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Zusammenfassung 

Das Zusammenspiel von Neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten wurde 

in den letzten Jahren ausgiebig erforscht und hat unter anderem zu dem Konzept 

der Immunothrombose geführt.  

Auf Ebene der thrombozytären Vorläuferzellen, der Megakaryozyten, wurde die 

Emperipolesis beschrieben: eine Sonderform der Zell-Zell-Interaktion, bei der 

Neutrophile Granulozyten in die Megakaryozyten eindringen und sie durchwan-

dern, wobei beide Zellen intakt und vital bleiben. Dieses Phänomen ist noch un-

vollständig verstanden, findet sich jedoch bei verschiedenen Pathologien gestei-

gert, so auch bei einem vermehrten Bedarf an Thrombozyten.  

Dies führte uns zu der Hypothese, dass die Interaktion von Neutrophilen Gra-

nulozyten mit Megakaryozyten möglicherweise die Thrombopoese beeinflusst.  

 

In dieser Arbeit konnten wir die Emperipolesis im murinen Modell beobachten 

und verifizieren, dass eine Antikörper-induzierte Thrombopenie ihr Auftreten stei-

gert. Zur weiteren Analyse konnten wir erfolgreich eine Co-Kultur aus primären 

Megakaryozyten und Neutrophilen Granulozyten in vitro etablieren. Im Vergleich 

mehrerer Protokolle zeigte die Isolation aus fetalen Leberzellen (anders als posi-

tive bzw. negative Selektion) als einzige eine funktionsfähige Thrombopoese.  

Mittels Videomikroskopie konnten wir eine physische Interaktion der Neutrophi-

len Granulozyten mit den Megakaryozyten beobachten, die vorwiegend an den 

langen Pro-Plättchen bildenden Ausläufern stattfand. Histomorphologische Aus-

wertungen zeigten einen signifikanten Anstieg der Pro-Plättchen-formenden Me-

gakaryozyten in Anwesenheit von Neutrophilen. Zur weiteren Analyse etablierten 

wir eine durchflusszytometrische Methode, um die entstehenden Pro-Plättchen 

und Plättchen anhand ihres doppelt-positiven Signals für CD41 / CD42d trotz ih-

rer heterogenen Größe zu quantifizieren. Unsere Methode validierten wir mit 

Sphingosin-1-phosphat (S1P), welches vorbeschrieben die Bildung und Ab-

schnürung von (Pro-)Plättchen steigert, und fanden ebenfalls einen signifikanten 

Anstieg der Thrombopoese in Anwesenheit von Neutrophilen Granulozyten.  

 

Zusammenfassend konnten wir erfolgreich eine Co-Kultur aus primären Megaka-

ryozyten und Neutrophilen Granulozyten in vitro etablieren und an diesem Modell 

die physische Interaktion von Neutrophilen mit Megakaryozyten beobachten, so-

wie eine Steigerung der Thrombopoese nachweisen.  

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass Neutrophile Granulozyten in bisher unbe-

kannter Funktion zur Thrombopoese beitragen. Die etablierten Modelle und Me-

thoden bilden eine Grundlage für weitere Studien zu diesem Phänomen. 
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1. Einleitung 

1.1 Hämatopoese 

Die Hämatopoese (griech. haimatos „Blut“, poiesis „Schöpfung“) bezeichnet so-

wohl die Blutbildung im Allgemeinen als auch die spezielle Ausreifung in die ver-

schiedenen Zelllinien des Blutes. 

Das Blut gewährleistet die Versorgung aller Organe mit Nährstoffen, verbindet 

diese untereinander über Botenstoffe und bildet einen essenziellen Teil des Im-

munsystems. Über die Hälfte des Bluts besteht aus dem flüssigen Blutplasma 

(ca. 55 %) und darin gelösten Proteinen, den kleineren Anteil bilden die Blutzellen 

(ca. 45 %), die auch Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind. Im menschlichen 

Körper werden bis zu einer halben Billion (4-5 x 1011) Blutzellen pro Tag gebildet, 

wobei die Lebensspanne von wenigen Stunden bei Granulozyten, bis zu mehre-

ren Monaten für Erythrozyten und sogar mehreren Jahren für lymphatische Ge-

dächtniszellen betragen kann.1  

Vorgeburtlich beginnt die Blutbildung im Dottersack und in der Plazenta, findet 

im Verlauf überwiegend in der fetalen Leber und Milz statt und nach der Geburt 

nur noch im Knochenmark.2 Dieses besteht beim Neugeborenen vollständig aus 

dem roten (= blutbildenden) Knochenmark, welches mit fortschreitendem Alter 

durch das gelbe (= nicht-blutbildende, fetthaltige) Knochenmark ersetzt wird.3 

Beim Erwachsenen findet die Hämatopoese nur noch in den Epiphysen der lan-

gen Röhrenknochen und im Achsenskelett statt.  

 

1.1.1 Pluripotente Stammzellen 

Die Pluripotenz (lat. plus „mehr“, potentia „Kraft“) bezeichnet die Fähigkeit von 

Stammzellen, sich zu einer Vielzahl verschiedener Zellen zu entwickeln.  

Grundlage der Blutbildung sind die pluripotenten hämatopoetischen Stammzel-

len (HSCs, engl. hematopoietic stem cells), welche über ihre besondere Fähigkeit 

zur fortwährenden Selbsterneuerung und die Möglichkeit zur weiteren Differen-

zierung in verschiedene Blutzellen definiert sind.4  

Mit unter 0,01 % der kernhaltigen Zellen des Knochenmarks sind die HSCs aus-

gesprochen selten, stellen jedoch lebenslang die alleinige Herkunft für alle zirku-

lierenden Blutzellen dar.1 Durch das Potenzial der Selbsterneuerung mit unbe-

grenzt häufiger identischer Zellteilung sind sie in der Lage, das gesamte Kno-

chenmark langfristig zu repopulieren, z.B. im Rahmen einer Stammzelltransplan-

tation.5,6  
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Das klassische Modell der Hämatopoese postuliert eine hierarchisch abstei-

gende Differenzierung mit HSCs an der Spitze.1 Bereits auf Ebene der Progeni-

torzellen geschieht eine Aufteilung in die myeloische oder lymphatische Zell-

reihe.7 Diese differenzieren weiter zu Precusorzellen und beginnen definierte 

Granula und Oberflächenmarker zu bilden, um letztlich als ausgereifte Effektor-

zellen in den Blutpool zu wandern.  

 

Im Gegensatz hierzu werden die HSCs selbst durch das Fehlen spezieller Lini-

enmarker (lin-) charakterisiert. Zwar wird u.a. CD34 stark auf HSCs exprimiert, 

findet sich jedoch auch auf differenzierten Zellen und wird nur langsam im Verlauf 

herunterreguliert.8 Als weitere Marker sind Sca-1 (engl. stem cells antigen 1) bzw. 

c-Kit (auch: SCFR, engl. stem cell growth factor receptor, CD117) beschrieben, 

die jedoch ebenfalls weiterhin auf Progenitorzellen enthalten sind.9 

 

 

Abbildung 1.1: Hierarchie der hämatopoetischen Differenzierung. Stammzellen differenzieren stufenweise über Pro-

genitorzellen und Precusorzellen weiter zu reifen Zellen, welche als Effektorzellen unterschiedliche Funktionen im Blut 

übernehmen. Übersicht der wichtigsten Transkriptionsfaktoren (schwarz, oberhalb der Pfeile) und löslichen Faktoren 

(blau, unterhalb der Pfeile). (Aus: Suttorp et al.10, mit freundlicher Genehmigung des ABW Wissenschaftsverlages) 

 

Zusätzlich zu dem hierarchischen Modell konnten neuere Untersuchungen auch 

teilweise eine Konversion zwischen den differenzierten Precusorzellen in jeweils 
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andere Zellreihen oder die direkte Bildung reifer Zellen aus HSCs mit dem Über-

springen mehrerer Zwischenstufen zeigen.11,12  

 

Das Gleichgewicht der Hämatopoese ist essenziell, da eine Fehlregulation zu 

myeloproliferativen Erkrankungen oder Leukämien führen kann.13 Die Differen-

zierung wird reguliert durch ein komplexes Zusammenspiel (Abbildung 1.1, im 

Folgenden näher erläutert) aus einerseits zell-intrinsischen Regulatoren (wie 

Transkriptionsfaktoren, epigenetischen Modulatoren und molekularen Signalwe-

gen), andererseits durch zell-extrinsische Faktoren (wie weit entfernt freigesetzte 

Hormone oder neurale Signale), sowie durch Interaktion mit der lokalen Mikro-

umgebung der Knochenmarkstruktur selbst, der sogenannten Stammzellnische. 

 

1.1.2 Stammzellnischen 

Das Konzept einer „Stammzellnische“ wurde bereits 1978 von Schofield14 postu-

liert und ist seit mehreren Jahren Gegenstand intensiver Forschung.  

Die spezielle Architektur der Knochen bildet ein von Stromazellen und Osteo-

blasten gestütztes trabekuläres Netzwerk, das mit nervalen und vaskulären Lei-

tungsbahnen durchzogen ist, über welche die ausgereifte Blutzellen in den Kör-

perkreislauf gelangen; den Knochen selbst umgibt als Knochenhaut das Periost, 

welches noch stärker von Gefäßen und Nerven durchzogen ist.13  

HSCs finden sich vorwiegend im Randbereich der Knochen in der „endostalen 

Nische“.15 Für den Erhalt der HSCs haben sich vornehmlich die Zytokine 

CXCL1216,17 (auch: SDF1, engl. stromal cell-derived factor 1) als Ligand für 

CXCR4, sowie SCF18,19 (engl. stem cell factor) für SCFR bzw. c-Kit etabliert.  

 

Je nach weiterer Differenzierung wandern die Zellen in weiter zentral gelegene 

„perivaskuläre Nischen“, so finden sich z.B. lymphoide Progenitorzellen vorwie-

gend um die schmalen Arteriolen20,21 und Megakaryozyten um die breiteren ve-

nösen Sinusoide,21,22 um dort ihre Effektorzellen in die Blutbahn abzugeben. 

Mesenchymale Vorläuferzellen (MSC, engl. mesenchymal stem cells) umhüllen 

die Gefäße und bilden wichtige Faktoren wie CXCL12 und SCF, aber auch das 

Interleukin 7 (IL-7) und VCAM-1 (engl. vascular adhesion molecule 1).23,24 

Zusätzlich reichen sympathische Nervenfasern entlang der Arteriolen bis tief in 

das Knochenmark und sind ebenfalls an der Regulation der HSCs beteiligt, z.B. 

über CXCL12 oder direkte β2-Adrenoreptoren.25,26  

 

Die multifaktoriellen Einflüsse der Hämatopoese sind weiterhin nur unvollständig 

verstanden. Die vorliegende Arbeit soll hierbei die Rolle der Interaktion zwischen 
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zwei speziellen Blutzellen untersuchen: den Megakaryozyten und den Neutrophi-

len Granulozyten.  

