrombozytenoberflache nachgewiesen wer-
den koénnen, wodurch der Aktivierungs- und Degranulierungszustandes der Thrombozyten ge-
messen werden kann. Welch wichtige Rolle in der primaren Hamostase diese Degranulation
spielt, zeigen beispielsweise Patienten mit Defekten in den Speichergranula, bei denen aufgrund

der fehlenden autokrinen Stimulation der Thrombozyten durch die freigesetzten Substanzen die
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sekundare Aggregationsphase vermindert ist oder véllig fehlt, so dass es zu einer erhdhten Blu-
tungsneigung kommt®. Auf eine ebensolche ,storage pool deficiency" wurden die Thrombozyten
der MDS-Patienten im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Dazu wurde durchflusszytometrisch die
bereits oben beschriebene durch Degranulation bedingte Oberflachenexpression von P-Selectin
untersucht. Abbildung 3.14 zeigt exemplarisch das Expressionslevel dieses Proteins eines gesun-

den Spenders vor und nach der Thrombozytenaktivierung mittels TRAP.
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Abbildung 3.14: Analyse der thrombozytdren Degranulation

Die in Abbildung 3.14 dargestellten Plots zeigen die Oberflachenexpression von P-Selektin
(CD62P) auf Thrombozyten eines Gesundspenders im Ruhezustand (links) und nach der Aktivie-
rung mit TRAP (rechts). Die Zellpopulation der nicht aktivierten Thrombozyten im linken Plot
liegt dabei groBtenteils unterhalb des mittels der Isotyp-Kontrolle festgelegten Fluoreszenz-Min-
destgrenze des gates, die MFI liegt unter 10. CD62P wird somit auf gesunden ruhenden Throm-
bozyten nicht oder nur in zu vernachlassigenden Mengen exprimiert. Stimuliert man die Blut-
plattchen parallel zur Antikdrperfarbung mit TRAP, einem den Thrombin-Rezeptor aktivierenden
Peptid, kommt es unter Ablauf der oben beschriebenen Signalkaskade zur Degranulation der
Thrombozyten und Fusion der Granulamembranen mit der Plasmamembran bzw. dem OCS. Wie
im rechten Plot zu sehen wird durch diese Membranfusion P-Selektin auf der Thrombozytenober-
flache nachweisbar. Die Thrombozytenpopulation weist im aktivierten Zustand eine deutlich h6-
here Fluoreszenz auf als im Ruhezustand, die MFI liegt etwa eine Zehnerpotenz héher. Ein Ver-
gleich der Oberflachenexpressionen von CD62P auf den Thrombozyten von jeweils 11 gesunden
Spendern und MDS-Patienten ist in Abbildung 3.15 dargestellt.
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Abbildung 3.15: Aktivierungsbedingte Degranulation von gesunden und MDS-Thrombozyten

Abbildung 3.15 zeigt die Auswertung der durchflusszytometrisch bestimmten MFI des Degranu-
lationsmarkers CD62P in Thrombozyten von gesunden Spendern und MDS-Patienten in verschie-
denen Aktivierungszustanden. Das linke Saulenpaar zeigt die MFI der nicht aktivierten Blutplatt-
chen (gesund 6,13+0,46 und MDS 7,25+0,92), welche sich in den beiden untersuchten Gruppen
nicht signifikant unterscheidet (p=0,49). Das mittlere Saulenpaar zeigt die MFI von P-Selektin
nach der Aktivierung der Blutplattchen beider Gruppen mit TRAP. Verglichen mit dem ersten
Saulenpaar ist ein Anstieg der MFI um etwa das Zehnfache zu sehen (gesund 81,13+9,24 und
MDS 74,72+14,09). Im Grad der Degranulation gemessen an der Hohe der MFI von P-Selektin
ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Blutplattchen von gesunden Spen-
dern und MDS-Patienten (p=0,80). Um eine eventuelle Auswirkung der aktivierenden Substanz
und der Funktion des aktivierten Rezeptors auf die nachfolgende Signalkaskade und somit die
Degranulation auszuschlieBen, wurde zusatzlich die MFI von CD62P nach Stimulation der Throm-
bozyten mittels Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) untersucht. Diese Substanz aktiviert direkt
in der Zelle die Proteinkinase C, ohne dass ein vorheriger Kontakt zu einem Oberflachenrezeptor
benétigt wird™’. Diese Aktivierungsstudien mit PMA wirden gleichermaBen zeigen, ob sich die
verringerte Verteilungsdichte des GPIb als primdrer AnstoB der Signalkaskade negativ auf die
Aktivierung der Thrombozyten auswirkt. Wie das dritte Saulenpaar von Abbildung 3.15 zeigt,
fuhrt auch diese Stimulation zur Degranulation und entsprechenden CD62P-Expression auf der
Thrombozytenoberflache beider Gruppen. Die gemessene MFI (gesund 88,07+8,58 und MDS
86,05+10,32) liegt dabei sogar noch etwas héher als bei TRAP-Stimulation. Allerdings sind auch

hier wiederum keine signifikanten Unterschiede im Grad der Degranulation zwischen gesunden
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und MDS-Thrombozyten zu sehen (p=0,91). Es konnten somit in diesem Schritt der Signalkaska-
de keine Unterschiede zwischen den Blutplattchen von MDS-Patienten und gesunden Spendern
festgestellt werden, welche sich auf die nachfolgenden Schritte der Aktivierung und Aggregation

negativ auswirken wiirden.

3.3.2.3 Protein-Protein-Interaktion

Der Grund fir eine verminderte Aktivierung kann an vielen Stellen der innerhalb der Blutplatt-
chen ablaufenden Signalkaskade auftreten. Das im zeitlichen Ablauf der Signalkaskade als erstes
vorkommende und in MDS-Thrombozyten vermindert exprimierte Protein ist Talin-1. Es ist mit
Uber 3% der Gesamtroteinmasse eines der am haufigsten vorkommenden Proteine in Blutplatt-
chen®*° In ruhenden Thrombozyten liegt Talin-1 im gesamten Zytoplasma der Zellen vor, in-
nerhalb einer Minute nach Aktivierung der Blutplattchen jedoch lokalisiert ca. 36% des zelluldren
Talin-1 an der Plasmamembran der Thrombozyten'®. Dort bindet es an das zytosolische Ende
des Integrins 5, was laut der verbreiteten wissenschaftlichen Ansicht den finalen notwendigen
Schritt zur Aktivierung des Fibrinogen-Rezeptors bildet®7%7*!°, Eben diese Translokation des zy-
toplasmatischen Talin-1 und Bindung an das membranstandige Integrin B; (CD41) wurde in den
nachfolgenden Experimenten durchflusszytometrisch per Fdrster-Resonanz-Energie-Transfer
(FRET) untersucht. Dazu wurden Thrombin-aktivierte Thrombozyten mit fluorochrom-gekoppel-
ten Antikérpern gegen Talin-1 und CD41 inkubiert, deren Fluoreszenzspektren sich (iberschnei-
den, sodass bei raumlicher Nahe der beiden Fluorochrome (<10 nm), die nur im aktivierten Zu-
stand der Thrombozyten vorliegt, ein Energietransfer stattfindet. Abbildung 3.16 zeigt die repra-

sentativen Plots der Thrombozyten eines Gesundspenders und eines MDS-Patienten.
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Abbildung 3.16: Analyse der Kolokalisation von CD41 und Talin-1
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Abbildung 3.16 zeigt die biparametrische Analyse der Emissionen bei 575 nm und 675 nm von
Thrombin-aktivierten Thrombozyten eines Gesundspenders und eines MDS-Patienten nach Anre-
gung bei 488 nm und somit den FRET-Effekt von PE-markiertem CD41 auf das APC-konjugierte
Talin-1. Zu sehen sind jeweils untereinander zwei Plots der Thrombin-aktivierten Thrombozyten
eines Gesundspenders und eines MDS-Patienten. In allen Plots ist die Emission bei 675 nm
(y-Achse) gegen die Emission bei 575 nm (x-Achse) aufgetragen, beide angeregt durch einen
Laser der Wellenldnge 488 nm. Die jeweils oberen Plots zeigen die Fluoreszenzintensitat der
Thrombozyten, wenn diese allein mit den PE-markierten Antikdrpern gegen CD41 inkubiert wur-
den. In den unteren Plots wurden die Thrombozyten zusatzlich mit APC-gekoppelten Antikdrpern
gegen Talin-1 inkubiert. Um eine Fluoreszenz im APC-Kanal messen zu kénnen, musste die Pro-
be theoretisch mit dem 635 nm Laser angeregt werden. Ohne diese Anregung ist ein Fluores-
zenzsignal der APC-markierten Zellen nur dann méglich, wenn sich die PE-markierten CD41 Mo-
lekdle in direkter raumlicher Nahe zu den APC-markierten Talin-1 Molekiilen befinden. Vergleicht
man die beiden Plots des Gesundspenders links, so zeigt sich eine Zunahme der Fluoreszenzin-
tensitat bei 675 nm im unteren Plot erzeugt durch den Energietransfer des PE-Fluorochroms auf
das APC-Fluorochrom, was zeigt, dass wahrend der Thrombin-Aktivierung das im Zytosol vorlie-
gende APC-markierte Talin-1 mit dem membranstandigen PE-markierten CD41 kolokalisiert ist.
Dieses Ergebnis bestatigt die Verwendbarkeit des hier angewandten Versuchsaufbaus zur Unter-
suchung der Talin-1-Kolokalisation an das Integrin B; per FRET analog zu Untersuchungen ande-
rer Gruppen®®. Die beiden rechten Plots zeigen die selben Experimente an Thrombin-aktivierten
Blutplattchen eines reprasentativen MDS-Patienten. Im oberen Plot ahnelt die Thrombozytenpo-
pulation in der Fluoreszenzintensitdt auf der y-Achse den gesunden Blutplattchen. Im unteren
Plot zeigt sich verglichen mit dem oberen MDS-Plot kaum ein Unterschied der Fluoreszenzinten-
sitat bei 675 nm. Es ist somit nicht bzw. nur sehr gering zu einem FRET-Effekt zwischen CD41
und Talin-1 gekommen. Dies lasst darauf schlieBen, dass es bei der Thrombin-Aktivierung der
MDS-Thrombozyten nicht oder nur wenig zur Translokalisation von Talin-1 aus dem Zytoplasma
an das membranstdndige Integrin gekommen ist. Die statistische Auswertung dieses Versuchs
an Thrombozyten von insgesamt 5 Gesundspendern und MDS-Patienten ist in Abbildung 3.17

dargestellt.