 

1.1.3 Megakaryozyten 

Mit Durchmessern von 50-100 µm und ~0,01 % der Population gehören Megaka-

ryozyten zu den seltensten und größten kernhaltigen Zellen im Knochenmark,27 

woher auch ihr Name stammt (griech. megas „groß“, karyon „Kern“, kytos, „Höhle“ 

bzw. „Zelle“). Als hochspezialisierte Vorläuferzelle kann jede einzelne davon tau-

sende Blutplättchen hervorbringen,28,29 was vorwiegend im Knochenmark ge-

schieht, jedoch auch im peripheren Blutstrom30 oder in der Lunge31 beschrieben 

wurde. Megakaryozyten entstehen aus HSCs über die myeloiden Progenitorzel-

len (MPC, engl. myeloid progenitor cell) und weiter über die gemeinsamen Meg-

akaryozyten-Erythrozyten-Vorläuferzellen (MEP, engl. megakaryocyte-eryth-

rocyte progenitors) aus den Megakaryozyten-Vorläuferzellen (Abbildung 1.1).11 

 

Wichtigster Treiber ist das Hormon Thrombopoetin (TPO) über den Megakaryo-

zyten-spezifischen Rezeptor c-Mpl (engl. myeloproliferative leukemia protein, 

CD110).32–35 TPO wird vorwiegend in der Leber36,37 synthetisiert, zu kleineren 

Anteilen auch direkt im Knochenmark38 oder in den Nieren39. Die Regulation ge-

schieht unter physiologischen Bedingungen über die irreversible Bindung von 

TPO an c-Mpl auf Thrombozyten, so dass bei reduzierter Thrombozytenzahl der 

TPO-Spiegel im Blut entsprechend ansteigt.40 Ebenfalls konnte gezeigt werden, 

dass alternde und somit desialylierte Blutplättchen über den Ashwell-Morell Re-

zeptor (AMR) in der Leber geklärt werden und über den JAK2/STAT3-Weg die 

mRNA-Expression für TPO steigern.41 Auch unter inflammatorischen Bedingun-

gen zeigt sich ein durch IL-6 ausgelöster TPO-Anstieg mit entsprechend gestei-

gerter Plättchenproduktion.42,43 

 

Obwohl TPO-/- bzw. c-Mpl-/- Knock-out Mäuse eine ausgeprägte Thrombopenie 

mit nur noch 10 % der Thrombozyten zeigen, können die verbleibenden Megaka-

ryozyten weiter funktionsfähige Blutplättchen produzieren.44–46 Die Thrombopo-

ese kann temporär durch die Megakaryozyten-aktiven Zytokine CXCL12 / SDF1 

und FGF-4 wiederhergestellt werden, wobei IL-6 und IL-11 keinen Effekt zeigen, 

da diese lediglich die TPO-Sekretion anregen.47 

 

Dies bestärkt, dass TPO und c-Mpl eine essenzielle Funktion in der Megakaryo-

poese besitzen, jedoch weitere Faktoren für die finale Thrombopoese verantwort-

lich sein müssen. 
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Die Transkriptionsfaktoren GATA-1 und FOG (engl. friend of GATA-1) spielen 

eine wichtige Rolle in der Ausreifung der Megakaryozyten, ihre Abwesenheit re-

sultiert in unausgereiften Megakaryozyten, sowie einer deutlichen Thrombopenie 

und insuffizienten Thrombozyten mit unzureichender Granula.48–50 Der Knock-

out von NF-E2 (engl. nuclear factor, erythroid 2) führt im Mausmodell zu tödlicher 

Thrombopenie, obwohl die Megakaryozyten selbst scheinbar normal ausreifen.51 

Auffällig ist jedoch das Fehlen des zytoskelettalen β1-Tublin52 in Megakaryozyten 

und Blutplättchen, sowie der Verlust von Thromboxan53 in der Granula. 

 

Im Verlauf der Differenzierung bilden die Megakaryozyten unter dem Einfluss von 

TPO und Transkriptionsfaktoren wichtige Oberflächenproteine aus, insbeson-

dere sogenannte Integrine, welche Zell-Adhäsionen vermitteln können.54 So bil-

det z.B. Integrin β3 (CD61) gemeinsam mit Integrin αIIb (CD41) das Glykoprotein 

GPIIb/IIIa, welches Fibrinogen binden und in die Zelle aufnehmen kann.55 Wei-

tere Glykoproteine sind z.B. GPIb (CD42) als Teil GPIb-IX-V-Komplexes, welcher 

auch als von-Willebrand-Faktor-Rezeptor (vWF-R) bezeichnet wird, da er bei der 

Blutstillung als Bindestelle für den von-Willebrand-Faktor (vWF) dient – sein Ver-

lust bewirkt jedoch zusätzlich eine unzureichende Pro-Plättchen-Formation, wie 

z.B. im Bernard-Soulier Syndrom sichtbar wird.56,57 

 

1.1.4 Thrombopoese 

Äquivalent zur Hämatopoese beschreibt die Thrombopoese die Bildung von 

Thrombozyten aus Megakaryozyten. Eine der wichtigsten Fähigkeiten der Meg-

akaryozyten ist die Endomitose: die mehrfache Verdopplung des haploiden Chro-

mosomensatzes ohne Zellteilung.58 Somit entsteht ein multilobulär gelappter 

Kern (Polyploidie), der bis zum 128n-Stadium reichen kann, wobei 16n das häu-

figste Stadium ist.59 Dies gewährleistet die metabolische Leistungsfähigkeit für 

die enorme Anzahl benötigter Zellorganellen, Proteine und Granula für die zu 

produzierenden Plättchen.60  

 

Die Polyploidie begünstigt die Bildung des Demarkations-Membransystems  

(DMS, engl. demarcation membrane system), eines labyrinthartig verschlunge-

nen Netzes aus Membranen und Zisternen, das durch Einstülpung der äußeren 

Zellmembran entsteht und die benötigten Oberflächenmembranen für die Viel-

zahl der entstehenden Pro-Plättchen und Plättchen bildet.61–64 

 

Durch eine ausgedehnte Reorganisation des Zytoskeletts transformieren Meg-

akaryozyten über mehre Stadien zu Plättchen, wobei die wichtigsten Proteinbau-

steine Tubulin und Aktin bilden.28 Mikrotubuli sind hohle Röhren aus α- und β-
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Tubulin (negativ bzw. positiv geladen), die sich durch kontinuierlichen Auf- und 

Abbau verformen können und so die Ausdehnung und Polarisation der Zellen mit 

der Bildung von Pseudopodien ermöglichen (Abbildung 1.2, A-C).52 Unter dem 

Einsatz von zytoplasmatischem Motorprotein Dynein gleiten die Mikrotubuli an-

einander und bilden lange Pro-Plättchen aus.65 F-Aktin und sein Motorprotein 

Myosin bewirken die Biegung und Verzweigung der Pro-Plättchen (Abbildung 

1.2, D)  und sind insbesondere in den anschwellenden Enden der Zellausläufer 

zu finden (vgl. auch Konfokalmikroskopie, Abbildung 3.10).66–68 Ebenfalls über 

Mikrotubuli-basierten Transport gelangen die benötigen Zellorganelle und Gra-

nula in die Pro-Plättchen.69 Final kommt es zu der Abschnürung der kernlosen 

Pro-Plättchen und dem Ausscheiden der Zellkerne (Abbildung 1.2, E). 

 

 

Abbildung 1.2: Differenzierung von Megakaryozyten zu Plättchen. Schematische Übersicht der stufenweisen Diffe-

renzierung von unreifen Megakaryozyten (A) zu freigesetzten Plättchen (E): (B) Während der Endomitose geschieht die 

zytoplasmatische Reifung und Ausdehnung, mit der massiven Bildung von Zellorganellen. Die Anordnung der Mikrotubuli 

beginnt ausgehend von den Zentrosomen. (C) Vor dem Beginn der Pro-Plättchen-Formation bauen sich die Zentrosome 

ab und die Mikrotubuli wandern zum Zellkortex. Die Ausbildung von Pseudopodien beginnt. (D) Das Gleiten von überlap-

penden Mikrotubuli treibt die Ausdehnung der Pro-Plättchen voran. Zellorganellen werden in die sich verzweigenden 

Ausläufer geschleust. (E) Das gesamte Zytoplasma der Megakaryozyten wird in Pro-Plättchen umgewandelt, die aus der 

Zelle freigesetzt werden und im weiteren Verlauf finale Plättchen bilden. Die verbliebenen Zellkerne werden ausgeschie-

denen. (Übersetzt aus: Patel et al.,28 mit freundlicher Genehmigung, erteilt durch Copyright Clearance Center, Inc.) 

 

Diese Abschnürungen (engl. shedding) konnten in vitro65,66,70 und in vivo29,71,72 

beobachtet werden, letzteres erstmals 2007 durch Junt et al. mittels intravitaler 

Multiphotonenmikroskopie in der Schädelkalotte von Mäusen. Hierbei entstehen 
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diskoidale und hantelförmige Fragmente, die mit 3-10 µm noch doppelt- bis 

sechsfach so groß wie Plättchen sind und auch als Plättchen-assoziierte Frag-

mente oder Prä-Plättchen bezeichnet werden.70 Die weitere Ausreifung und Tei-

lung in einzelne Plättchen geschieht mutmaßlich im Blutstrom30 unter Scherkräf-

ten,71,73,74 wurde aber auch vereinzelt z.B. in der Lunge31 beschrieben. 

Während die Plättchen-Formation in vitro in alle Richtungen geschieht,66,70 findet 

der Prozess in vivo gerichtet zu den Sinusoiden hin statt. Diese gezielte Ausrich-

tung wird unter anderem durch S1P (Sphingosin-1-phosphat) über den Rezeptor 

S1PR1 auf Megakaryozyten zytotaktisch vermittelt, welcher auch das Ab-

schnüren der Vorläufer-Plättchen in die Blutbahn verstärkt.71  

 

Es konnte gezeigt werden, dass die bloße Translokation von Megakaryozyten-

Vorläuferzellen in die Nähe der Sinusoide die Ausreifung beschleunigt.47 Dies 

legt die Vermutung nahe, das eine direkte Zell-Zell-Interaktion Einfluss auf die 

Ausreifung hat: außerhalb der komplexen dreidimensionalen Struktur des Kno-

chenmarks ist die Thrombopoese in vitro zwar genauso möglich, jedoch deutlich 

verlangsamt.75 Die Thrombopoese wird gefördert durch CXCL12 und FGF-4 

(engl. fibroblast growth factor 4), welche die Expression der Adhäsionsmoleküle 

VLA-4 (engl. very late antigen-4) auf Megakaryozyten und der entsprechenden 

Bindestelle VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion protein 1, CD106) auf perivas-

kulären Endothelzellen steigern.76,77 Die Unterbrechung dieser direkten VE-

Cadherin (engl. vascular endothelial cadherin, CD144) mediierten Zell-Zell-Kon-

takte führt dazu, dass die vaskuläre Nische nicht mehr in der Lage ist, die Meg-

akaryozyten-Reifung zu unterstützen und den Weg in den Blutstrom zu leiten.47 

 

Unter inflammatorischen Bedingungen kann es akut zum hohen Verbrauch von 

Thrombozyten und konsekutiv kurzfristiger Thrombopenie kommen.78,79 Hier 

konnte einerseits gezeigt werden, dass die notfallmäßig beschleunigte Bildung 

von Megakaryozyten direkt aus entsprechend vorgeprägten HSCs über post-

transkriptionelle Modifikation ohne Zwischenstufen möglich ist, aus sogenannten 

Stammzell-ähnliche Megakaryozyten-Progenitorzellen (engl. stem-like megakar-

yocyte committed progenitors, SL-MkPs).80  Nishimura et al. beschreiben eben-

falls einen alternativen Weg, der über inflammatorisches IL-1α zur schnellen 

„Ruptur“ der Megakaryozyten mit sofortiger Freisetzung von Plättchen in die Si-

nusoide führt und kurzfristig eine zwanzigfache Steigerung der Thrombozyten-

Produktion ermöglicht.72 
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1.1.5 Thrombozyten 

Die Thrombozyten (griech. thrombos „Klumpen“, kytos, „Zelle“) gehören mit 1-3 

µm zu den kleinsten Zellen im Körper und dienen primär der Blutstillung (Hä-

mostase).81 Im Ruhezustand haben sie eine bikonvexe Form und werden des-

halb auch als Blutplättchen bezeichnet. Bei Aktivierung verformen sie sich und 

bilden zahlreiche fingerförmige Pseudopodien aus und verkleben sich unter dem 

Einfluss von Gerinnungsfaktoren zu Thromben, um geschädigte Gefäße zu ver-

schließen.81,82 

Im menschlichen Blut zirkulieren etwa eine Billion (1012) Thrombozyten, was bei 

ca. 5 Liter Blutvolumen einer durchschnittlichen Thrombozytenzahl von 150.000-

450.000/µl entspricht. Wenn man die durchschnittliche Lebensdauer der Blut-

plättchen von nur 8-10 Tagen betrachtet und das ungefähr ein Drittel als Reser-

voir in der Milz gespeichert werden, so muss ein erwachsener Mensch täglich 

100 Milliarden (1011) neue Thrombozyten bilden.83,84 

 