Julia Frobel



Ergebnisse und Diskussion 89

_ 3,01 *
L . :
=
3 25
(=)
=
B
K 2,0 1
c
2=
£ 1,51
()
17
©
2
=
L
o
L

0,5 1

Gesund MDS

Abbildung 3.17: FRET-basierte Anderung der MFI gesunder und MDS-Thrombozyten

Abbildung 3.17 zeigt die FRET-basierte Anderung der MFI bei 675 nm der Thrombozyten von 5
Gesundspendern und MDS-Patienten. Die gesunden Blutplattchen verzeichnen durch den FRET-
Effekt bei der Kolokalisation von Talin-1 und CD41 eine Steigerung der Fluoreszenz bei 675 nm
um den Faktor 1,65. Die Fluoreszenz der MDS-Thrombozyten bleibt etwa gleich und verandert
sich um den Faktor 1,03. Somit zeigen MDS-Blutpldttchen bei der Aktivierung mit Thrombin
einen signifikant geringeren FRET-Effekt (p=0,035) als gesunde Thrombozyten, ausgeldst durch
die geringere Kolokalisation von Talin-1 und CD41. Dies kdnnte einerseits bedeuten, dass fast
das gesamte Talin-1 der MDS-Thrombozyten trotz Thrombin-Aktivierung im Zytosol verbleibt und
nicht mit dem Transmembranrezeptor kolokalisiert, sodass aufgrund der fehlenden raumlichen
Nahe kein Energietransfer zwischen den beiden Fluorochromen stattfinden kann. Bezugnehmend
auf die Proteomics-Daten erscheint es jedoch wahrscheinlicher, dass die MDS-Thrombozyten we-
niger Talin-1 besitzen, welches kolokalisieren kann. Solch eine verminderte Kolokalisation auf-
grund des geringeren Talin-1-Vorkommens in den MDS-Thrombozyten wirde sich negativ auf
alle nachfolgenden Schritte der Aktivierungskaskade auswirken. Eine direkte Folge daraus ware
eine verminderte Aktivierung des Fibrinogenrezeptors der MDS-Thrombozyten, welche im An-
schluss untersucht wurde. Die Ergebnisse dieser Experimente sind im nachsten Absatz darge-
stellt.

3.3.2.4 Aktivierung des Fibrinogenrezeptors
Wie bereits erwahnt, kdnnen Thrombozyten durch verschiedenste Reagenzien stimuliert werden,

welche Uber unterschiedliche Stoffwechselwege die Aktivierung der Blutplattchen auslésen. Der
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finale Schritt der Aktivierung ist jedoch unabhangig vom auslésenden Agonisten immer die durch
die bereits oben besprochene Bindung von Talin-1 initiierte Konformationsanderung des Inte-
grins am/Bs in seinen aktiven Zustand®'%*° Neben der verringerten Expression von Talin-1 in
den Thrombozyten von MDS-Patienten wurde in den Proteomics-Untersuchungen der vorliegen-
den Arbeit ein weiteres niedriger exprimiertes Protein identifiziert, dessen Einfluss auf die Inte-
grin-Konformationsanderung erst in den letzten Jahren entdeckt wurde — Kindlin-3. So zeigten
Arbeiten mit Kindlin-3-defizienten Mdusen, dass die Talin-1-Bindung an das Integrin B; allein
nicht ausreichend ist fiir eine Konformationsanderung des Fibrinogenrezeptors'*?. Kindlin-3 bin-
det ebenso wie Talin-1 an das zytosolische Ende des Integrins und, obwohl das genaue Zusam-
menwirken der beiden Proteine noch nicht geklart werden konnte, sind beide fiir eine Aktivie-
rung des GPIIb/IIIa notwendig'®*!®, Aufgrund der niedrigeren Expression dieser beiden fiir den
nachsten Schritt der Aktivierungskaskade entscheidenden Proteine in den MDS-Thrombozyten
sowie der bereits festgestellten verminderten Kolokalisation von Talin-1 an das Integrin wurde in
den nachsten Experimenten untersucht, inwieweit der Fibrinogenrezeptor der MDS-Thrombozy-
ten bei Stimulation mit verschiedenen Agonisten die Konformationsanderung durchfiihrt. Dazu
wurden Thrombozyten aus dem Vollblut von MDS-Patienten und gesunden Kontrollspendern
durchflusszytometrisch vermessen und auf eine Bindung des PAC-1 Antikorpers untersucht. Die-
ser Antikorper bindet spezifisch an die aktivierte, fiir Fibrinogen hoch affine Konformation des
am/Bs Integrinkomplexes, nicht jedoch die inaktive, ruhende Form dieses Rezeptors. Dies beruht
darauf, dass sich das Epitop zur Bindung von PAC-1 direkt in der Fibrinogen-Bindetasche des Re-
zeptors befindet, welche erst dann zuganglich fir Fibrinogen bzw. den Antikorper ist, wenn die
Konformationsanderung zur aktiven Form stattgefunden hat'®*. Abbildung 3.18 zeigt die durch-
flusszytometrische Analyse des GPIIb/IIIa-Aktivierungsgrades exemplarisch an den Thrombozy-

ten eines Gesundspenders vor und nach der Thrombozytenaktivierung mittels TRAP.
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Abbildung 3.18: Analyse der GPIIb/IIla-Konformation gesunder Thrombozyten
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Die in Abbildung 3.18 dargestellten Plots zeigen die Bindung des PAC-1-Antikdrpers an die
Thrombozyten eines Gesundspenders im Ruhezustand (links) und nach der Aktivierung mit TRAP
(rechts). Die Zellpopulation der nicht aktivierten Thrombozyten im linken Plot liegt dabei groB-
tenteils unterhalb des mittels der Isotyp-Kontrolle festgelegten Fluoreszenz-Mindestgrenze des
gates, die MFI liegt bei 2,98. Die Bindestelle des GPIIb/IIIa-Komplexes ist in diesen nicht akti-
vierten Thrombozyten aufgrund der inaktiven Konformation des Fibrinogenrezeptors somit nicht
fur den Antikérper zugangig. Stimuliert man die Blutplattchen parallel zur Antikérperfarbung mit
TRAP kommt es unter Ablauf der oben beschriebenen Signalkaskade zur Rekrutierung von Ta-
lin-1 und Kindlin-3 an das membranstandige Integrin Bs. Dies flihrt zur Konformationsanderung
des Fibrinogenrezeptors unter Freilegung der Fibrinogen-Bindetasche mit der Bindestelle fir
PAC-1. Eine solche TRAP-aktivierte Thrombozytenpopulation, die in hohem MaBe PAC-1 bindet,
ist im rechten Plot dargestellt. Die PAC-1 MFI der gesunden, aktivierten Blutplattchen liegt bei
45,23 und somit etwa 15-fach hoher als die der ruhenden Thrombozyten des selben Spenders.
Somit hat die TRAP-Stimulation der Thrombozyten die Aktivierungskaskade bis hin zur Konfor-
mationsanderung des GPIIb/IIIa bewirkt, die es dem Antikérper ermdglicht, in der Bindetasche
des Fibrinogenrezeptors zu binden — die gesunden Blutplattchen sind aktiviert. Diese durchfluss-
zytometrischen Aktivierungsstudien wurden an Vollblutproben von je 8 Gesundspendern und

MDS-Patienten wiederholt und statistisch ausgewertet und sind in Abbildung 3.19 dargestellt.
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Abbildung 3.19: Vergleich der GPIIb/IIIa-Aktivierung gesunder und MDS-Thrombozyten
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Das Balkendiagramm in Abbildung 3.19 zeigt den Vergleich der mittleren PAC-1 MFI gesunder
Thrombozyten (blau) und derer von MDS-Patienten (rot) ohne bzw. mit TRAP- und PMA-Stimula-
tion (n=8) sowie mit Mangan-Stimulation (n=3). Ohne eine Stimulation (erstes Saulenpaar) ist
die MFI der Blutplattchen sowohl von Gesundspendern mit 2,53+0,31 als auch von MDS-Patien-
ten mit 3,01+0,51 gering und es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen (p=0,46). Durch die Stimulation mit TRAP (zweites Saulenpaar) steigt die MFI
in den Gesundproben im Mittelwert auf 50,53+4,69 an. Daraus ergibt sich eine aktivierungsbe-
dingte Steigerung der PAC-1 Bindung um das 20-fache. Bei den MDS-Thrombozyten bewirkt die-
se Stimulation auch einen Anstieg der PAC-1 MFI auf 30,48+6,99 und somit eine Steigerung um
das 10-fache. Die TRAP-aktivierten Blutplattchen der MDS-Patienten binden somit signifikant we-
niger PAC-1 als die der Gesundspender (p=0,038). Dies koénnte zum Einen auf weniger
GPIIb/IIIa auf der Oberflache der MDS-Thrombozyten hinweisen, welche durch die TRAP-Stimu-
lation aktiviert werden. Gegen dieses Szenario sprechen jedoch die Ergebnisse der Untersuchun-
gen zur Expression der thrombozytaren Oberflachenrezeptoren (Abbildung 3.10), worin keine si-
gnifikanten Unterschiede im Expresssionslevel der beiden Integrine am und s gemessen wur-
den. Ein weiteres Szenario, welches eine solch verminderte Aktivierung in den MDS-Thrombozy-
ten hervorrufen kdénnte, ware eine Stdrung der Funktion der Oberflachenrezeptoren, liber wel-
che das Aktivierungssignal in die Blutplattchen weitergeleitet wird, im Falle einer TRAP-Aktivie-
rung also der Thrombinrezeptoren PAR-1 und PAR-4. Zum Ausschluss einer solchen Rezep-
tor-vermittelten Aktivierungsstérung der MDS-Thrombozyten wurde dieselbe durchflusszytome-
trische Analyse des Fibrinogenrezeptor-Aktivierungsgrades mit der bereits zuvor beschriebenen
rezeptor-unabhangigen Aktivierung der Blutproben mittels PMA durchgeflihrt. Die Auswertung
dieser Experimente ist im dritten Saulenpaar dargestellt. Es zeigt sich auch bei dieser Stimulati-
on ein Anstieg der PAC-1 MFI in beiden untersuchten Gruppen, bei den Blutplattchen gesunder
Spender auf 41,74+2,26, bei den MDS-Thrombozyten auf 27,27+3,67, und somit eine signifikant
niedrigere Bindung dieses Antikérpers an MDS-Thrombozyten (p=0,007). Verglichen mit der
TRAP-Stimulation ist die PAC-1 MFI der PMA-aktivierten Thrombozyten in beiden untersuchten
Gruppen leicht erniedrigt. Es ergibt sich ein PMA-vermittelter Anstieg der PAC-1 Fluoreszenz um
das 17-fache bei gesunden Spendern und um das 9-fache bei MDS-Patienten. Die rezep-
tor-unabhangige Stimulation aktiviert den Fibrinogenrezeptor der Blutplattchen folglich nicht so
effizient wie TRAP. Die bereits bei der TRAP-Stimulation gemessene signifikant niedrigere Bin-
dung des Antikdrpers und somit auch Aktivierung des Fibrinogenrezeptors tritt jedoch ebenfalls
bei der PMA-Stimulation auf und ist somit nicht durch eine mdégliche Fehlfunktion des Thrombin-

rezeptors vermittelt. Ein weiteres Szenario, welches diese Ergebnisse begriinden kdnnte, ware
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eine mogliche Fehlfunktion des Fibrinogenrezeptors der MDS-Thrombozyten. Um ein solch gene-
relles Problem des Integrin am/B; Komplexes, beispielsweise einen strukturellen Defekt der Fibri-
nogen-Bindestelle wie bei Thrombozyten von Patienten mit Glanzmann-Thrombasthenie!®®, aus-
zuschlieBen, wurden die Vollblutproben beider Versuchsgruppen mit Manganchlorid behandelt.
Die divalenten Manganionen erh6hen dabei von auBen die Ligandenbindungsaffinitat der Integri-
ne und die Zelladhdsion'®. Die Stimulation der Thrombozyten mit Mn?* fiihrt somit zu einer von
der Signalkaskade im Plattcheninneren unabhangigen Aktivierung des Fibrinogenrezeptors, wenn
auch nicht zur eigentlichen Konformationsanderung des Glykoproteins und der damit verbunde-
nen Aktivierung der Thrombozyten'®’. Die Ergebnisse dieser Mn?*-Aktivierung sind im vierten
Saulenpaar dargestellt und zeigen keinen signifikanten Unterschied (p=0,31) in der PAC-1 MFI
zwischen den Thrombozyten der Gesundspender (8,99+0,59) und der MDS-Patienten
(7,50%£1,13). Es ist zu erkennen, dass diese Aktivierung von auBen deutlich geringer ausfallt als
die Aktivierung mittels TRAP oder PMA. Allerdings zeigt die gleichstarke duBerliche Aktivierung
der Blutplattchen beider Versuchsgruppen, dass der GPIIb/IIIa Komplex der MDS-Thrombozyten
intakt und somit nicht der Grund fir die verminderte Aktivierung ist. Zusammengefasst zeigen
die Ergebnisse dieser Aktivierungsstudien des Fibrinogenrezeptors mit Hilfe der drei verschiede-
nen Agonisten, dass MDS-Thrombozyten verglichen mit gesunden Blutplattchen bei Stimulation
mit einem das inside-out-signaling der Integrine benétigenden Agonisten eine deutlich geringere
Aktivierung erfahren und dass diese signifikant verminderte Aktivierung tatsachlich auf einem
defekten inside-out-signaling basieren muss, da ein Defekt der Oberflachenrezeptoren sowie des
Fibrinogenrezeptors selbst ausgeschlossen werden konnte. Phanotypisch korrelieren die erhalte-
nen Ergebnisse mit Studien an Talin-1 bzw. Kindlin-3 knock-out Mausen, deren Thrombozyten,
wie oben bereits erwdhnt, nicht in der Lage sind normal auf Stimulation zu antworten®!?, Die
Thrombozyten dieser Mause, die entweder Talin-1 oder Kindlin-3 defizient sind, ohne dass das
jeweils andere Protein betroffen ist, zeigen eine stark verminderte Bindung des PAC-1 Antikor-
pers und somit eine fast ganzlich unterbundene Aktivierung des Fibrinogenrezeptors. Verglichen
mit diesen starken Einflissen aufgrund der kompletten Abwesenheit eines der beiden Proteine in
den Maus-Thrombozyten kénnte man die in der vorliegenden Arbeit erzeugten Ergebnisse der
Blutplattchen von MDS-Patienten mit einer verringerten PAC-1 Bindung und entsprechend ver-
minderten Aktivierung des GPIIb/IIIa am ehesten als knock-down Modell bezeichnen. Dies kor-
reliert wiederum mit den Ergebnissen zum MDS-Thrombozytenproteom, in denen beide Proteine
nicht ganzlich verschwunden sondern auf den 2D-Gelen vorhanden, allerdings in mehreren

Spots verglichen mit gesunden Thrombozyten um mehr als die Halfte verringert waren.
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3.3.3 Untersuchung des Spreadingverhaltens

Eine weitere auf den Proteomics-Daten aufbauende Hypothese, die es funktionell zu beweisen
galt, ist ein gestortes Spreadingverhalten der MDS-Thrombozyten aufgrund der verminderten
Konzentration der zytoskelettalen und kontraktilen Proteine Aktin, Myosin-9 und dessen regula-
torischer Leichtkette. Die Ergebnisse der Aktivierungsstudien erharten diesen Verdacht, da nur
eine intakte Aktivierungskaskade die Bindung an Fibrinogen und somit das outside-in-signaling
und letztlich die Formveranderung der Thrombozyten hervorrufen kénnen’. Um dieser Vermu-
tung auf den Grund zu gehen, wurde das Spreadingverhalten Thrombin-aktivierter MDS-Throm-
bozyten auf Fibrinogen-beschichteten Oberflachen mikroskopisch beobachtet und mit dem ge-
sunder Blutplattchen verglichen. Abbildung 3.20 zeigt reprasentative Bilderserien des Vorgangs
der Formveranderung fir Thrombozyten je eines Gesundspender und eines MDS-Patienten.

2 ——

MDS-Thrombozyten

Abbildung 3.20: Aktivierungsbedingte Formverdnderung gesunder und

Die mikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 3.20 zeigen den Verlauf des Thrombin-induzierten
Formveranderung der Thrombozyten auf einer Fibrinogen-beschichteten Oberflache (iber einen
Zeitraum von 30 min. Die obere Bildserie zeigt die Thrombozyten eines gesunden Spenders, un-
ten sind die Blutplattchen eines MDS-Patienten zu sehen. Die Thrombozyten beider Versuchs-
gruppen adharieren in gleichem MaBe noch vor der Thrombin-Stimulation (0 min) an die Fibrino-
gen-beschichtete Oberflache, ein Vorgang, der fiir humane Blutpldttchen bekannt ist und unab-
héngig vom inside-out-signaling der Zellen stattfindet'®®. Sofort danach beginnen die gesunden
Thrombozyten die Aktivierungskaskade zu durchlaufen, an deren Ende die Kontraktionen und
der Umbau ihres Aktinzytoskeletts steht. Nach 2 min bereits bilden sich fingerférmige Ausstil-

pungen (Filopodien) in der Thrombozytenmembran bedingt durch die parallele Biindelung der
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Aktinfilamente in die Richtung der aktivierten Membranrezeptoren durch Vinculin*®. Nach 5 min
sieht man, dass nun auch Lamellopodien (flache, breite Ausstiilpungen der Zellmembran) gebil-
det werden, flir deren Entstehung Linkerproteine wie Filamin-A durch eine netzartige Verknip-
fung der Aktinfilamente verantwortlich sind'*. Nach 10 min haben die gesunden Thrombozyten
vollstandig ihre runde Form verloren und @hneln flach und breit mit einer kleinen Erhéhung in
der Mitte, in welcher sich die Granula und Organellen sammeln, einem Spiegelei'®. In den fol-
genden 20 min sind kaum weitere Veranderungen der gesunden Thrombozyten mehr zu ver-
zeichnen, der Umbau ihres Zytoskeletts ist bereits abgeschlossen. Die untere Bilderserie zeigt
das Spreadingverhalten von MDS-Thrombozyten lber den selben Zeitraum. Nach der Adhdsion
an die Fibrinogen-beschichtete Oberflache (0 min) bildet der GroBteil der Blutplattchen dieses
MDS-Patienten lber den gesamten Zeitraum von 30 min nur wenige Filopodien und fast keine
Lamellopodien aus. Eine kleine Zahl der MDS-Thrombozyten verhdlt sich wie die gesunden Blut-
plattchen und zeigt einen normalen Gestaltwandel (in den Bildern jeweils links unten) wahrend
der GroBteil in seiner urspriinglichen runden Form verbleibt. Dieses unterschiedliche Verhalten
der Thrombozyten eines MDS-Patienten bestdtigt die Ergebnisse der Aktivierungsstudien, in de-
nen nur ein Teil der Thrombozyten aktiviert werden konnte. Eine statistische Auswertung des
Spreadingverhaltens der Thrombozyten von je 4 Gesundspendern und MDS-Patienten ist in Ab-
bildung 3.21 dargestellt.
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Abbildung 3.21: Spreading-Status Thrombin-aktivierter gesunder und MDS-Thrombozyten

Zur statistischen Auswertung des Spreadingverhaltens werden mikroskopische Aufnahmen jeder
Probe nach 30 min auf enthaltene spiegeleiférmige sowie runde Thrombozyten untersucht und

ausgezahlt. Abbildung 3.21 zeigt den mittleren prozentualen Anteil spiegeleiférmiger Thrombo-
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zyten auf den ausgezdhlten Aufnahmen. Wahrend dieser Anteil bei den 4 Gesundspendern im
Mittelwert bei 94,87% (£0,87%) liegt, zeigen die Aufnahmen der 4 MDS-Patienten einen
hochstsignifikant niedrigeren Anteil von 20,87% (£0,45%, p=3,7x10"?). Dieses Ergebnis besta-
tigt die anhand der Proteomics- und Aktivierungsergebnisse aufgestellte Hypothese, dass durch
die in MDS-Thrombozyten verminderte Konzentration zytoskelettaler und kontraktiler Proteine

sowie ihr gestortes inside-out-signaling zusatzlich deren Spreadingverhalten beeintrachtigt wird.