Bei Säugetieren verfügen die Thrombozyten über keinen Zellkern mehr.85 Dies 

bedeutet, dass sie selbst keine Transkription betreiben können und somit fast 

vollständig auf den von Megakaryozyten vorab gebildeten Vorrat an Proteinen 

und Granula angewiesen sind. In geringem Umfang können sie über mitgege-

bene mRNA noch eine begrenzte Proteinbiosynthese betreiben.86,87 

 

Zu ihren wichtigsten Oberflächenmarkern gehört der bereits angesprochene 

vWF-Rezeptor (auch: GPIb-IX-V-Komplex, CD42).88 Bei Schädigungen der Ge-

fäßwand wird vWF aus Weibel-Palade-Körperchen frei, über den die Thrombozy-

ten mit ihrem vWF-Rezeptor an subendotheliales Kollagen binden können und 

aus ihrer α-Granula weiteren vWF ausstoßen. Dies führt zur Konformationsände-

rung der Plättchen und der Sekretion von ADP (Adenosindiphosphat), welches 

über ihren P2Y12-Rezeptor weitere Thrombozyten rekrutiert und aktiviert. Parallel 

aktiviert der subendotheliale Gewebefaktor (engl. tissue factor, Gerinnungsfaktor 

III) den Gerinnungsfaktor VII zu VIIa, welcher als Serinprotease weitere Gerin-

nungsfaktoren aktiviert. Der auf den Plättchen aktivierte GPIIb/IIIa-Rezeptor er-

möglicht zusammen mit den weiteren Gerinnungsfaktoren (I-XIII) über deren 

Endprodukt Fibrin die Quervernetzung der Thrombozyten und die Stabilisierung 

des Thrombus (Abbildung 1.3).81,89 
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Hämostase. Zelluläre Blutplättchen und lösliche Gerinnungsfaktoren 

agieren hierbei in engem Zusammenspiel, um Blutgerinnsel zum Wunderverschluss zu bilden. Bei einer Gefäßverletzung 

wird u.a. subendothelialer von-Willebrand Faktor (vWF) frei, der Thrombozyten aktiviert und anheften lässt. Ebenfalls wird 

Gewebefaktor (Gerinnungsfaktor III) frei, der den im Blut befindlichen Gerinnungsfaktor VII zu VIIa aktiviert, welcher als 

Serinprotease die Kaskade der weiteren Gerinnungsfaktoren anstößt. Über mehrere Zwischenschritte erfolgt in der ge-

meinsamen Endstrecke die Aktivierung von Fibrinogen zu Fibrin, welches das entstanden Netz aus aktivierten Throm-

bozyten zum finalen Thrombus verfestigt. (Aus: Engelmann et al.,90 mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature) 

 

Niedere Wirbeltiere (z.B. Vögel, Reptilien und Fische) besitzen keine eigenen 

kernlosen Thrombozyten, sondern kernhaltige Hämozyten. Diese ähneln den 

Makrophagen der Säugetiere und erfüllen Aufgaben des Immunsystems über 

Toll-like Rezeptoren (TLR), Phagozytose und antimikrobakterielle Peptide, ge-

währleisten jedoch ebenfalls die Gerinnung und Wundverschluss.91,92 Dies zeigt 

evolutionsbiologisch eine Verbindung zwischen Gerinnungs- und Immunsystem, 

welche in den letzten Jahren auch bei höheren Wirbeltieren immer weiter er-

forscht wurde.92  

 

So konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten ebenfalls zur angeborenen Im-

munabwehr beitragen und z.B. über den vWF-Rezeptor und GPIIb/IIIa Bakterien 

binden können.93,94 Zusätzliche exprimieren sie eine ganze Reihe von Toll-like 

Rezeptoren,95 von denen insbesondere TLR4 bei der Erkennung von Bakterien 

anhand von Lipopolysacchariden (LPS) beteiligt ist.96,97  

Blutplättchen werden generell als erste Zellen bei Gewebeschäden aktiviert und 

rekrutieren ihrerseits Immunzellen, wie z.B. Dendritische Zellen und insbeson-

dere Neutrophile Granulozyten.94 
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1.1.6 Neutrophile Granulozyten 

Die Neutrophilen Granulozyten gehören zum unspezifischen angeborenen Im-

munsystem und stellen beim Menschen mit ca. 50-70 % den größten Teil der 

zirkulierenden Leukozyten. Ihr Namen leitet sich von dem Vorhandensein zahl-

reicher Granula ab, sowie ihrem Aussehen in der Pappenheim-Färbung: bei glei-

chen Anteilen positiv und negativ geladener Granula färben sie eher „neutral“, im 

Unterschied zu den anderen „eosinophilen“ oder „basophilen“ Granulozyten.98 

Mit Durchmessern von 7-10 µm liegen sie im Normbereich der Größe von 

Blutzellen und lassen sich vor allem an ihrem segmentierten Kern erkennen.98 

Ein kritisches Absinken der Neutrophilen Granulozyten wird als Neutropenie 

bezeichnet und kann schwere Infektionen bis zur tödlichen Sepsis verursachen.99 

 

Neutrophile Granulozyten entwickeln sich über 7-10 Tage im Knochenmark, ihre 

folgende Lebensdauer in der peripheren Blutbahn wird kontrovers diskutiert, ist 

jedoch eher kurz und liegt mutmaßlich im Bereich von mehreren Stunden.100–102 

Bei Aktivierung in entzündetem Gewebe kann sich ihre Lebensdauer jedoch um 

ein vielfaches steigern103,104 und wurde bis zu 48 h beobachtet105.  

Sie entstehen aus HSCs über dieselben Myeloiden Progenitorzellen wie die Me-

gakaryozyten (Abbildung 1.1), vorwiegend unter dem Einfluss des Hormons 

G‑CSF (engl. granulocyte colony stimulating factor).106 Dieses wird maßgeblich 

durch die Apoptose von alten Granulozyten reguliert, welche im Gewebe durch 

Makrophagen und Dendritische Zellen abgebaut werden. Diese drosseln darauf-

hin ihre Produktion von IL-23, welches über IL-17A sonst G-CSF stimuliert.107,108 

Eine vermehrte Bildung von Granulozyten mit vermehrtem Abbau reduziert somit 

das Wachstumssignal und hält darüber die Zellzahl in Balance.  

Die granulozytäre Reifung wird durch Transkriptionsfaktoren wie PU.1 und die 

Familie der C/EBPα–ζ (engl. CCAAT/enhancer‑binding protein) reguliert109,110 und 

geschieht über mehrere Stadien von Myeloblast, Promyelozyt, Myelozyt, Meta-

myelozyt zum (unreifen) stabkernigen und schließlich zum (reifen) segmentker-

nigen Granulozyt.98 

 

Im Fall einer Entzündung müssen die Leukozyten den Blutstrom verlassen um in 

das umliegende Gewebe einzuwandern (Transmigration), was durch den mehr-

stufigen Prozess der Adhäsionskaskade beschrieben wird.111  

Diese wurden in den letzten Jahren immer weiter genauer unterteilt, besteht je-

doch klassischerweise aus den folgenden drei Phasen:  

Phase 1 beginnt mit dem „Rollen“ an der Gefäßwand um abzubremsen und ist 

vorwiegen durch Selektine vermittelt, auf den Leukozyten z.B. L-Selektin 
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(CD62L) und PSGL-1 (P-Selektin Glykoprotein Ligand-1, CD162), am Endothel 

entsprechend P-Selektin (CD62P) und GlyCAM-1 für L-Selektin.112  

Phase 2 beschreibt die „Aktivierung“, welche vorwiegend durch Chemokine ge-

schieht, z.B. TNFα (Tumor-Nekrose Faktor α), CCL2 oder IL-1β.104 

In Phase 3 geschieht die festere „Adhäsion“ mit langsamem „Kriechen“ sowie der 

„Transmigration“, durch spezielle Integrine.54 Hierzu zählen auf Leukozyten z.B. 

LFA-1 (aus Integrin β-1/CD18 und Integrin α-L/CD11a), Mac-1 (aus CD18 und 

Integrin α-M/CD11b)  und VLA-4, welche an endotheliales ICAM-1 (engl. inter-

cellular adhesion molecule 1, CD54) oder VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion 

molecule 1, CD106) binden können.112 

 

Die Pathogenabwehr durch Neutrophile Granulozyten basiert auf drei Prinzipien: 

der Phagozytose, der Bildung von Bakteriziden und der NETose.98  

Wenn Leukozyten Krankheitserreger detektieren, können sie entweder Bakteri-

zide nach extrazellulär sezernieren oder die Erreger direkt phagozytieren (griech. 

phagein „fressen“, kytos „Zelle“), um sie sie innerhalb der einverleibten abgekap-

selten Phagosome gezielt zu eliminieren. Dies geschieht über zytotoxische Sau-

erstoffradikale (Peroxide) durch die NADPH-abhängige Oxidase (ROS, engl. 

reactive oxygen species).113 Als weitere Bakterizide kommen die Myeloperoxi-

dase (MPO) zum Einsatz, welche Chlorid zum stark anti-mikrobakteriellen Hy-

pochlorit katalysiert oder auch z.B. Cathepsin, Defensin, Lactoferrin und 

Lysozym.114 Bereits nach wenigen Phagozytosen sind die Glykogenspeicher der 

Leukozyten aufgebraucht, so dass sie im programmierten Zelltod der Apoptose 

(griech. apoptōsis „Abfallen“, bezogen auf Blätter im Herbst) untergehen und Ei-

ter bilden. Hierbei schütten sie verbliebene Granula und Chemokine aus, was 

wiederum weitere Immunzellen anlockt.104 

 

Eine Sonderform des Zelltods stellt die NETose dar: besonders stark aktivierte 

Neutrophile Granulozyten können extrazelluläre Pathogene durch den Ausstoß 

von NETs (engl. neutrophil extracellular traps) „einfangen“.115,116 Diese NETs be-

stehen aus DNA-Strängen, an welche Histone und Bakterizide (z.B. Myeloper-

oxidase, Cathepsin und Lactoferrin) gebunden sind, welche sich um die Patho-

gene legen um diese zu immobilisieren und anzugreifen.112,117 Die komplexen 

NETs binden unter anderem vWF und Gerinnungsfaktor XII, was die Interaktion 

mit Blutplättchen und der Gerinnungskaskade aktiviert und auch als „Immuno-

thrombose“90 bezeichnet wird und im Folgenden genauer erläutert werden soll.  
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1.2 Zell-Zell-Interaktion 

Höhere Lebewesen sind Mehrzeller, die einerseits einen gemeinsamen Stoff-

wechsel und andererseits eine Aufgabenteilung besitzen, welche über speziali-

sierte Zellen geschieht, die Gewebe und Organe bilden.118 Grundlage für das 

Funktionieren mehrzelliger Organismen ist die Kommunikation der Zellen unter-

einander um gemeinsam übergeordnete Aufgaben erfüllen zu können.  

Diese kann entweder über direkten Zell-Zell-Kontakt erfolgen durch Oberflächen-

moleküle (wie z.B. Rezeptoren und Liganden, Integrine und  Adhäsionsmoleküle) 

oder durch lösliche Botenstoffe (wie z.B. Hormone, Wachstumsfaktoren, Chemo-

kine oder Zytokine).119  

Im Folgenden soll es insbesondere um die bisher bekannten Wege der Interak-

tion zwischen Neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten, bzw. ihren Vorläu-

ferzellen, den Megakaryozyten, gehen. 