Basierend auf diesen Ergebnissen wiirde sich das MDS in eine Reihe verschiedener hamatologi-
scher Erkrankungen einreihen, die mit einer erhéhten Blutungsneigung durch eine zytoskelettale
Stérung einhergehen. So ist beispielsweise auch das Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS), ahnlich
wie MDS, durch eine Thrombozytopenie charakterisiert, die sich meist von Geburt an durch Pete-
chien, Blutergiisse und blutige Diarrhoe manifestiert. Es liegt allerdings auch hier ein qualitativer
Defekt der Thrombozyten vor, welcher sich aus einer Mutation des WAS-Gens ableitet, wodurch
das Wiskott-Aldrich-Syndrom Protein (WASP) je nach Mutationsstelle nur noch in einer verkirz-
ten Variante oder gar nicht vorhanden ist'”°. Dieses Protein wiederum spielt eine wichtige Rolle
bei der Blindelung von Aktinmonomeren zu den langen Filamenten sowie der zytoskelettalen Or-
ganisation und Dynamik'®>. Im Gegensatz zu MDS-Blutplattchen sind die Thrombozyten bei WAS
allerdings eher klein, so ist Mikrothrombozytopenie (verminderte Thrombozytenzahl bei vermin-
dertem MPV) ein untriigliches Zeichen fiir das Wiskott-Aldrich-Syndrom'”°. Eine weitere Gruppe
hamatologischer Erkrankungen, bei der der Umbau des Thrombozyten-Zytoskeletts beeintrach-
tigt ist, bilden die Myosin-9 (MYH9) assoziierten Syndrome (May-Hegglin Anomalie, Fechtner, Ep-
stein und Sebastian Syndrom). Diese Syndrome basieren auf einer durch verschiedene Mutatio-
nen hervorgerufenen Funktionsstérung des Proteins Myosin-9, von denen die meisten die Dime-
risierung bzw. den Einbau des Myosin-9 in Aktinfilamente betreffen'®>. Diese Defekte manifestie-
ren sich in einem fehlerhaften Spreadingverhalten der Thrombozyten bei Stimulation und die Pa-
tienten zeigen haufig eine moderate Blutungsneigung und ein erhéhtes MPV (Makrothrombozy -
topenie)'’!. Ein ebensolches erhdhtes MPV (>11 fl) zeigen auch tber 50% der im Rahmen der
vorliegenden Arbeit untersuchten MDS-Patienten, ein Phanomen welches bei MDS als ,Riesen-
thrombozyten" oder ,Ballon-ahnliche Thrombozyten" bereits beschrieben wurde'*, bisher jedoch
nicht mit einem qualitativen Defekt der Blutplattchen in Verbindung gebracht wurde. In MYH9-
assoziierten Syndromen wird der durch die Mutationen verschuldete Verlust der Myosin-9 Funkti-
on mit einer verstarkten Formierung von Blutplattchen-Vorstufen (proplatelets) sowie einem
friihzeitigen Abschniiren unreifer Thrombozyten von den Megakaryozyten assoziiert, was letztlich

in der Makrothrombozytopenie resultiert'’?. Somit konnte die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
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identifizierte deutlich verringerte Myosin-9 Konzentration der MDS-Blutplattchen nicht nur fir das
defekte Spreadingsverhalten, sondern auch fiir die Ausbildung des erhéhten MPV verantwortlich

sein.

3.3.4 Untersuchung der Aggregationsfahigkeit

Das gestorte Spreadingverhalten, inside-out- und outside-in-signaling der MDS-Thrombozyten
weisen auf einen generellen Defekt der integrin-abhdangigen Thrombozytenaggregation beim
MDS hin. Allerdings ist die Formveranderung der Blutplattchen keine Grundvoraussetzung flir die
Aggregation, da beispielsweise Adrenalin-Stimulation der Thrombozyten eine Aggregation ohne
Spreading ausldst oder Cytochalasin B eine Formveranderung ohne Aggregation bewirkt!’>174,
Daher wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit zusatzlich das Aggregationsverhalten der MDS-
Blutplattchen untersucht. Dass Thrombozyten von MDS-Patienten in diesem Bereich Defekte auf-
weisen, wurde bereits seit den 1980er Jahren mehrfach publiziert, haufig konnten die Autoren
jedoch kein Muster beziiglich der verwendeten Stimuli zeigen oder einen zugrundeliegenden De-
fekt finden, wodurch Blutungsereignisse bei MDS-Patienten eher der Thrombozytopenie denn ei-
ner moglichen Funktionsstérung der Blutplattchen zugeschrieben wurden®*®, Erst in den letzten
Jahren wurden Aggregationsdefekte und Blutungsereignisse in MDS-Patienten untersucht, wel-
che sich nicht allein durch die verminderte Thrombozytenzahl erklaren lieBen, doch auch ohne
Muster oder Griinde dafiir zu finden®®. In der vorliegenden Arbeit wurden die Thrombozyten
nach einem Routineprotokoll des Institut fir Klinische Chemie des Universitatsklinikums Dissel-
dorf mit den 4 verschiedenen Agonisten ADP, Kollagen, Arachidonsaure und Ristocetin behandelt
und die Aggregation Uber einen Zeitraum von 20 min beobachtet. Die Auswertung des Aggrega-

tionsverhaltens von 11 Gesundspendern und 58 MDS-Patienten ist in Abbildung 3.22 dargestellt.
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Abbildung 3.22: Vergleich der Aggregation gesunder und MDS-Thrombozyten

Abbildung 3.22 zeigt die durch Zugabe der 4 Agonisten Kollagen (Kreise), Arachidonsaure (Drei-
ecke), ADP (Rauten) und Ristocetin (Quadrate) erzeugten Aggregationswerte von 11 Gesund-
spendern und 58 MDS-Patienten. Aufgrund der groBen Heterogenitat der Messwerte der MDS-
Patienten wurde von einer reinen Darstellung des Mittelwertes (jeweils die schwarze waagerech -
te Linie) abgesehen und zusatzlich die Messwerte jedes einzelnen Patienten als Punktwolke wie-
dergegeben. Sehr deutlich wird diese Heterogenitdt in der Darstellung der Aggregation als Ant-
wort auf die Zugabe von Kollagen (erste und zweite Punktwolke). Wahrend die Thrombozyten
der 11 Gesundspender neben einem AusreiBer (66%) alle Aggregationswerte zwischen 82% und
100% annehmen und im Mittel zu 90% aggregieren, ergeben sich bei den untersuchten 58
MDS-Patienten Werte zwischen 7% und 91% (Mittelwert 53%) und somit eine hoch signifikant
niedrigere Aggregation (p=0,0002) als Antwort auf Kollagen-Stimulation. Die Punktwolke der
MDS-Thrombozyten zeigt deutlich, dass die Blutplattchen etwa eines Drittels der Patienten ahn-
lich wie gesunde auf Kollagen reagieren, aber ebenso ein weiteres Drittel, deren Thrombozyten
mit Aggregationswerten <20% fast keine Reaktion zeigen. Die Aggregationsantwort des verblei-
benden Drittels verteilt sich auf samtliche Werte dazwischen. Ein ahnliches Bild zeigt sich bei der
Aggregation als Antwort auf Arachidonsdure-Stimulation (dritte und vierte Punktwolke). Gegen-
Uber der homogenen Punktwolke der Gesundspender (Mittelwert 87,1%; Intervall 76% - 98%)

ergibt sich bei den MDS-Patienten wiederum eine deutliche Teilung zwischen Patienten, deren
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Blutplattchen annahernd normal reagieren und Patienten, deren Thrombozyten quasi keine Re-
aktion auf diese Stimulation zeigen (Mittelwert 54%; Intervall 1% - 98%). Daraus ergibt sich
ebenso eine bei MDS hoch signifikant verminderte Aggregation (p=0,002) als Antwort auf Ara-
chidonsdure. Weiterhin zeigt Abbildung 3.22 eine bei MDS-Patienten signifikant niedrigere Ag-
gregation nach ADP- und Ristocetin-Zugabe (flinfte bis achte Punktwolke, p=0,006 und
p=0,02). Auch bei diesen beiden Agonisten ist die Antwort der MDS-Patienten mit Werten zwi-
schen 22% und 100% (Mittelwert 70,4%) sowie 30% und 95% (Mittelwert 77,4%) deutlich he-
terogener als bei gesunden Blutplattchen (69% - 97%, Mittelwert 84,6% und 65% - 100%, Mit-
telwert 88,7%). Verglichen mit den Punktwolken der ersten beiden Agonisten jedoch zeigt sich
hierbei keine Unterteilung in zwei oder mehr unterschiedlich reagierende Populationen und
ebenso keine Patienten, deren Blutplattchen Uberhaupt nicht auf diese Agonisten reagieren
(<20%). MDS-Thrombozyten zeigen somit bzgl. aller 4 getesteten Agonisten eine signifikant ver-
ringerte Aggregationsfahigkeit. Der Grad der Storung ist bei der Antwort auf Arachidonsdure und

Kollagen deutlich groBer als bei der Antwort auf ADP und Ristocetin.

Von den untersuchten 58 MDS-Patienten reagierten die Thrombozyten von weniger als einem
Drittel (18 Patienten; 31%) mit normalen Aggregationsantworten (>70%) auf alle vier Agonisten
und vier Patienten (7%) lagen bei ein oder zwei Agonisten knapp unterhalb des Referenzbe-
reichs, was als leichter Defekt des Aggregationsverhalten gewertet werden kann. Insgesamt sie-
ben Patienten (12%) zeigten eine verminderte Aggregation (50% - 70%) auf mindestens einen
Agonisten. Mit 29 Patienten zeigten genau die Halfte der untersuchten MDS-Patienten eine stark
verminderte Aggregation (<50%) als Antwort auf mindestens einen Agonisten. Davon waren bei
9 Patienten ein Agonist, bei 12 Patienten zwei Agonisten und bei 6 Patienten drei Agonisten be-
troffen wahrend ein Patient auf keinen der vier Agonisten eine Aggregation >50% zeigte. Somit
zeigten insgesamt 69% der untersuchten 58 MDS-Patienten ein defektes Aggregationsverhalten
(<70%). Dieser Wert ist vergleichbar mit denen bisheriger Verdéffentlichungen zur Thrombozy-
tenaggregation bei MDS, wobei die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchte Patientenko-
horte die bis dato groBte darstellt (sieche Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4: Literaturvergleich Thrombozytenaggregation bei MDS — Teil 1

Erstautor Jahr der Verdffentlichung Untersuchte Patienten Patienten mit Aggregationsdefekt (%)
Zeidman® 1999 23 16 (70%)
Manoharan® 2002 48 35 (73%)
Girtovitis® 2007 26 21 (81%)
Frobel 2012 58 40 (69%)
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Betrachtet man die Aggregationsdefekte der MDS-Patienten als Antwort auf die verwendeten
vier Agonisten im Einzelnen unterscheiden sich die Literaturangaben zum Teil drastisch, was je-
doch an den teilweise sehr kleinen untersuchten Patientenkohorten liegen kann (siehe Tabelle
3.5). Im Mittelwert aller Verdéffentlichungen jedoch passen die von uns gemessenen Aggrega-

tionsdefekte zu den Angaben aus der Literatur.

Tabelle 3.5: Literaturvergleich Thrombozytenaggregation bei MDS — Teil 2

Eu—— . Unte.rsuchte Patienten mit Aggregationsdefekt (%)

Patienten
Lintula® 1981 14 12 (86%) X 7 (50%) 7 (50%)
Stuart® 1982 9 2 (22%) X 7 (78%) X
Pamphilon® 1984 17 7 (41%) X 0 ( 0%) 0 ( 0%)
Raman® 1989 5 4 (80%) 4 (80%) 4 (80%) X
Zeidman® 1999 23 4 (18%) 11 (48%) 13 (57%) 5 (22%)
Girtovitis® 2007 26 12 (46%) X 14 (54%) 10 (38%)
Summe 94 41 (44%) 15 (54%) @ 45 (48%) 22 (28%)
Frobel 2012 58 35 (60%) 31 (53%) 23 (40%) 12 (21%)

Tabelle 3.5 zeigt die Anzahl sowie den prozentualen Anteil der untersuchten MDS-Patienten von
sechs verdffentlichten Studien, welche Aggregationsdefekte als Antwort auf die einzelnen Ago-
nisten ausweisen. In der vorletzten Zeile sind die Mittelwerte all dieser Veréffentlichungen darge-
stellt verglichen mit den in der vorliegenden Arbeit erzeugten Ergebnissen in der letzten Zeile.
Wie den Tabellen 3.4 und 3.5 zu entnehmen ist, wird die Thrombozytenaggregation von MDS-
Patienten bereits seit Anfang der 1980er Jahre, wenn auch mit teils sehr kleinen Patientenkohor-
ten, untersucht und seitdem sind bereits Fehlfunktionen der MDS-Thrombozyten in diesem Be-
reich bekannt. So wurde in allen sechs Studien ein Aggregationsdefekt als Antwort auf eine Kol-
lagen-Stimulation der Blutplattchen festgestellt. Im Mittel waren davon etwa die Halfte der un-
tersuchten Patienten betroffen (44%). Dieser Anteil liegt in der im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit untersuchten Kohorte mit 60% deutlich héher, wobei die Aggregation von 2 Patienten mit
69,6% und 69,8% nur sehr knapp unterhalb des Referenzbereichs (>70%) liegen und nur aus
Grinden der Vergleichbarkeit mit den anderen Veréffentlichungen als Aggregationsversager ge-
wertet wurden, wahrend man klinisch bei solchen Werten noch nicht von einer defekten Aggre-
gation sprechen wiirde. Die Aggregationsantwort auf den sekundaren Stimulus Arachidonsaure
wurde von nur zwei Studien untersucht, der mittlere Anteil von Patienten mit Defekten (54%)
stimmt allerdings sehr gut mit dem in der vorliegenden Arbeit ermittelten (53%) Uberein. Die

Aggregationsantwort auf ADP-Stimulation wurde wiederum von allen Studien untersucht, wobei
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mit Ausnahme einer Studie Uberall ein groBer Anteil der Patienten Defekte aufwiesen. Im Mittel-
wert waren davon 48% aller untersuchten MDS-Patienten betroffen und somit ein héherer Anteil
als in der vorliegenden Arbeit (40%). Auch die Ristocetin-induzierte Aggregation der MDS-
Thrombozyten wurde bereits von 4 Arbeitsgruppen untersucht und ein mittlerer Anteil von 28%
der untersuchten Patienten wiesen Defekte in diesem Bereich auf. Von den in der vorliegenden
Arbeit untersuchten MDS-Patienten weist mit 21% ein kleinerer Anteil eine solch verminderte

Aggregation auf.

Funktionell gesehen reagierten MDS-Thrombozyten somit deutlich schlechter als gesunde Blut-
plattchen auf die integrin-abhangigen Agonisten Kollagen und Arachidonsdure, was die Aussa-
gen der Proteomics-Daten, Aktivierungsstudien und des Spreadingverhaltens bestdtigt und sich
ebenso in der Literatur wiederfindet. Es fand sich auch eine bereits aus der Literatur bekannte
verminderte Aggregationsantwort auf den ebenso integrin-abhangigen Agonisten ADP, wenn-
gleich auch nicht so ausgepragt wie im Falle von Kollagen und Arachidonsdure. Dies kdnnte auf
die beiden purinergen ADP-Rezeptoren P2Y; und P2Y:, zurlickzufiihren sein, von denen nur einer
direkt abhangig ist von CLIC1 (chloride intracellular channel protein 1), welches in den Proteo-
mics-Daten als das in MDS-Thrombozyten am starksten verminderte Protein ( Fold Change -6,09)
identifiziert wurde. Erst kirzlich wurde herausgefunden, dass die Abwesenheit dieses Proteins in
Mausen eine verminderte ADP-vermittelte Aggregation auslost, welche von P2Yi,, jedoch nicht
von P2Y; abhéangig ist*. Weiterhin zeigten die MDS-Thrombozyten ein ebenso in der Literatur
belegtes vermindertes Aggregationsverhalten als Antwort auf den GPIIb/IIIa-unabhéngigen Ago-
nisten Ristocetin, welcher eine Agglutination auslost anstelle einer Aggregation'’®. Diese Stérung
der Ristocetin-vermittelten Thrombozytenaggregation fallt allerdings sowohl beziiglich der Hau-
figkeit unter den MDS-Patienten als auch des Schweregrades der Stérung bei den einzelnen Be-
troffenen deutlich geringer aus, als die Stérung der integrin-abhdngigen Aggregation als Antwort
auf Stimulation mit Kollagen, Arachidonsaure und ADP. Diese trotz ihrer Unabhdngigkeit vom
GPIIb/IIIa-Signalweg verminderte Agglutination in den MDS-Thrombozyten kénnte sich in deren
in den Proteomics-Studien entdeckter verringerter Myosin-9 Konzentration begriinden, da ahnli-
che reduzierte Aggregationsantworten auf Ristocetin-Stimulation beispielsweise bei Patienten mit
MYH9-assoziierten Syndromen bekannt sind"’.

3.4 Korrelation der Ergebnisse mit klinischen Daten
Aufgrund der Aggregationsantworten der untersuchten MDS-Patienten, die sich in Schweregrad

und Agonist teilweise deutlich unterscheiden, wurde anschlieBend untersucht, ob die Aggregati-
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onsfahigkeit der Thrombozyten mit klinischen Parametern der Patienten korreliert. Dazu wurde
die Abhangigkeit der Aggregometrie-Ergebnisse von den in Tabelle 3.1 aufgeflihrten Patienten-
charakteristika (Alter, Geschlecht, WHO Subtyp, IPSS, Blastenanteil im Knochenmark, Thrombo-
zytenzahl, MPV und zytomorphologische Dysplasiezeichen der Megakaryopoiese) sowie zusatz-
lich dem Karyotyp, Blutungsereignissen und dem Ubergang in eine AML bestimmt. Die statisti-
sche Analyse per Haufigkeitstabellen und y*Test aller Parameter ergab, dass die Thrombozyten-

zahl den groBten Einfluss auf die Aggregation hat, dieser ist in Abbildung 3.23 dargestellt.
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Abbildung 3.23: Statistische Korrelation von Thrombozytenzahl und Aggregationsantwort