 

1.2.1 Neutrophile Granulozyten und Thrombozyten 

Eine Gefäßverletzung birgt sowohl die Gefahr des Blutverlustes als auch des 

Eindringens von Krankheitserregern. Wie bereits erläutert gibt es in niederen Wir-

beltieren noch die gemeinsamen Hämozyten, die Funktionen der Thrombozyten 

und der Leukozyten übernehmen91,92 und auch bei höheren Wirbeltieren entste-

hen beiden Zellen aus denselben myeloiden Vorläuferzellen.1  

 

Aufgrund ihrer kleinen Größe befinden sich die Thrombozyten durch die Strö-

mungskräfte vorwiegend am Rand des Blutstroms nahe der Gefäßwände120 und 

überwiegen mit ihrer Anzahl die Leukozyten um ca. 40:1.94 Somit scheint es nur 

folgerichtig, dass die Thrombozyten als „Ersthelfer“ bei einer Gefäßverletzung 

auch das Immunsystem aktivieren, z.B. über die Expression von P-Selektin, wel-

ches über PSGL-1 die leukozytäre Adhäsionskaskade anstößt.121  

Weitere direkte Interaktion geschieht über die Bindung von CD40 auf Leukozyten 

an CD40-Ligand (CD40L, auch: CD154) auf Plättchen,122,123 wobei dieser eben-

falls an CD40 auf Endothelzellen binden kann und dort über die Hochregulation 

von ICAM-1 und VCAM-1 sowie die Sekretion von CCL2 weitere Leukozyten re-

krutiert.124 Zusätzlich können Plättchen auch löslichen CD40L sezernieren, was 

mit vaskulären Zellen interagiert und dort P-Selektin, E-Selektin, IL-6 und Gewe-

befaktor (engl. tissue factor) freisetzt, welche die Leukozyten-Rekrutierung und 

die Gerinnung verstärken.124 Weiter sezernieren Thrombozyten selbst multiple 

inflammatorische Mediatoren, wie diverse CXC-Chemokin Liganden, z.B. 

CXCL1, CXCL4, CXCL5, CXCL7, CCL3 und CCL7.90,92,125 Einen ebenfalls wich-

tigen Kommunikationsweg stellen die leukozytären Integrin-Komplex Mac-1 dar, 
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welcher mit thrombozytärem CD42b (auch: GPIb, Teil des vWF) feste Bindungen 

eingehen können und somit Thromben stabilisieren.126,127 

 

Der auf Plättchen vorkommende TLR4 dient nicht nur der Erkennung und Bin-

dung von bakteriellem LPS und Bakterien selbst, hierüber kann auch eine direkte 

Interaktion mit Neutrophilen Granulozyten erfolgen, was deren Degranulation bis 

zur NETose zur Folge hat.128 Die gebildeten NETs sind selbst stark gerinnungs-

fördernd, aktivieren Faktor XII (vermutlich über ihre negative Oberfläche), binden 

löslichen vWF und Gewebefaktor und inaktivieren seinen Gegenspieler TFPI 

(engl. tissue factor pathway inhibitor).129,130  

Weitere Immunzellen wie z.B. Monozyten werden durch DAMPs oder PAMPs 

(engl. danger / pathogen associated molecular patterns) aktiviert und aktivieren 

ihrerseits über Gewebefaktor die Gerinnungskaskade. Der myeloide Rezeptor 

TREM-1 (engl. triggering receptor expressed on myeloid cells 1) kommt vorwie-

gend auf Monozyten und Neutrophilen vor, wurde aber ebenfalls auf Thrombozy-

ten beschrieben und ist bei verschiedenen Pathologien wie Sepsis oder Ischä-

mien erhöht.131 In Kombination mit aktivierten TLRs stimuliert TREM-1 verschie-

dene granulozytäre Effektoren, wie die reaktiven Oxygen-Spezies (ROS), Pha-

gozytose oder IL-8.131  

 

 

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Immunothrombose. Zellen des angeborenen Immunsystems wie Mo-

nozyten erkennen Pathogene über DAMPs oder PAMPs (engl. danger / pathogen associated molecular patterns) und 

können über Gewebefaktor und Mikrovesikel die Gerinnungskaskade anstoßen. Bei Aktivierung können Neutrophile Gra-

nulozyten Bakterizide und NETs ausstoßen, welche wiederum durch Gewebefaktor, Gerinnungsfaktor XII und vWF die 

Gerinnungskaskade und die Thrombozyten aktivieren. Auch Thrombozyten können Pathogene erkennen (z.B. über TLR4 

oder vWFR) und durch Chemokine weitere Thrombozyten und Leukozyten rekrutieren. In engem Zusammenspiel von 

Immunsystem und Gerinnungssystem entsteht so eine (Mikro-)Thrombose zur Pathogenabwehr: die Immunothrombose. 

(Aus: Engelmann et al.,90 mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature) 

 

Für diese synergistisch gebildeten Thromben zur Pathogenabwehr prägten En-

gelmann und Massberg den Begriff der „Immunothrombose“ (Abbildung 1.4).90 
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Dieses Zusammenspiel zeigt großes Potenzial in der Pathogenabwehr, kann je-

doch auch zu unkontrollierbaren Komplikationen wie Thrombosen oder Ver-

brauchskoagulopathie bei Sepsis führen.90 

 

1.2.2 Neutrophile Granulozyten und Megakaryozyten 

In neueren Studien konnte gezeigt werden, dass sich Neutrophile Granulozyten 

im Knochenmark überproportional häufig in direkter Nähe zu Megakaryozyten 

befinden, verglichen mit der rein zufälligen Verteilung einer Computersimula-

tion.132 Auch konnte gezeigt werden, dass der Übertritt von Neutrophilen aus dem 

Knochenmark in den Blutstrom mittels G-CSF indirekt über Megakaryozyten re-

guliert wird: G-CSF steigert die Sekretion von TPO (mutmaßlich aus Stromazel-

len), welches bei der Aktivierung von Megakaryozyten auch die Sekretion von 

CXCL-1 und CXCL-2 auslöst, die den Ausstrom der Neutrophilen erleichtern.133 

 

Die Emperipolesis (griech. em- „innen“, peripoleomai „umherwandern“) wurde 

erstmals 1965 von Humble et al. als besondere Form der Zell-Zell-Interaktion 

beschrieben, bei der eine Zelle in eine andere eindringt, in ihr „umherwandert“ 

und sie anschließend wieder intakt verlassen kann.134 Dies unterscheidet die Em-

peripolesis wesentlich von der Phagozytose oder der Entose, bei denen die auf-

genommenen Zellen jeweils abgetötet werden bzw. nach der Interaktion verster-

ben.135,136 

Vorwiegend wurde die Emperipolesis in (ca. 5- bis 10-größeren) Megakaryozyten 

beobachtet und dort vor allem durch Neutrophile Granulozyten, aber auch in Tu-

morzellen durch Lymphozyten.134 Ihr Vorkommen ist unter anderem bei der sel-

tenen Rosai-Dorfman-Erkrankung (auch: Sinus-Histiozytose mit massiver Lym-

phadenopathie) erhöht und dient hier als Prognosekriterium.137 

 

Emperipolesis wurde bei allen bisher untersuchten Säugetieren nachgewiesen 

und findet sich im gesunden Knochenmark je nach Spezies und Quelle bei un-

gefähr 1-15 % der Megakaryozyten.138–140 Eine gesteigerte Emperipolesis tritt bei 

Pathologien mit vermehrter Bildung von Thrombozyten auf, u.a. nach Blutung141, 

bei Thrombopenie142 oder myelodysplastischen Erkrankungen, wie der Poly-

cythaemia Vera143, der essentiellen Thrombozythämie142 oder dem makrothrom-

bozytopenen Grey-Platelet-Syndrome144 (vgl. Abbildung 1.5, A). Ebenfalls wurde 

Emperipolesis vermehrt beobachtet bei übermäßiger Bildung oder gesteigertem 

Bedarf an Neutrophilen Granulozyten, z.B. bei Inflammation139 oder myelodys-

plastischen Erkrankungen wie der Chronisch Granulozytären Leukämie143, aber 

auch bei sublethaler Bestrahlung140 und bei schwerer Myelofibrose145.  
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Mittels zeitaufgelöster Mikroskopie konnte die Emperipolesis genauer beobach-

tet werden und dauert durchschnittlich ca. 10-40 min.147,148 Vermittelt wird dies 

mutmaßlich über dieselben Rezeptor/Liganden-Paare wie bereits oben zur Meg-

akaryozyten-Neutrophilen Interaktion beschrieben, u.a. ICAM-1/CD18147,149, P-

Selektin/PSGL-1150 oder CD42b/CD18126.  

Eine neuere Studie legt hierbei nahe, dass Neutrophile während dem „Durch-

wandern“ der Megakaryozyten Kontakt zum Demarkations-Membransystem 

(DMS) haben und darüber letztlich Membranbestandteile an die zukünftigen Blut-

plättchen abgeben147 (vgl. Abbildung 1.5, C), was ein weiteres Indiz für das im-

muno-thrombotische Zusammenspiel sein könnte. 

 

 

Abbildung 1.5: Beispiele von Emperipolesis in Megakaryozyten. Pfeile markieren beispielhaft Neutrophile 

Granulozyten im Inneren von Megakaryozyten. (A) Emperipolesis im Knochenmarkausstrich einer 11-jährigen Patientin 

mit Grey-Platelet-Syndrom (links: Wright-Giemsa-Färbung; rechts: HE-Färbung). (B) Konfokalmikroskopie von 

Emperipolesis bei isolierten humanen Knochenmarkszellen (grün: CD41; rot: CD15; blau: Hoechst; Skalierungsbalken: 

20 µm) (C) Elektronenmikroskopie bei Emperipolesis von murinen Zellen zeigt den engen Kontakt der Neutrophilen 

Granuolzyten zum megakaryozytären demarcation membrane system (DMS). (MK: Megakaryozyt; PMN: Neutrophiler 

Granuolzyt; Skalierungsbalken: 500 nm). ((A) Aus: McGinnis et al.146, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier; (B-C) 

Aus: Cunin et al.147, mit freundlicher Genehmigung durch die CC-Lizenz BY 4.0) 
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1.3 Fragestellung 

Neutrophile Granulozyten und Thrombozyten bilden jeweils essenzielle Funktio-

nen für das Immunsystem bzw. für das Gerinnungssystem. Evolutionsbiologisch 

und in niederen Wirbeltieren werden ihre Aufgaben noch durch eine gemeinsame 

Zellart abgebildet – auch in höheren Wirbeltieren entstehen beide aus der myelo-

ischen Reihe und reifen in engem Kontakt zueinander im Knochenmark aus.  

 

Das Zusammenspiel von Neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten wurde 

in den letzten Jahren intensiv untersucht und hat unter anderem zum Konzept 

der Immunothrombose geführt. Es wurden bereits wichtige Mechanismen und 

molekulare Signalwege gefunden, über die beide Zellarten interagieren, insbe-

sondere zur immunologischen Funktion.   

Auf Ebene der Vorläuferzellen zwischen Neutrophilen Granulozyten und Meg-

akaryozyten wurde vorwiegend die Emperipolesis als Phänomen der Zell-Zell-

Interaktion beschrieben, welches insbesondere bei vermehrtem Bedarf an 

Thrombozyten bzw. Granulozyten gesteigert ist.  

Daher vermuten wir, dass die Emperipolesis und somit die Interaktion von Meg-

akaryozyten und Neutrophilen Granulozyten auch direkten oder indirekten Ein-

fluss auf die Thrombopoese hat.  

 

Das Anliegen der vorliegenden Arbeit ist es, mögliche Formen der Interaktion 

zwischen Megakaryozyten und Neutrophilen Granulozyten zu identifizieren und 

Auswirkungen auf die Thrombopoese zu untersuchen. Als bekanntes Beispiel 

soll in einem ersten Schritt die Emperipolesis untersucht werden.  