Abbildung 3.23 zeigt die Aggregationsergebnisse der vier getesteten Agonisten auf der y-Achse
gegen die Thrombozytenzahl jedes einzelnen der untersuchten 58 MDS-Patienten auf der x-Ach-
se. Fur jeden Patienten ist das Aggregometrie-Ergebnis als Antwort auf Kollagen, Arachidonsau-
re, ADP und Ristocetin einzeln dargestellt. Weiterhin ist der physiologische Bereich der Thrombo-
zytenzahl (150-400x10°/L) mittels zwei senkrechten sowie der Referenzbereich der Aggregome-
trie (>70%) mit einer waagerechten gestrichelten Linie markiert. Es ist deutlich zu erkennen,
dass Patienten mit niedriger Thrombozytenzahl haufiger Aggregationsdefekte aufweisen als Pati-
enten mit physiologischer oder erhéhter Thrombozytenzahl. Von den vier Patienten, welche mit
einer Thrombozytenzahl >400x10°/L untersucht wurden, zeigte ein Patient eine deutlich ernied-

rigte Aggregationsantwort auf Kollagen, ein weiterer Patient zeigte eine grenzwertig erniedrigte
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Antwort auf alle vier Agonisten. Von den 21 untersuchten Patienten mit Thrombozytenzahlen im
physiologischen Bereich wiesen 9 Patienten (43%) Aggregationsantworten <70% auf. Am hdu-
figsten traten in dieser Gruppe Defekte bei Stimulation mit Kollagen und Arachidonsaure auf
(33%, je 7 Patienten), seltener und gleichzeitig nicht so schwerwiegend bei Stimulation mit ADP
(19%, 4 Patienten) wahrend alle Patienten dieser Gruppe eine normale Aggregationsantwort auf
Ristocetin zeigten. Die gréBten Probleme bei der Aggregation zeigten sich in der Patientengrup-
pe mit Thrombozytenzahlen <150x10°/L. Von den untersuchten 33 MDS-Patienten dieser Gruppe
zeigten 26 (79%) eine defekte Aggregationsantwort auf Kollagen, 24 (73%) auf Arachidonsaure,
18 (55%) auf ADP und 12 (37%) auf Ristocetin. Die statistische Korrelation der gemessenen Ag-
gregationswerte mit der Thrombozytenzahl ergab einen cut-off bei 157x10°/L Thrombozyten
(durchgezogene senkrechte Linie). Bei MDS-Patienten mit Thrombozytenzahlen unterhalb dieses
Wertes kommt ein Aggregationsdefekt signifikant haufiger vor als bei MDS-Patienten mit hdhe-
ren Thrombozytenzahlen (77% vs. 21%, p=0,0001), obwohl die mittlere Thrombozytenzahl die-
ser Gruppe mit 89x10°/L nicht allein fir den Defekt verantwortlich gemacht werden kann und er-
neut auf einen funktionalen Defekt hinweist. Weiteren Einfluss auf das Aggregometrie-Ergebnis
der MDS-Patienten hatte deren WHO-Subtyp sowie IPSS. Wahrend Patienten mit einem MDS
del(5q) verglichen mit den anderen Subtypen eine signifikant niedrigere Inzidenz fiir den Aggre-
gationsdefekt hatten (22% vs. 61%, p=0,01), war diese bei Patienten mit einer CMML signifi-
kant erhdht (78% vs. 51%, p=0,043). Weiterhin korrelierte eine schlechtere Prognose der MDS-
Patienten in Form des IPSS mit einem groBeren Defekt in der Aggregation, so dass alle Patienten
mit IPSS ,High" den Defekt aufwiesen (p=0,01). Ebenso hatten alle Patienten, bei denen Blu-
tungsereignisse bekannt waren den Defekt, aufgrund der kleinen Anzahl dieser Patienten ergab

sich jedoch kein signifikanter Unterschied.
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4 Fazit

Von der Thrombozytenzahl unabhdngige Blutungsereignisse sind ein groBes klinisches Problem

bei MDS-Patienten’®”®, Die Existenz eines bisher nicht aufgeklarten funktionellen Defekts der
Thrombozyten konnte Blutungskomplikationen bei MDS-Patienten mit niedriger Thrombozyten-
zahl verstarken und generell das Auftreten von Komplikationen wahrend invasiver Eingriffe bei
MDS-Patienten, auch mit ausreichenden Thrombozytenzahlen, erhéhen. Seit den 1980er Jahren
wurde ein solcher Defekt anhand von Aggregometrie-Daten zwar mehrfach vermutet®®#% eg
wurde jedoch nicht aufgeklart, ob die abnormale Hamostase in MDS einem systematischen Feh-
ler bzw. einer bestimmten Thrombozyten-intrinsischen Pathologie unterliegt.

Wurden die Thrombozyten von den Megakaryozyten abgeschniirt, beinhalten sie bereits samtli-
che Proteine, welche fir ihre Funktion notwendig sind. Daher bildet die quantitative Analyse des
Thrombozytenproteoms eine ideale Methode um einen eventuell vorliegenden intrinsischen De-
fekt dieser Zellen aufzudecken, der zu einer funktionellen Einschrankung der Thrombozyten bei-
tragen konnte. Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse des Proteoms von gesunden und
MDS-Blutplattchen identifizierte insgesamt 16 Proteine mit unterschiedlichem Expressionslevel in
gesunden und MDS-Thrombozyten. Davon waren mit 14 Proteinen 88% niedriger konzentriert
als in gesunden Blutplattchen, was suggerierte, dass ein funktioneller Defekt der Thrombozyten
aus den inadaquaten Mengen dieser Proteine resultieren kénnte. Diese Hypothese wurde weiter-
hin unterstitzt von den durchgeflihrten Ingenuity Network und Pathway Analysen, welche zeig-
ten, dass ein GroBteil der niedriger exprimierten Proteine essentiell fiir die Funktion des Integrin-
Signalweges sind, dessen einwandfreie Funktion, vor allem des Integrinkomplexes am/Bs (Fibri-
nogenrezeptor), entscheidend fiir die Thrombozytenaggregation und Hamostase ist® %, Unter
den Proteinen mit niedrigerer Expression in MDS-Thrombozyten waren unter anderem Talin-1
und Kindlin-3, welche beide an die Bs-Untereinheit des Fibrinogenrezeptors binden, der Prozess,
welcher als der finale Schritt fir die Rezeptoraktivierung gilt®”%7%!%11 " Dije Proteine der Kind-
lin-Familie sowie die Schwanz-Domane von Talin-1 bilden weiterhin wichtige Verbindungen zwi-
schen der Bs-Untereinheit und den Aktinfilamenten des Zytoskeletts aus, welche notwendig fir
die Initiation der nachfolgenden Formveranderung der Thrombozyten sind*!!!, Diese beiden Si-
gnale sind absolut erforderlich flr die Thrombozytenfunktion und ein Fehlen von Talin-1 oder
Kindlin-3 wurde bereits in vivo mit einer verhinderten Integrin am/Bs-Aktivierung und einem dar-
aus folgendem Verlust der Thrombozytenkontraktions- und -aggregationsfahigkeit belegt®®%112,
Die reduzierte Expression dieser beiden Proteine sowie ihre zentrale Rolle bei der Integrinaktivie-

rung deuteten auf eine abnormale Funktion des Integrins am/Bs; in MDS-Thrombozyten hin. Ob-
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wohl die Expressionslevel verschiedener thrombozytadrer Oberflachenrezeptoren sowie die friihen
Aktivierungsstadien der MDS-Blutplattchen (Kalziumflux und Granula-Ausschittung) als Antwort
auf verschiedene Thrombozyten-aktivierende Agonisten nicht beeintrachtigt waren, zeigten die
MDS-Thrombozyten ein vermindertes inside-out-signaling dieses Integrins. Ebenso war das
Spreadingverhalten auf immobilisiertem Fibrinogen in MDS-Thrombozyten nahezu vollstandig un-
terbunden, was nicht nur von der Aktivierung des Integrins am/Bs, sondern ebenso von der
Funktion der Proteine Vinculin, Filamin-A, Aktin und Myosin-9 abhangig ist, welche in den MDS-
Thrombozyten ebenfalls niedriger exprimiert waren als in gesunden Blutplattchen. Ein Verlust
von Vinculin oder Filamin-A konnte durch shRNA-Experimente bereits als Grund fir eine redu-
zierte zytoskelettale Mechanik und vermindertes Spreadingverhalten von Zellen identifiziert wer-
den'?122127 Dje reduzierte Expression der beiden zytoskelettalen Proteine Aktin und Myosin-9
verstarkt diese Effekte noch weiter, was gleichzeitig erkldren kénnte, warum der Defekt der
MDS-Thrombozyten in den Versuchen zur Formveranderung sehr viel deutlicher zu sehen war als
in den Aktivierungsstudien des Integrins am/Bs allein. Dass die Funktionen des Integrinkomple-
xes, welche von der Talin-1 und Kindlin-3 Bindung unabhangig sind (Aktivierung des Fibrinogen-
rezeptors durch MnCl,-Stimulation'®’, Adhasion der Thrombozyten an Fibrinogen'®), in den MDS-
Thrombozyten intakt waren, deutete auf einen spezifischen Defekt des bidirektionalen Inte-
grin-signalings hin, welcher auf der reduzierten Expression essentieller Signalproteine wie Ta-
lin-1, Kindlin-3, Vinculin, Filamin-A, Aktin und Myosin-9 basiert. Dieser zeichnet ebenso verant-
wortlich fiir den Aggregationsdefekt der MDS-Blutplattchen als Antwort auf die integrin-abhangi-
gen Agonisten Kollagen, Arachidonsdure und ADP. Der ebenso aufgedeckte Agglutinationsdefekt
in der Antwort auf Ristocetin-Stimulation lasst sich nicht mit dieser defekten Integrinaktivierung
erklaren, ist jedoch, wie bereits aus Aggregationsdaten von MYH9-assoziierten Syndromen be-
kannt'’®, eng mit der reduzierten Myosin-9 Expression verbunden, welche in den MDS-Thrombo-
zyten gemessen wurde. Diese Aggregationsdefekte wurden bereits von anderen Gruppen, meist
jedoch an deutlich kleineren Patientenkohorten, fiir MDS beschrieben, konnten bis dato jedoch
nicht allein anhand der Patientencharakteristika geklart werden®®%>%_ Die in dieser Arbeit er-
zeugten Aggregometrie-Daten korrelierten mit der Thrombozytenzahl der Patienten, deren
WHO-Subtyp und IPSS und der Blutungsvorgeschichte. Insgesamt jedoch gibt die vorliegende
Arbeit die ersten molekularen Einblicke in den Thrombozytenaggregationsdefekt in MDS (ber ein

pathophysiologisches Modell, welches ein insuffizientes Integrin am/Bs Signaling beinhaltet.
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5 Ausblick

Betrachtet man den Phanotyp der MDS-Thrombozyten anhand der Ergebnisse der funktionellen