Wichtigstes Ziel ist die Etablierung einer Co-Kultur aus primären Megakaryozyten 

und Neutrophilen Granulozyten, um an dieser unter kontrollierten Bedingungen 

in vitro mögliche Interaktionen und die Auswirkung auf die Thrombopoese unter-

suchen zu können. Letztere soll anhand bildmorphologischer und durchflusszy-

tometrischer Methoden quantifiziert und analysiert werden.  
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2. Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Vorbemerkung und Genehmigung 

Die folgenden Versuche sind im Zeitraum von Oktober 2014 bis Dezember 2016 

mit Genehmigung der Regierung von Oberbayern und unter Wahrung des deut-

schen Tierschutzgesetzes am Klinikum der Universität München und am Walter-

Brendel-Zentrum für Experimentelle Medizin an der Ludwig-Maximilians-Univer-

sität München durchgeführt worden. 

 

2.1.2 Versuchstiere 

Alle Versuche wurden mit Wildtyp Mäuse C57BL/6 (Charles River Germany, 

Sulzfeld) durchgeführt. Die Tiere wurden im Walter-Brendel-Zentrum für Experi-

mentelle Medizin unter standardisierten Laborbedingungen und mit freiem Zu-

gang zu Wasser und Futter gehalten. Zur Organentnahme wurden die Tiere im 

Beisein von Veterinären mit Isofluran (Abbott, Wiesbaden) narkotisiert und mit-

tels zervikaler Dislokation euthanasiert. 

 

2.1.3 Antikörper 

Spezifität (anti-Maus) Fluorochrom Klon Hersteller 

CD11b * FITC M1/70 BioLegend 

CD41 ** FITC MWReg30 BioLegend 

CD42b PE Xia.G5 emfret 

CD42d *** APC 1C2 BioLegend 

CD62L **** PE MEL-14 BD Biosciences 

GPVI PE 784808 R&D Systems 

Ly6G **** PE 1A8 BD Pharmigen 

MPO FITC 2D4 LifeSpan BioSciences 

Isotyp Ratte IgG2bκ * FITC eB149/10H5 eBioscience 

Isotyp Ratte IgG1κ ** FITC RTK2071 BioLegend 

Isotyp Hamster IgG *** APC HTK888 BioLegend 

Isotyp Ratte IgG2aκ **** PE eBM2a eBioscience 

β-Tubulin Alexa Fluor 647 22833 Invitrogen 

F-Aktin (Phalloidin) Alexa Fluor 488 (kein AK) Invitrogen 

 

Die Anzahl Sternchen (*) markiert jeweils die korrespondierende Isotyp-Kontrolle. 
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2.1.4 Puffer und Reagenzien 

Name Hersteller 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma-Aldrich 

L-15 Medium (Leibovitz) Biochrom 

Recombinant Mouse Thrombopoetin (rmTPO) Immunotools 

EasySep PE Positive Selection Kit STEMCELL Technologies 

MACS Neutrophil Isolation Kit, mouse Miltenyi Biotec 

MACS Lineage Cell Depletion Kit, mouse Miltenyi Biotec 

MACS LD Columns Miltenyi Biotec 

TO-PRO-3 Invitrogen 

 

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle weiteren Puffer und Reagenzien mit 

zweifach destilliertem Wasser angesetzt und von den Firmen Sigma-Aldrich (St. 

Louis, USA) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. 

 

2.1.5 Geräte und Software 

Name Hersteller 

Tischzentrifuge 5804R Eppendorf 

Durchflusszytometer Gallios Beckman Coulter 

Kryostat-Mikrotom Leica 

Mikroskop Axiovert 200 mit HRc-Axiocam Kamera Carl Zeiss Microscopy 

Mikroskop Axio Imager 2 mit AxioCamICc5 Kamera Carl Zeiss Microscopy 

Konfokalmikroskop Leica TCS SP5 Leica Microsystems 

FlowJo (Version 10.7.2) FlowJo LLC 

GraphPad Prism (Version 8.4.3) GraphPad Software 

ImageJ / Fiji151 (Version 2.3.0) NIH 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Präparation muriner Knochen 

Die langen Röhrenknochen von euthanasierten Mäusen wurden entnommen, in 

70 % Ethanol gereinigt und in 4 °C PBS auf Eis gelagert. Für immunhistochemi-

sche Färbungen wurden die Knochen anschließend in 0.25 M EDTA + 4 % PFA 

bei 4 °C für 2 Wochen entkalkt. Danach wurden die weichen Knochen in PBS 

gespült, gefroren, im Kryostat-Mikrotom geschnitten (6 µm), auf Objektträger auf-

getragen und mit 4 % PFA für 15 min bei Raumtemperatur fixiert. Schnitte wurden 

anschließend permeabilisiert und gefärbt, wie weiter unten beschrieben (vgl. Me-

thoden 2.2.13).  

 

2.2.2 Isolation muriner Knochenmarkszellen 

Entnommene und gereinigten Röhrenknochen wurden an den Enden eröffnet 

und mit 4° C gekühltem Buffer aus PBS + 2 % FCS mit einer 26 G Nadel und 

einer 20 ml Spritze gespült. Die gewonnene Suspension wurde durch einen vor-

gewässerten Zellfilter mit 70 µm Poren (BD Biosciences) gesiebt, um größere 

Partikel und Knochenreste zu entfernen. Die Zellen wurden bei 300 g und 4 °C 

für 5 min zentrifugiert, der Überstand verworfen und das verbliebene Zellpellet 

anschließend vorsichtig wieder in Suspension gebracht.  

Je nach Protokoll wurden 3 ml Erylyse-Buffer hinzugegeben, für 5 min bei Raum-

temperatur inkubiert, dann die Reaktion mit 30 ml PBS + 2 mM EDTA gestoppt, 

abermals zentrifugiert (300 g, 5 min, 4 °C), der Überstand verworfen und resus-

pendiert. Die Zellen wurden gezählt, an die gewünschte Konzentration angepasst 

und je nach Protokoll weiter verfahren. 

 

2.2.3 Herstellung von Knochenmarksausstrichen 

Knochenmarkszellen wurden isoliert wie beschrieben (vgl. Methoden 2.2.2, ohne 

Erylyse), 3 x in PBS gewaschen, jeweils zentrifugiert (300 g, 5 min, Raumtempe-

ratur) und anschließend in hoher Konzentration tröpfchenweise auf Objektträger 

verteilt. Die entstandenen Tropfen wurden mit sanftem Druck seitwärts mit der 

Kante eines weiteren Objektträgers ausgestrichen, luftgetrocknet und mit Metha-

nol für 5 min fixiert. Anschließend erfolgte eine Wright-Giemsa-Färbung, die Ob-

jektträger wurden über Nacht luftgetrocknet und mit Eindeckmedium fixiert.  
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2.2.4 Herstellung von Zytospins 

Knochenmarkszellen wurden isoliert wie beschrieben (vgl. Methoden 2.2.2, ohne 

Erylyse) und jeweils 2-4 x 106 Zellen in 100 µl PBS resuspendiert. Diese konnten 

mittels Shandon-Zentrifuge gezielt auf Objektträger aufgebracht werden, um so-

mit eine gleichmäßige Verteilung der Zellen zu gewährleisten. Anschließend er-

folgte eine May-Grünwald-Giemsa-Färbung, die Objektträger wurden über Nacht 

luftgetrocknet und mit Eindeckmedium fixiert. 

 

2.2.5 Plättchen Depletion  

Zur Immunthrombozytopenie mittels Antikörper-induzierter Plättchen-Depletion 

wurde 10-12 Wochen alten C57BL/6 Mäusen (unter Narkose mit Isofluran) 50 µg 

CD41-Antikörper (Klon: MWReg30) oder die entsprechend korrespondierende 

Isotyp-Kontrolle (Ratte IgG1κ, Klon: RTK2071) in die Schwanzvene injiziert, wie 

vorbeschrieben.152 

 

2.2.6 Isolation von Neutrophilen Granulozyten 

Knochenmarkszellen wurden isoliert wie beschrieben (vgl. Methoden 2.2.2, mit 

Erylyse) und nach Herstellerangaben mit dem „Neutrophil Isolation Kit“ (Miltenyi 

Biotec) behandelt. Die Zellzahl wurde auf ein Vielfaches von 107 Zellen / 40 µl 

gebracht und alle folgenden Volumina daran angepasst. Dann wurden 10 µl An-

tikörper-Cocktail hinzugegeben und für 10 min bei 4 °C inkubiert.  

Zwischenzeitlich wurden die Durchlauf-Filter („LD Columns“) präpariert, aufrecht 

in den Magneten montiert, ein 15 ml Falcon darunter positioniert und mit 2 ml 

Buffer [PBS + 2mM EDTA + 0,5 % BSA] gespült, welcher vorab im Ultraschallbad 

von Luftbläschen geklärt worden war.  

Zu den Zellen wurden nun 30 µl Buffer und 20 µl magnetische Microbeads hin-

zugefügt und für 15 min bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurden weitere 2 ml 

Buffer hinzugegeben, zentrifugiert (300 g, 5 min, 4 °C), der Überstand verworfen 

und in 2 ml frischem Buffer vorsichtig resuspendiert. Ein frisches 15 ml Falcon 

wurde unter dem Magneten positioniert und die Zellsuspension durch die Filter-

säule laufen gelassen, wobei zweimal jeweils nach 1-2 min 1 ml Buffer nachge-

träufelt wurde.  

Im Falcon sammeln sich sodann die gewünschten Zellen, während die uner-

wünschten Zellen mit Antikörpern markiert und durch die magnetischen Microbe-

ads in der Filtersäule im Magneten verbleiben. Die Zellen wurden nochmals in 30 

ml Buffer resuspendiert, zentrifugiert und konnten dann weiterverwendet werden. 
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2.2.7 Isolation von Megakaryozyten mittels positiver Selektion 

Knochenmarkszellen wurden isoliert wie beschrieben (vgl. Methoden 2.2.2, mit 

Erylyse) und nach Herstellerangaben mit dem „PE Positive Selection Kit“ 

(STEMCELL Technologies) behandelt. Die Zellen wurden gezählt und in Buffer 

[PBS + 2 % FCS + 2mM EDTA] auf 108 Zellen / ml resuspendiert, alle weiteren 

Angaben gelten pro 1 ml. Nun wurden 10 µl FcR blockierende Antikörper hinzu-

gegeben, resuspendiert, dann der PE-konjugierte Antikörper 1:100 für die ge-

wünschten Zellen hinzugegeben (CD42b-PE oder GPVI-PE), 2-3 x resuspendiert 

und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Waschung mit 5 ml PBS und Zentri-

fugation (300 g, 5 min, Raumtemperatur). Resuspension, Hinzufügen von 100 µl 

/ ml „PE-Selection Cocktail“ und Inkubation für 15 min bei Raumtemperatur. Dann 

Hinzufügen von 50 µl / ml magnetischer Nanopartikel, welche vorher gründlich 

resuspendiert wurden und Inkubation für 10 min. Auffüllen des Volumens auf 2,5 

ml mit oben genanntem Buffer und vorsichtiges Resuspendieren in sterilem 

FACS-Röhrchen, welches in den zugehörigen Magneten gestellt wird, hier Inku-

bation für 5 min. Anschließend wurde das Röhrchen im Magneten in einer zügi-

gen kontinuierlichen Bewegung kopfüber gedreht und die heraustropfende Flüs-

sigkeit verworfen; dieser Vorgang wurde 3 x zu je 5 min wiederholt.  

Zuletzt verblieben in dem Röhrchen die mit PE-Antikörpern und magnetischen 

Nanopartikeln gebundenen Zellen, welche resuspendiert und verwendet werden 

konnten. 

 

2.2.8 Isolation von Megakaryozyten mittels negativer Selektion 

Der Vorgang der negativen Isolation von adulten Stammzellen aus dem Kno-

chenmark funktioniert nahezu identisch wie die oben beschriebene negative Iso-

lation von Neutrophilen Granulozyten (vgl. Methoden 2.2.6), nur unter Verwen-

dung des „Lineage Cell Depletion Kit“ (Miltenyi Biotec).  

Die Antikörper-Auswahl enthält multiple Oberflächenmarker reifer hämatopoeti-

scher Zellreihen (CD5, CD45R (B220), CD11b, Anti-Gr-1 (Ly6G/C), Anti-Gr-7-4 

und Ter-119), die magnetisch markiert sind, so dass nach der negativen Selek-

tion nur undifferenzierte (lin-) Stammzellen verbleiben.  

Die so gewonnen Stammzellen können unter Beigabe von 100 ng / ml Throm-

bopoetin über 4-5 Tage in unbeschichteten 6-Well-Platten zu je 106 Zellen / Well 

im in 2,5 ml Medium [DMEM + 10 % FCS + 1 % Penicillin / Streptomycin] bei 37 

°C und 5 % CO2 zu Megakaryozyten ausgereift werden. Vor der Verwendung 

wurden die ausgereiften Megakaryozyten mittels BSA-Gradienten angereichert, 

wie unten beschrieben (vgl. Methoden 2.2.10). 
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2.2.9 Isolation von Megakaryozyten aus fetalen Leberzellen 

Wie in der Literatur beschrieben,153 wurden fetale Leberzellen an Tag 13,5-14,5 

isoliert, gefiltert, in Suspension gebracht und äquivalent zu den Stammzellen aus 

negativer Selektion (vgl. Methoden 2.2.8) in Medium [DMEM + 10 % FCS + 1 % 

Penicillin / Streptomycin] unter Beigabe von 70 ng / ml Thrombopoetin in unbe-

schichteten 6-Well-Platten bei 37 °C und 5 % CO2 für 4-5 Tage kultiviert. Vor der 

Verwendung wurden die ausgereiften Megakaryozyten mittels BSA-Gradienten 

angereichert, wie unten beschrieben (vgl. Methoden 2.2.10). 

 

2.2.10 Anreicherung von Megakaryozyten mittels BSA-Gradienten 

Wie in der Literatur beschrieben,153 können die ausgereiften Megakaryozyten 

über einen BSA-Gradienten mit aufsteigender Dichte angereichert werden: 

Hierzu wird in einem 25 ml Falcon vorsichtig in sinkender Konzentration von un-

ten nach oben je 3 ml 3 %, 1,5 % und 0 % BSA / PBS geschichtet. Die resuspen-

dierten Zellen werden behutsam in die oberste Schicht des Gradienten pipettiert. 

Nach 25 min bei Raumtemperatur können die oberen beiden Schichten (6 ml) 

abgetragen und verworfen werden, während sich im untersten Layer (3 ml) auf-

grund ihrer Größe die angereicherten Megakaryozyten finden, welche nun wei-

terverwendet werden können. 

 

2.2.11 Präparation der Oberflächen zur Zelladhäsion 

Um saubere, homogene und haftungsfähige Oberfläche für histologische Unter-

suchungen oder Videoaufnahmen zu erhalten, wurden Glasplättchen bzw. 6-

Well-Platten beschichtet. Die Glasplättchen wurden zuerst in 20 % Salpetersäure 

(HNO3) 1 h gereinigt, 5 x mit destilliertem Wasser gewaschen und auf einem Ro-

tationsbeschichter getrocknet (90 Umdrehungen / s für 10 s). Die Oberflächen 

wurden dann mit 100 µg / ml Fibrinogen (Sigma-Aldrich) in PBS gelöst beträufelt 

und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Vor der Verwendung erfolgte eine 3 x Wa-

schung mit PBS. 

 

2.2.12 Präparation der Co-Kultur 

Isolierte Megakaryozyten wurden in Fibrinogen-beschichtete 6-Well-Platten in 

etabliertem Medium70 [40 % (DMEM + 10 % FCS + 1 % Penicillin / Streptomycin) 

+ 60 % Leibovitz L15] ausplattiert zu 2,5 x 104 Zellen und konnten für 30 min bei 

37 °C und 5 % CO2 adhärent werden. Sodann wurden 2,5 x 105 isolierte Neutro-

phile Granulozyten hinzugegeben und je nach Protokoll weiterverfahren. 
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2.2.13 Immunhistochemische Färbungen 

Knochen wurden entkalkt und präpariert wie vorbeschrieben (vgl. Methoden 

2.2.1), bzw. Glasplättchen wurden beschichtet wie vorbeschrieben (vgl. Metho-

den 2.2.11) und isolierte Zellen wurden darauf ausplattiert in Medium [DMEM + 

10 % FCS + 1 % Penicillin / Streptomycin] und über 3-6 h bei 37 °C und 5 % CO2 

inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 4 % PFA für 10 min fixiert, alle 

weiteren Schritte folgten bei Raumtemperatur.  

Fixierte Zellen bzw. Knochen-Schnitte wurde mit PBS gewaschen, mit 2 % Glycin 

in PBS für 5 min inkubiert, mit PBS gewaschen, mit 0,2 % Triton X-100 für 5 min 

permeabilisiert und erneut gewaschen. Unspezifische Antigene wurden mit 3 % 

BSA / PBS für 1 h blockiert. Antikörper (1:100) wurden schrittweise für je 1 h im 

Dunkeln inkubiert und jeweils anschließend gewaschen. Zellkerne wurden mit 

DAPI bzw. TO-PRO-3 für je 2 min angefärbt. Fertige Objektträger wurden mit 

Eindeckmedium fixiert und lichtgeschützt gelagert. 

 

2.2.14 Fluoreszenzmikroskopie 

Fluoreszenz ist definiert als die Emission von Licht kürzerer Wellenlänge nach 

Exzitation mit Licht höherer Wellenlänge, wobei der Wechsel der Wellenlängen 

als Stokes-Shift bezeichnet wird.154 Durch den Einsatz dichroitischer Filter kann 

nur Licht der emittierten Wellenlänge aufgezeichnet werden und Licht der Exzi-

tation herausgefiltert werden, was eine Quantifikation des vorhandenen Fluor-

chroms ermöglicht.155 Verschiedene Fluorochrome haben jeweils ein charakteris-

tisches Exzitations- und Emissions-Spektrum, was durch den gezielten Einsatz 

von Filtern eine sichere Abgrenzbarkeit voneinander und somit einen hohen Kon-

trast ermöglicht.  

Die Aufnahmen erfolgten vorwiegend auf einem Mikroskop vom Typ Axio Imager 

2 (Carl Zeiss Microscopy, Jena) mit den Objektiven 20x, 40x oder 63x Vergröße-

rung (20x/0,8 Plan-APOCHROMAT; 40x/0,75 EC Plan-NEOFLUAR; 63x/1,4 Öl, 

Plan-APOCHROMAT; Carl Zeiss Microscopy). Die Bildakquisition erfolgte für je-

den Kanal einzeln monochromatisch (AxioCamICc5 Kamera, Carl Zeiss 

Microscopy), welche in der digitalen Bildnachverarbeitung (ImageJ / Fiji151, NIH, 

USA) coloriert und zusammengesetzt wurden. Vereinzelte Aufnahmen wurden 

am Konfokalmikroskop (Leica TCS SP5, Leica Microsystems, Wetzlar) akquiriert, 

um eine höhere Auflösung zu gewährleisten. 

 

2.2.15 Zeitaufgelöste Videoaufnahmen 

Zelltypen wurden einzeln oder in Co-Kultur angesetzt, wie oben beschrieben, und 

auf einem auf 37 °C beheizten Mikroskop-Tisch positioniert. Einzelbilder wurden 
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auf einem Durchlichtmikroskop vom Typ Axiovert 200 (Carl Zeiss Microscopy) 

mit 10x Vergrößerung (10x/0,25 Achroplan, Carl Zeiss Microscopy) und einer Ka-

mera vom Typ HRc-Axiocam (Carl Zeiss Microscopy) nach definierten Zeitab-

ständen (meist 60 s) aufgenommen und in digitaler Bildnachverarbeitung 

(ImageJ / Fiji151) zu zeitaufgelösten Videos zusammengesetzt. Die Mikroskop-

Leuchte wurde ebenfalls so programmiert, dass sie nur zur Bildakquisition einge-

schaltet wurde und die Zellen dazwischen lichtgeschützt waren.  

 

2.2.16 Durchflusszytometrie 

Durchflusszytometrie ermöglicht die simultane Messung verschiedener physika-

lischer Eigenschaften (Größe, Granularität) und multipler molekularer Marker 

(über fluoreszierende Antiköper) bei einzelnen Zellen in großer Anzahl.156 Hierzu 

werden die Zellen in Suspension hydrodynamisch fokussiert und einzeln durch 

einen Laserstrahl geleitet. Das Vorwärtsstreulicht (FSC, engl. forward scatter) ist 

dabei proportional zur Größe und das Seitwärtsstreulicht (SSC, engl. side scat-

ter) proportional zur Granularität.157 Über multiple Filter können unterschiedliche 

fluoreszierende Antikörper gleichzeitig gemessen werden, wobei das Signal je-

weils proportional zur vorhandenen Antikörper-Menge bzw. dem gebundenen 

Protein ist. Die Auswertung in Histogrammen und Punktdiagrammen („Dot-Plots“) 

erlaubt über sogenanntes „Gating“ die Analyse einzelner Zellpopulationen und 

die Quantifikation spezifischer Marker.  

Zur Färbung wurden die gewünschten Zellen mit 1 % PFA für 10 min bei fixiert, 

mit PBS gewaschen und zentrifugiert (300 g, 5 min, 4 °C). In FACS-Röhrchen 

wurden die Zellen in PBS mit Antikörpern (1:100) für 20 min bei 4 °C lichtge-

schützt inkubiert. Die Auswertung erfolgte mit der Software FlowJo (FlowJo LLC, 

Ashland, USA) wie jeweils im entsprechenden Abschnitt spezifiziert.  
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3. Ergebnisse 

3.1 Emperipolesis als Form der Interaktion 

Die Emperipolesis ist ein seltenes Phänomen der Zell-Zell-Interaktion (vgl. Ein-

leitung 1.2.2), das jedoch fast ausschließlich in Megakaryozyten beobachtet wird: 

Je nach Quelle können in ca. 1-15 % der Megakaryozyten andere Zellen beo-

bachtet werden, wobei es sich größtenteils um Neutrophile Granulozyten han-

delt.138–140 Daher nahmen wir die Emperipolesis als Ausgangspunkt, unsere Un-

tersuchungen zur Interaktion von Megakaryozyten und Neutrophilen Granulozy-

ten zu beginnen.  

 

3.1.1 Darstellung im isolierten Knochen 

Der überwiegende Anteil der Hämatopoese findet im blutbildenden Knochenmark 

statt, vorwiegend in den langen Röhrenknochen.85 Daher isolierten wir murine 

Femora- und Tibiae-Knochen und präparierten diese zur histologischen Aufbe-

reitung, wie beschrieben (vgl. Methoden 2.2.1). Zusammenfassend müssen die 

Knochen zuerst über einen längeren Zeitraum entkalkt werden, damit sie dann 

geschnitten, fixiert und gefärbt werden können.  

 

Im Längsschnitt der Knochen zeigt sich das Knochenmark dicht gepackt mit 

Stammzellen und von Vaskulatur durchzogen, letztere ist in unseren Schnitten 

nur indirekt als zellfreie geschlängelte Region abgrenzbar (Abbildung 3.1, A-B). 

In der Vergrößerung wird sichtbar, wie Neutrophile Granulozyten direkt adhärent 

an Megakaryozyten sind (Pfeilspitzen). Vereinzelt lässt sich auch Emperipolesis 

von Neutrophilen Granulozyten in Megakaryozyten abgrenzen (Pfeile) 

(Abbildung 3.1, C).  