Untersuchungen, so ahnelt dieser dem von konditionellen Talin-1 oder Kindlin-3 knock-out Mau-
sen®%9112, Fs wire somit denkbar diesen mittels einer Uberexpression beispielsweise von Talin-1
zu Uberwinden - dieser Ansatz enthalt jedoch einige Schwierigkeiten. So zeigen beispielsweise
von MDS-Patienten entnommene hamatopoietische Stammzellen nach Transplantation in die
derzeit verfiigbaren Mausmodelle nur ein marginales Engraftment'””*”® und es wurde bisher auch
keine Mdglichkeit gezeigt, in diesen Mdusen humane MDS-Thrombozyten zu erzeugen. Zudem
erschwert der klonale Charakter der Myelodysplastischen Syndrome die Analyse in vitro gene-
rierter Thrombozyten. So ist es schwierig zwischen Blutplattchen, die vom MDS-Klon und vom
verbliebenen gesunden Knochenmark gebildet wurden, zu unterscheiden. Ein weiteres Problem
bildet die schlechte Aktivierbarkeit in vitro aus Stammzellen erzeugter Thrombozyten, selbst von
gesunden Spendern. AuBerdem wird die beschriebene verminderte Integrinaktivierung in MDS-
Thrombozyten zwar hauptsachlich durch die reduzierten Mengen an Talin-1 und Kindlin-3 ausge-
I6st, der funktionale Defekt dieser Blutplattchen wird jedoch wahrscheinlich durch die ebenso
verminderte Expression der anderen funktionell relevanten Proteine wie Vinculin, Filamin-A, Ak-
tin und Myosin-9 noch verstarkt. Somit stellt sich weiterhin die Frage, welches Protein sollte man

tiberhaupt fiir die Uberexpression wihlen?

Ein weiterer Ansatzpunkt, der sich durch den in der vorliegenden Arbeit gefundenen funktiona-
len Defekt der MDS-Thrombozyten ergibt, sind mdgliche Konsequenzen fiir derzeit durchgefiihrte
klinische Studien, welche den Nutzen neuer Thrombopoietin-Rezeptor Agonisten bei Myelodys-
plastischen Syndromen untersuchen. Diese die Thrombozytopoiese anregenden Peptide zeigten
bereits eine hohe Effektivitat bei Patienten mit idiopathischer thrombozytopener Purpura
(ITP)**% ynd werden derzeit auf einen potentiellen Nutzen bei MDS-Patienten untersucht. Teil
des Erfolges dieser neuen Agenzien konnte neben ihrer Fahigkeit die Thrombozytenzahl zu erh6-
hen auch eine potentielle Wirkung auf den hier beschriebenen Integrin am/Bs abhangigen
Thrombozytendefekt in MDS sein. So zeigten kirzlich veréffentlichte Daten, dass diese Agonis-
ten bevorzugt die verbliebenen gesunden hdamatopoietischen Stamm- und Progenitorzellen sti-
mulieren, wahrend sie eine pro-apoptotische Wirkung auf Zellen des malignen Klons ausiiben*®,
In diesem Kontext konnte es interessant sein Veranderungen der Thrombozytenfunktion bei
MDS-Patienten, welche diese Medikamente bekommen, zu untersuchen. Eine Studie dazu, die
wir in Zusammenarbeit mit den Herstellern des Medikaments durchfiihren werden, lauft derzeit

an.
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6 Zusammenfassung

Zusammenfassung - deutsch
Blutungskomplikationen stellen ein signifikantes klinisches Problem bei Patienten mit Myelodys-

plastischen Syndromen (MDS) dar, selbst wenn diese eine ausreichende Thrombozytenzahl
(>50x10°/L) vorweisen. Die dieser hamorrhagischen Diathese zugrundeliegende Pathophysiolo-
gie konnte bisher nicht geklart werden. In der vorliegenden Arbeit wurde das Thrombozytenpro-
teom von MDS-Patienten und gesunden Spendern mittels quantitativer zweidimensionaler diffe-
rentieller Gelelektrophorese (2D-DIGE) mit anschlieBender massenspektrometrischer Identifikati-
on untersucht. Die dabei mit verminderter Expression in MDS-Thrombozyten identifizierten Pro-
teine wie Talin-1, Kindlin-3, Vinculin, Myosin-9, Filamin-A und Aktin spielen kritische Rollen im
Integrin am/Bs Signalweg der Blutplattchen und somit in Aggregation und Hamostase. Trotz nor-
maler Expression der Agonistenrezeptoren, Kalziumflux und Granula-Ausschittung wahrend der
Aktivierung ist die Aktivierungskapazitat des Integrins am/Bs; in MDS-Thrombozyten signifikant
verringert. FRET-Analysen zeigten eine verminderte Kolokalisation von Talin-1 an die Bs-Unterein-
heit des Integrins, welche fiir die Rezeptoraktivierung und Fibrinogenbindung notwendig ist.
Weiterhin war das Spreadingverhalten der MDS-Thrombozyten auf immobilisiertem Fibrinogen
unvollstandig und Aggregometrie-Untersuchungen bestatigten einen generellen Defekt in der In-
tegrin-abhangigen Thrombozytenaggregation. Diese Daten decken somit neue molekulare
Aspekte der Pathologie eines funktionalen Thrombozytendefekts in MDS auf und deuten auf ein
insuffizientes Integrin am/Bs signaling hin, welches zur hamorrhagischen Diathese in MDS-Pati-

enten beitragt.
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Zusammenfassung - englisch

Bleeding complications are a significant clinical problem in patients with myelodysplastic syn-
dromes (MDS) even at sufficient platelet counts (>50x10°/L). However, the underlying pathology
of this hemorrhagic diathesis is still unknown. Here, we analyzed the platelet proteome of pa-
tients with MDS and normal donors by quantitative two-dimensional difference gel electrophore-
sis (2D-DIGE) followed by mass spectrometry for protein identification. Newly identified proteins
with lower concentration in MDS such as Talin-1, Kindlin-3, Vinculin, Myosin-9, Filamin-A and
Actin play critical roles in integrin am/Bs signaling and thus platelet aggregation and hemostasis.
Despite normal agonist receptor expression, calcium flux and granule release upon activation,
the activation capacity of integrin am/[; is significantly diminished in MDS platelets. FRET analy-
sis showed a reduced co-localization of Talin-1 to the integrin’s Bs-subunit, which is required for
receptor activation and fibrinogen binding. In addition, platelet spreading on immobilized fibrino-
gen was incomplete and platelet aggregation assays confirmed a general defect in integrin-de-
pendent platelet aggregation in patients with MDS. Our data provide novel aspects on the
molecular pathology of impaired platelet function in MDS, and suggest a mechanism of defective
integrin am/Bs signaling that may contribute to the hemorrhagic diathesis observed in MDS pa-

tients.
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Rinderserumalbumin bovine serum albumin

freie Kalziumionen
Kalziumdichlorid

Halbleiterphotodetektor charged-coupled-device
Differenzierungsmarker cluster of differentiation
gemeinsame lymphoide Progenitorzelle common lymphoid progenitor

Chronische Myeloische Leukamie
Chronische myelomonozytare Leukdamie
gemeinsame myeloide Progenitorzelle common myeloid progenitor
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X1V

Da
DIC
DIGE
DMF
DMS
DNA
DNMT
DTS
DTT

EPO

FAB
FC
FITC
FRET
FSC

G-CSF
GE
GMP
GP

Hb
HCCA
HCI
HDAC
HEPES
HSC
HSPC

IEF

Igx
IPG
IPSS
IS
ITP

KCl
KM
kvh

mA
MALDI
MDS
MDS-U
MEP
MFI
MgCl,
MnCIz
mol.
MOWSE
MPP
MPV

Dalton
Differentialinterferenzkontrast
Differentielle Gelelektrophorese
Dimethylformamid
demarkierendes Membransystem
Desoxyribonukleinsdure
DNA-Methyltransferase

dichtes, réhrenformiges System
Dithiotreitol

Erythropoietin

Franzdsisch-Amerikanisch-Britisch
Verhaltnis zum Ausgangsniveau
Fluoreszeinisothiocyanat

Forster Resonanz-Energie-Transfer
Vorwartsstreulicht

Granulozyten-Kolonien stimulierender Faktor

Gelelektrophorese
Granulozyten-Makrophagen-Vorlaufer
Glykoprotein

Hamoglobin
a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure
Salzsdure

Histon-Deacetylase

2-Hydroxyethyl-1-piperazinyl-ethansulfonsaure

hamatopoietische Stammzelle

hamatopoietische Stamm- & Progenitorzellen

isoelektrische Fokussierung

Immunglobulin

Immunglobulin des Typ X (X=A/D/E/G/M)
Immobilisierter pH-Gradient
Prognosesystem flir MDS-Patienten
Interner Standard

idiopathische thrombozytopenische Purpura

Kaliumchlorid
Knochenmark
Kilovoltstunde

molar (1 mol/L)
Milliampere

Matrix-assistierte Laser-Desorption/Ionisierung

Myelodysplastisches Syndrom
unklassifizierbares MDS
Megakaryozyten-Erythrozyten-Vorlaufer
mittlere Fluoreszenzintensitat
Magnesiumchlorid

Manganchlorid

molekular

Molekulargewichtssuche

Multipotente Progenitorzelle

Mittleres Thrombozytenvolumen

differential interference contrast
demarcation membran system
desoxyribonucleic acid

dense tubular system

French-American-British

Fold Change

forward scatter
granulocyte-colony stimulating factor

granulocyte/macrophage progenitor

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid
hydrochloric acid

hematopoietic stem cell
hematopoietic stem and progenitor cells

International Prognostic Scoring System

matrix-assisted laser desorption/ionisation

megakaryocyte/erythrocyte progenitor
mean fluorescence intensity

molecular weight search

mean platelet volume
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MRLC regulatorische Leichtkette des Myosin myosin regulatory light chain

MW Molekulargewicht molecular weight

n Anzahl der Wiederholungen

n/a nicht verfligbar not available

NaCl Natriumchlorid

NaHCO; Natriumhydrogencarbonat

Na,HPO, Dinatriumhydrogenphosphat

NBT Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

NH4HCO; Ammoniumbicarbonat

(NH4)H,PO4 Ammoniumphosphat, einbasig

NHS-Ester N-Hydroxysuccinimidylester

0Cs offenes kanalikulares System open canalicular system

oD optische Dichte

PA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung phosphate buffered saline