Aufgrund der dichten Zellhäufung und Überlagerung ist einerseits eine eindeutige 

Zuordnung von Zellen innerhalb der Megakaryozyten schwierig. Andererseits 

werden beim Erstellen der feinen Schnitte (6 µm) die sehr großen Megakaryozy-

ten (50-100 µm) mutmaßlich häufig zerteilt, sodass möglicherweise Fälle von 

Emperipolesis übersehen werden. Daher suchten wir nach weiteren Methoden, 

die Knochenmarkzellen intakt zu lassen und diese weiter analysieren zu können. 
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Abbildung 3.1: Darstellung von Emperipolesis im isolierten Knochen. (A) Zusammengesetzte Aufnahme des Längs-

schnitts durch einen murinen Tibia-Knochen (ca. 7 x 1 mm). Gestrichelte Ausschnitte jeweils im folgenden Bild dargestellt: 

(B) Die Vergrößerung demonstriert die Dichte, in welcher Megakaryozyten (rot) und Neutrophile Granulozyten (grün) im 

Knochenmark vorkommen. (C) Im Detail wird eine Emperipolesis sichtbar (Pfeile), mit zwei Neutrophilen Granulozyten 

innerhalb eines Megakaryozyten. Im Gegensatz dazu zeigen sich multiple Neutrophile Granulozyten direkt adhärent an 

Megakaryozyten (exemplarische Pfeilspitzen). Färbung der Zellkerne mit DAPI (blau). (Vergrößerung: 20x; Skalierungs-

balken: 50 µm) 
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3.1.2 Darstellung im Knochenmarkausstrich 

Um einzelne, jedoch ganze Zellen aus dem Knochenmark zu analysieren, kön-

nen klassischerweise Knochenmarkausstriche hergestellt werden, wie vorbe-

schrieben (vgl. Methoden 2.2.3).  

Im Mikroskop durchsuchten wir diese nach den gewünschten Zellen: Megakary-

ozyten, erkenntlich an ihrer ausgeprägten Größe (~50-100 µm)158 und Neutro-

phile Granulozyten, erkenntlich an ihrer Größe (~7-10 µm), ihren segmentförmi-

gen Kernen159 und ihrer nur schwachen („neutrophilen“) Anfärbung. 

 

 

Abbildung 3.2: Beispiele von Emperipolesis im Knochenmarkausstrich. (A-B) Exemplarische Emperipolesis eines 

Neutrophilen Granulozyten (Pfeil) innerhalb des Zytoplasmas eines Megakaryozyten, die jeweiligen Zellmembranen sind 

intakt abgrenzbar. (C-D) Zum Vergleich: Ein Neutrophiler Granulozyt (Pfeilspitze) in direktem Kontakt zu einem Megaka-

ryozyten, jedoch nicht innerhalb des Zytoplasmas, die jeweiligen Zellmembranen sind gut außerhalb voneinander ab-

grenzbar: keine Emperipolesis. (Färbung: HE; Vergrößerung: 63x mit Immersionsöl; Skalierungsbalken: 10 µm) 

 

Entscheidend für die Definition der Emperipolesis ist die intakte Zellmembran der 

aufgenommenen Zelle.138 Da Megakaryozyten insgesamt nur ~0,01 %158 der kern-

haltigen Knochenmarkszellen ausmachen und die Emperipolesis mit 1-15 %139,140 

ein eher seltenes Phänomen ist, gilt es sicher zu unterscheiden zwischen Zellen, 
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die aneinander und Zellen die ineinander liegen. Dies wird durch unsere Be-

obachtungen beispielhaft illustriert (Abbildung 3.2).  

Knochenmarkausstriche sind einfach und schnell herzustellen, nachteilig ist je-

doch die starke Variabilität in Zellzahl und Dichte, welche eine valide Quantifi-

zierbarkeit einschränkt. 

 

3.1.3 Quantifikation in Zytospins 

Um die im Knochenmarkausstrich beobachtete Emperipolesis bei Megakaryozy-

ten quantifizieren zu können, führten wir Zytospins durch, wie oben beschrieben 

(vgl. Methoden 2.2.4). Zusammenfassend wird hierbei eine definierte Zellzahl 

über einen kleinen Trichter gezielt auf einen Objektträger zentrifugiert, getrock-

net, fixiert und gefärbt, um eine möglichst homogene und reproduzierbare Zell-

dichte zu gewährleisten.  

In Vorversuchen konnten wir eine optimale Zellzahl von 2-4 x 106 Zellen pro Zy-

tospin etablieren und so ein Assay zur Quantifikation der Emperipolesis schaffen. 

Hierfür wurde jeweils der gesamte Zytospin automatisiert in Einzelbildern mikro-

skopisch erfasst, zusammengesetzt (engl. stitching) und dann Software-gestützt 

manuell ausgewertet (Abbildung 3.3). 

 

 

Abbildung 3.3: Beispiel eines Zytospins zur Quantifikation der Emperipolesis. (A) Übersicht der aus Einzelbildern 

zusammengesetzten Aufnahme eines gesamten Zytospins. Manuell annotierte Megakaryozyten in Grün umrandet. Ge-

strichelte Ausschnitte jeweils im Folgenden vergrößert. (B) Detail von mehreren Megakaryozyten, nur Zellen mit intaktem 

Kern wurden quantifiziert. (C) Einzelner Megakaryozyt, mit Emperipolesis: im Zytoplasma enthaltene Zellen mit Gelb bzw. 

Pink markiert. (Färbung: May-Grünwald-Giemsa; Vergrößerung: 20x DIC; Skalierungsbalken: 25 µm) 
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Zum Vorkommen der Emperipolesis bei Mäusen finden sich Angaben von 1-4 

%.139,149,160 Im gespülten Knochenmark sind sogar Häufigkeiten von 12-15 %140,161 

beschrieben, davon der Großteil mit ca. 70-80 % durch Neutrophile Granulozy-

ten, was ca. 8-12 % Emperipolesis durch Neutrophile ergibt.  

Eine erhöhte Emperipolesis ist bei verschiedenen (Patho-) Mechanismen be-

schrieben, u.a. bei sublethaler Bestrahlung140, inflammatorischen Prozessen139,149, 

Blutung141, Thrombozytopenie142, Leukämien142,162 und Myelodysplastischen Syn-

dromen144,163 bis hin zur Myelofibrose160.  

 

Wir entschieden uns, eine Thrombopenie durch Antikörper-basierte Plättchen-

Depletion hervorzurufen (vgl. Methoden 2.2.5). Bei unbehandelten Kontrollen 

konnten wir eine Emperipolesis durch Neutrophile Granulozyten in 7,8 % der Me-

gakaryozyten beobachten (Abbildung 3.4). An Tag 3 nach Plättchen-Depletion 

blieb diese weitestgehend unverändert mit 8,2 %, an Tag 5 zeigte sich knapp 

eine Verdoppelung auf 15,1 %. Die Zellzahl war zwischen den Gruppen weitest-

gehend konstant mit ca. 150 ± 15 Megakaryozyten / Zytospin. Da diese Beobach-

tungen in der Literatur bereits ausgiebig validiert wurden141,142, verzichteten wir 

auf mehrfache Wiederholungen.  

Dies bekräftigte jedoch unsere Hypothese, dass es ein tieferes Zusammenspiel 

von Megakaryozyten und Neutrophilen Granulozyten in Bezug auf die Throm-

bopoese gibt. Daraufhin planten wir ein in vitro Modell, um dieses Zusammen-

spiel weiter untersuchen zu können. 

 

 

Abbildung 3.4: Megakaryozyten zeigen gesteigerte Emperipolesis durch Neutrophile Granulozyten nach Plätt-

chen-Depletion. Nach Antikörper-gestützter Plättchen Depletion („Plt. Depl.“) zeigt sich nach 3 Tagen („d3“) die beo-

bachtete Emperipolesis von Neutrophilen Granulozyten in Megakaryozyten unverändert bei ca. 8,2 % (Kontrolle: 7,8 %), 

nach 5 Tagen („d5“) nahezu verdoppelt auf 15,1 %. Die Anzahl der Megakaryozyten pro Zytospin war mit ca. 150 ± 15 

konstant. (MK: Megakaryozyten; EP: Emperipolesis; Durchführung in Quadruplikaten, Angabe der Mittelwerte +SEM, hier 

als methodischer Fehler. Eine Signifikanzanalyse erfolgte bei n=1 nicht). 
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3.2 Charakterisierung der Zellen zur Bildung einer Co-Kultur 

Zur genaueren Analyse der Interkation zwischen Megakaryozyten und Neutro-

philen Granulozyten entschieden wir uns für die Isolation von primären Zellen, 

um diese unter kontrollierten Bedingungen in vitro gemeinsam kultivieren zu kön-

nen. Im folgenden Abschnitt werden die hierfür verwendeten Protokolle vergli-

chen und die isolierten Zellen charakterisiert. 

 

3.2.1 Isolierte Neutrophile Granulozyten  

Neutrophile Granulozyten isolierten wir aus murinem Knochenmark, wie be-

schrieben (vgl. Methoden 2.2.6). In der Charakterisierung zeigen die Zellen ihre 

typische segmentkernige Morphologie und Myeloperoxidase-(MPO)-positive 

Granula (Abbildung 3.5, A). Videoaufnahmen dokumentieren nach Aktvierung 

durch das chemotaktische Peptid fMLP zelltypisches Migrationsverhalten164,165 

unter aktiver Formänderung (Abbildung 3.5, B).  

 

 

Abbildung 3.5: Isolierte Neutrophile Granulozyten zeigen zelltypische Granula und Migrationsfähigkeit. (A) Fluo-

reszenzmikroskopie: Aufreihung von drei Neutrophilen Granulozyten, mit charakteristischer segmentförmiger Konfigura-

tion der Kerne und stark positivem Signal für Myeloperoxidase (MPO). Färbung der Zellkerne mit DAPI. (B) Zeitaufgelöste 

mikroskopische Aufnahmen zeigen die zelltypische schnelle Migration, exemplarisch ausgelöst durch Aktivierung mit dem 

chemotaktischen Peptid fMLP. (MPO: Myeloperoxidase; Zeitangaben: mm:ss; Vergrößerung: 63x + Immersionsöl (A); 

10x DIC (B); Skalierungsbalken: 5 µm) 

 

In dem uns vorliegenden Protokoll ist eine Aufbewahrung und Kultivierung der 

isolierten Neutrophilen Granulozyten über Nacht beschrieben. Um die Aktivier-

barkeit quantifizieren zu können, nutzten wir durchflusszytometrische Verfahren 

zur Bestimmung der Rezeptordichte auf den einzelnen Zellen (vgl. Methoden 

2.2.16). Wie vorbeschrieben, steigt unter Stimulation mit fMLP die Expression 
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des Adhäsionsmoleküls Integrin α-M (CD11b), während L-Selektin (CD62L) her-

unter reguliert wird.165 Diese dosisabhängigen Effekte konnten wir ebenfalls nach-

weisen, mit jedoch sinkender Effektstärke im Zeitverlauf (Abbildung 3.6).  

Um die bestmögliche Aktivierbarkeit zu gewährleisten, entschieden wir uns somit 

die Neutrophilen Granulozyten nicht über Nacht zu kultivieren, sondern jeweils 

erst kurz vor den geplanten Experimenten zu isolieren.  

 

 

Abbildung 3.6: Messung der Aktivierbarkeit der isolierten Neutrophilen Granulozyten. Durchflusszytometrische 

Messungen zeigen, dass mit steigender Konzentration des Stimulanz fMLP die Expression der Adhäsionsmoleküle pro-

portional ansteigt (CD11b, links), bzw. antiproportional abfällt (CD62L, rechts). Diese Aktivierbarkeit ist direkt am Tag der 

Isolation am stärksten (Tag 0) und sinkt danach ab (Tag 1). (Eine Signifikanzanalyse wurde bei n=1 nicht durchgeführt.) 

 

3.2.2 Megakaryozyten aus positiver Selektion 

Eine Möglichkeit, spezielle Zellen zu isolieren, ist die „positive Selektion“ (vgl. 

Methoden 2.2.7). Zusammenfassend werden die gewünschten Zellen anhand 

ausgewählter Oberflächenantigene über Antikörper markiert, welche wiederum 

an magnetischen Nanopartikel gebunden werden. Über einen starken Magneten 

können somit die Antikörper-markierten Zellen separiert werden.  

 

Hieraus gewonnen Megakaryozyten zeigen die charakteristische Größe und po-

sitives Signal für die ausgewählten Oberflächenmarker (im Beispiel GPVI bzw. 