PE Phycoerythrin

pH negativer dekadischer Logarithmus potentia hydrogenii
der Wasserstoffionenkonzentration

pI isoelektrischer Punkt

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat (CssHss0s)

PMT Photoelektronenvervielfacher photomultiplier tube

PPP Thrombozyten-armes Plasma platelet poor plasma

PRP Thrombozyten-reiches Plasma platelet rich plasma

PVDF Polyvinylidenfluorid

RA Refraktare Andmie refractory anemia

RAEB Refraktdre Andamie mit Blastenexzess refractory anemia with excess of blasts

RAEB-T Refraktdare Anamie mit Blastenexzess refractory anemia with excess of blasts
in Transformation in transformation

RARS Refraktdare Andmie mit Ringsideroblasten refractory anemia with ringed sideroblasts

RARS-T Refraktdre Anamie mit Ringsideroblasten refractory anemia with ringed sideroblasts
und Thrombozytose and thrombocytosis

RCMD Refraktdre Zytopenie multilinearer Dysplasie refractory cytopenia with multilineage

dysplasia

RCMD-RS Refraktdre Zytopenie multilinearer Dysplasie  refractory cytopenia with multilineage
mit Ringsideroblasten dysplasia and ringed sideroblasts

RCUD Refraktdre Zytopenie unilinedrer Dysplasie refractory cytopenia with unilineage

dysplasia

RN Refraktdre Neutropenie

RNA Ribonukleinsaure ribonucleic acid

rpm Umdrehungen pro Minute rounds per minute

RT Raumtemperatur

RT Refraktare Thrombozytopenie

RuBP Ruthenium-tris-bathophenantrolindisulfonat

SAML sekundare Akute Myeloische Leukdmie

SDS Natriumlaurylsulfat sodium dodecy! sulfate

shRNA short hairpin RNA

SSC

Seitwartsstreulicht

side scatter
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TEMED Tetramethylethylendiamid

TOF Flugzeitanalysator time-of-flight mass analyzer

TRAP Thrombin-Rezeptor aktivierendes Peptid

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

U Einheit unit

uv Ultraviolett

\ Volt

vWF von-Willebrand-Faktor

WHO Weltgesundheitsorganisation world health organisation

WPSS WHO-associated Prognostic Scoring

Aminosauren-Einbuchstabencode

A Alanin C Cystein
G Glycin H Histidin
M Methionin N Asparagin
S Serin T Threonin

D Aspartat
I Isoleucin
P Prolin
V Valin

System

E Glutamat F Phenylalanin
K Lysin L Leucin
Q Glutamin R Arginin

W Trytophan Y Tyrosin




Anhang XVII

Danksagung

Allen voran méchte ich Dr. med. Akos Czibere flir die interessante Themenstellung und die an-
dauernde sehr gute Betreuung dieser Arbeit danken sowie flr seine stete Diskussionsbereit-
schaft und die Anregungen wahrend der gesamten Zeit, selbst nach seinem Weggang aus

Deutschland.

Mein Dank gilt weiterhin Prof. Dr. med. Rainer Haas flir die gute Zusammenarbeit, die vielseiti-
gen Anregungen und fortwahrende Unterstlitzung meiner Arbeit sowie die Begutachtung meiner

Dissertation.

Ebenso danke ich Prof. Dr. rer. nat. William Martin als Vertreter der Mathematisch-Naturwissen -

schaftlichen Fakultit fiir die Ubernahme des Korreferats.

Dr. rer. nat. Stefan Lehr danke ich fiir die engagierte Betreuung, die zahlreichen anregenden Ge-

sprache und die groBe Unterstitzung der Proteomics-Untersuchungen dieser Arbeit.

Ein besonderer Dank gilt Prof. Dr. med. Ulrich Germing und Dr. med. Andrea Kiindgen fir ihre
stetige Hilfe bei der Probenakquise und ihre umfassende Unterstiitzung dieser Arbeit in allen Be-

langen.

Ein weiterer ganz lieber Dank geblihrt Dr. rer. nat. Sonja Hartwig, welche mir mit ihrem Wissen
in allen Fragen zu Proteomics und auch allgemein in allen Lebenslagen hilfsbereit zur Seite

stand.

Weiterhin mdchte ich mich bei Dr. med. Thomas Schroeder und Dr. med. Ingmar Bruns fir ihre
Betreuung im Hamatologischen Forschungslabor sowie standige Hilfsbereitschaft und anregende

Diskussionen bedanken.

Weiterer Dank gilt Dr. med. Johannes Fischer flir die tatkraftige Unterstitzung der durchflusszy-

tometrischen Untersuchungen und statistischen Auswertungen.

Ein weiteres herzliches Dankeschon gilt Annemarie Koch und Waltraud Passlack fir ihre tatkrafti-

ge Unterstlitzung und gute Laune im Laboralltag.

Fir die hervorragende Zusammenarbeit, die sehr gute Arbeitsatmosphare liber den gesamten
Zeitraum dieser Arbeit und die standige Unterstiitzung gilt mein Dank Ron-Patrick Cadeddu, Se-
bastian Biist, Stefanie Geyh, Carolin Brings, Matthias Wilk, Sabine Uberschaer, Daniela Briinnert

sowie allen Mitarbeitern der Klinik fir Himatologie.

Herzlich gedankt sei an dieser Stelle nicht zuletzt meiner Familie, meinen Freunden und vor al-

lem Jan, die mich wahrend der gesamten Zeit unterstiitzt haben.




Anhang XVIII

Eidesstattliche Versicherung

Ich versichere an Eides Statt, dass die Dissertation von mir selbststéandig und ohne unzuldssige
fremde Hilfe unter Beachtung der ,Grundsdtze zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis an
der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf" erstellt worden ist.

Julia Frobel, November 2012




Anhang XIX
Lebenslauf

Name Frobel

Vorname Julia

Geburtsdatum 12. November 1983

Geburtsort Erfurt

Staatsangehorigkeit deutsch

Schulbildung

1990 — 1994 Staatliche Grundschule Apfelstadt

1994 - 2002 von-Blilow-Gymnasium Neudietendorf

Hochschulstudium

2002 - 2008 Studium der Molekularen Biotechnologie, Universitat Bielefeld
Abschluss: Diplom
2008 - 2012 Naturwissenschaftliche Promotion

Publikationen

Klinik fir Hdmatologie, Onkologie und klinische Immunologie
Universitatsklinikum Dusseldorf
Abschluss: Dr. rer. nat.

Frobel J, Lehr S, Haas R, Czibere A. Mass spectrometry-based proteomics and its potential use
in haematological research. Arch Physiol Biochem. 2009; 115(5): 286-97. Review.

Frobel J, Hartwig S, Passlack W, Eckel ], Haas R, Czibere A, Lehr S. ProteoMiner™ and SELDI-
TOF-MS: a robust and highly reproducible combination for biomarker discovery from whole
blood serum. Arch Physiol Biochem. 2010; 116(4-5): 174-80.

Singh R, Cadeddu RP, Frobel 3, Wilk CM, Bruns I, Zerbini LF, Prenzel T, Hartwig S, Briinnert D,
Schroeder T, Lehr S, Haas R, Czibere A. The non-steroidal anti-inflammatory drugs Sulindac sul-
fide and Diclofenac induce apoptosis and differentiation in human acute myeloid leukemia cells
through an AP-1 dependent pathway. Apoptosis. 2011; 16(9): 889-901.

Singh R, Frobel J, Cadeddu RP, Bruns I, Schroeder T, Brinnert D, Wilk CM, Zerbini LF, Haas R,
Czibere A. The novel compound OSI-461 induces apoptosis and growth arrest in human acute
myeloid leukemia cells. Ann Hematol. 2012; 91(2): 173-81.




Anhang XX

Bruns I, Cadeddu RP, Brueckmann I, Frobel J, Geyh S, Bust S, Fischer JC, Roels F, Wilk CM,
Schildberg FA, Hunerlitirkoglu AN, Zilkens C, Jager M, Steidl U, Zohren F, Fenk R, Kobbe G,
Brors B, Czibere A, Schroeder T, Trumpp A, Haas R. Multiple myeloma-related deregulation of
bone marrow-derived CD34+ hematopoietic stem and progenitor cells. Blood. 2012; 120(13):
2620-30.

Froebel J, Hartwig S, Aivado M, Bruns I, Germing U, Kobbe G, Kuendgen A, Eckel ], Lehr S,
Haas R, Czibere A. Proteome analysis of platelets from patients with myelodysplastic syndrome
shows low expression of proteins required for GPIIb/IIIa function and platelet aggregation. Leuk
Res. 2009; 33 (Suppl. 1): S40. Abstract C015.

Czibere AG, Frobel J, Hartwig S, Cadeddu R-P, Wilk M, Bruns I, Bist S, Kobbe G, Kiindgen A,
Eckel J, Lehr S, Haas R. Platelets derived from patients with myelodysplastic syndromes (MDS)
show defective platelet aggregation and integrin am; receptor (GPIIb/IIIa) signaling caused by
a reduced expression of proteins required for inside-out signaling. Blood. 2009; 114(22): 248.
Abstract 598.

Frobel J, Hartwig S, Cadeddu R-P, Wilk CM, Bruns I, Bust S, Schroeder T, Kiindgen A, Germing
U, Eckel J, Lehr S, Haas R, Czibere A. Platelets from patients with myelodysplastic syndrome
have a systematic integrin ampP; activation defect that leads to impaired platelet spreading and
aggregation. Onkologie. 2011; 34 (Suppl. 6): S7. Abstract V66.

Frobel J. Proteomanalysen bei Myelodysplastischen Syndromen. Tumor Diagnostik und Thera-
pie. 2012; 33(7): 369.

Frobel J, Kiindgen A, Haas R, Lehr S, Czibere A. Advancing MDS research by proteome ana-
lyses. Onkologie. 2012; 35 (Suppl. 6): S1. Abstract V35.