CD42b), in der Selektion enthalten sind teilweise auch Marker-positive, jedoch 

avitale Zellfragmente (Abbildung 3.7, A).  

Nach Ausplattieren auf Fibrinogen und Inkubation über 6 h lässt sich vereinzelt 

die Bildung von Pseudopodien abgrenzen, jedoch keine Pro-Plättchen-Formation 
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(Abbildung 3.7, B). Somit stellt die positive Selektion auch nach mehreren Ver-

suchsreihen leider keine geeignete Methode für unsere geplante Analyse der 

Thrombopoese dar. 

 

 

Abbildung 3.7: Megakaryozyten aus positiver Selektion bilden vereinzelt Pseudopodien. (A) Nach Isolation und 

Aufreinigung zeigen sich viele Zellen mit charakteristischer Größe und positivem Signal für GPVI, jedoch teilweise auch 

nur avitale Zellfragmente. (B) Nach Ausplattieren auf Fibrinogen über 6 h lässt sich vereinzelt die Bildung von Pseudopo-

dien abgrenzen. (Vergrößerung: 10x DIC (A); 63x + Immersionsöl (B); Skalierungsbalken: 25 µm) 

 

3.2.3 Megakaryozyten aus negativer Selektion 

Als nächstes versuchten wir Megakaryozyten aus Stammzellen aus dem Kno-

chenmark anzuzüchten. Zusammenfassend werden bei der „negativen Selek-

tion“ (vgl. Methoden 2.2.8) aus dem adulten murinen Knochenmark nur diejeni-

gen Stammzellen (HSCs) zu behalten, die noch keine Oberflächenmarker der 

reifen hämatopoetischen Zellreihen enthalten (lin-). Der Vorteil ist, dass die so 

verbliebenen Stammzellen selbst keine Antikörper gebunden haben und über 

entsprechende Stimuli ausdifferenziert werden können, in unserem Fall bilden 

sich unter Thrombopoetin innerhalb von 5-6 Tage Megakaryozyten.  

 

Die gewonnen Zellen zeigen eine gute Ausbeute in Zellzahl und Viabilität (Video-

Aufnahmen über 6 h möglich), teilweise konnte ebenfalls die Bildung von Pseu-

dopodien beobachtet werden, sowie die charakteristischen Oberflächenantigene 

(Abbildung 3.8). Da in mehreren Versuchsreihen keine Pro-Plättchen gebildet 

wurden, musste auch diese Methode verworfen werden.  
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Abbildung 3.8: Megakaryozyten aus negativer Selektion sind vital und bilden Pseudopodien. (A-B) Zeitaufgelöste 

mikroskopische Aufnahmen, Ausschnitte über je 5:00 h. (C-D) Konfokalmikroskopische Aufnahmen zeigen die charakte-

ristischen Oberflächenmarker und insbesondere die Bildung von CD41-positiven Pseudopodien (D). (Zeitangaben: 

dd:hh:mm; Vergrößerung: 10x DIC (A-B); 63x + Immersionsöl (C-D); Skalierungsbalken: 5 µm) 

 

3.2.4 Megakaryozyten aus fetalen Leberzellen 

Eine weitere Methode, um primäre murine Megakaryozyten zu erhalten, ist die 

Isolation von fetalen Leberzellen (vgl. Methoden 2.2.9). Als pluripotente fetale 

Stammzellen können diese (ähnlich den vorher eingesetzten adulten Stammzel-

len) unter dem Einfluss von Thrombopoetin zu Megakaryozyten ausgereift wer-

den. Dieser Prozess ist deutlich zeitaufwendiger und benötigt mindestens 3 Wo-

chen bis zur möglichen Verwendung der so gewonnenen Megakaryozyten. 

 

Nach Ausplattieren auf Fibrinogen und Inkubation bei 37 °C zeigen die gewonnen 

Megakaryozyten eine gute Viabilität, mit im Verlauf sichtbar zunehmender Bil-

dung von Pseudopodien. Erstmalig lassen sich auch dutzende Ausläufer mit Pro-

Plättchen abgrenzen (Abbildung 3.9, A). Ebenfalls zeigt sich ein kräftiges Signal 

für den charakteristischen Oberflächenmarker CD41 (Abbildung 3.9, B). 
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Abbildung 3.9: Megakaryozyten aus fetalen Leberzellen bilden Pro-Plättchen. (A) Megakaryozyten in verschiedenen 

Stadien der Thrombopoese, exemplarisch mit Pfeilspitzen markiert ist die beginnende Bildung von Pseudopodien (links) 

und die fortschreitende Formation von Pro-Plättchen (mittig und rechts). Aufnahme 6 h nach Ausplattieren auf Fibrinogen. 

(B) Megakaryozyten und Pro-Plättchen an den Ausläufern sind kräftig positiv für CD41. (MK: Megakaryozyt; Vergröße-

rung: 10x DIC; Skalierungsbalken: 50 µm) 

 

In der Konfokalmikroskopie können die Pro-Plättchen weiter charakterisiert wer-

den: es zeigt sich die vorbeschriebene Reorganisation des Zytoskeletts, mit der 

Bildung von langen Ausläufern aus β-Tubulin mit der Anreicherungen von F-Aktin 

an den Spitzen (Abbildung 3.10).70,166 
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Abbildung 3.10: Zytoskelett der Pro-Plättchen-Formation von Megakaryozyten aus fetalen Leberzellen. Konfokal-

mikroskopische Aufnahmen demonstrieren die charakteristischen Zellausläufer und ihre zytoskelettale Zusammenset-

zung, mit langen Ausläufern aus β-Tubulin und Anreicherung von F-Aktin an den Spitzen bei der Bildung von Pro-Plätt-

chen, besonders gut abgrenzbar in dem vergrößerten Detail links unten. Anfärbung der Zellkerne mit TO-PRO3. (Vergrö-

ßerung: 63x + Immersionsöl; Skalierungsbalken: 20 µm) 

 
Zusammenfassend ist die Ausreifung von Megakaryozyten aus fetalen Leberzel-

len zwar die aufwändigste der getesteten Methoden, ermöglicht jedoch als ein-

zige die Kultivierung von genügend viablen Zellen, welche über eine funktionsfä-

hige Thrombopoese mit der Bildung von Pro-Plättchen verfügen ( 

Abbildung 3.11). Somit haben wir die Isolation aus fetalen Leberzellen für alle 

nachfolgenden Experimente gewählt. 

 
 

 

Abbildung 3.11: Zusammenfassung der erprobten Methoden zur Isolation von Megakaryozyten. Semi-quantita-

tive Angaben, basierend auf den gezeigten Ergebnissen (+: wenig, ++: mäßig, +++: viel).  

 

  

Methode Viabilität Anzahl Proliferation Dauer 

Positive Selektion (+) + Pseudopodien 0 Tage 

Negative Selektion + + + + + Pseudopodien 5-6 Tage 

Fetale Leberzellen + + + + + + Pro-Plättchen-Formation 20-21 Tage 
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3.3 Beobachtungen der etablierten Co-Kultur 

Nach der erfolgreichen Isolation und Kultivierung von jeweils primären funktions-

fähigen Megakaryozyten und Neutrophilen Granulozyten, galt es nun diese in der 

gemeinsamen Co-Kultur funktionsfähig zu halten, um sie weiter analysieren zu 

können. In mehreren Versuchen konnten wir das benötigte Medium und die Kul-

turbedingungen optimieren (vgl. Methoden 2.2.12), so dass die jeweiligen Zellen 

in der Co-Kultur ihr vorbeschriebenes charakteristisches Verhalten beibehielten. 

 

3.3.1 Megakaryozyten zeigen Pro-Plättchen-Formation 

Die aus fetalen Leberzellen gewonnenen Megakaryozyten zeigen auch in der 

etablierten Co-Kultur mit den isolierten Neutrophilen Granulozyten ihre zelltypi-

sche Differenzierung85 und die Bildung von Pro-Plättchen28 an ihren Ausläufern. 

 

 

Abbildung 3.12: Zelltypische Differenzierung der Megakaryozyten mit Pro-Plättchen-Formation in der Co-Kultur. 

Zeitaufgelöste mikroskopische Aufnahmen, Ausschnitt über 0:30 h. Pfeilspitzen zeigen exemplarisch die Bildung von Pro-

Plättchen an langen Ausläufern der Megakaryozyten. (MK: Megakaryozyt; PMN: Neutrophiler Granulozyt; Pfeilspitzen: 

Pro-Plättchen-Formation; Zeitangabe: hh:mm; Vergrößerung: 10x DIC; Skalierungsbalken: 20 µm) 

 

3.3.2 Neutrophile Granulozyten zeigen zelltypische Aktivität 

Die isolierten Neutrophilen Granulozyten können unter den etablierten Bedingun-

gen ebenfalls lange vital bleiben (in unseren Versuchen > 9 h) und zeigen zell-
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typische Migration164,167 mit Formänderung auf der mit Fibrinogen beschichteten 

Oberfläche. 

 

 

Abbildung 3.13: Zelltypischen Migration von Neutrophilen Granulozyten in der Co-Kultur mit Megakaryozyten. 

Zeitaufgelöste mikroskopische Bilder mit der exemplarischen Annotation eines Neutrophilen Granulozyten und der zu-

rückgelegten Strecke (gestrichelte Pfeile) unter migrationstypischer Verformung der Zelle. Gesamte Videoaufnahme über 

3:00 h. (MK: Megakaryozyt; PMN: Neutrophiler Granulozyt; Zeitangabe: hh:mm; Vergrößerung: 10x DIC; Skalierungsbal-

ken: 20 µm) 

 

3.3.3 Physische Zell-Zell-Interaktion in der Co-Kultur 

Nach der erfolgreichen Etablierung einer Co-Kultur aus primären Megakaryozy-

ten und Neutrophilen Granulozyten begannen wir diese unter kontrollierten Be-

dingungen zu beobachten. Hierzu setzen wir die Co-Kultur wie vorbeschrieben 

an (vgl. Methoden 2.2.12), wobei die Megakaryozyten nach Ausplattierung für 30 

min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert wurden und nach Zugabe von Neutrophi-

len Granulozyten bei 37 °C für weitere 3-6 h im Zeitraffer automatisiert gefilmt 

wurden (vgl. Methoden 2.2.15).  

In den entstandenen Videos konnten wir mehrfach eine physische Interaktion 

zwischen Neutrophilen Granulozyten und Megakaryozyten beobachten. Diese 

spielte sich insbesondere an den länglichen Ausläufern der Megakaryozyten im 

Bereich der Pro-Plättchen Formation ab und es schien, als würden die Neutro-

phile Granulozyten regelrecht an den Pro-Plättchen „ziehen“. Aufgrund des kom-

plexen Versuchsaufbaus und der nur begrenzten Anzahl gleichzeitig zu beobach-

tender Megakaryozyten (ca. 1-3 pro Sichtfeld) konnte keine aussagefähige 

Quantifizierung der Interaktion vorgenommen werden, die Abbildung 3.14 doku-

mentiert jedoch beispielhaft unsere Beobachtungen. 
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Abbildung 3.14: Physische Interaktion von Neutrophilen Granulozyten mit Megakaryozyten in vitro. Zwei Beispiele 

(A) und (B) demonstrieren die Interaktion (Pfeilspitzen), die insbesondere im Bereich der Pro-Plättchen-formierenden 

Ausläufer der Megakaryozyten beobachtet wurden. Gesamte Videoaufnahme je über 3:00 h. (MK: Megakaryozyt; PMN: 

Neutrophiler Granulozyt; Zeitangabe: hh:mm; Vergrößerung: 10x DIC; Skalierungsbalken: 20 µm) 
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3.4 Einfluss der Co-Kultur auf die Thrombopoese 

Nach den qualitativen Beobachtungen der physischen Interaktion zwischen 

Neutrophilen Granulozyten und Megakaryozyten suchten wir nach Methoden, die 

möglichen Auswirkungen der Interaktion quantitativ zu erfassen. Hierzu kon-

zentrierten wir uns auf die Hauptaufgabe der Megakaryozyten, die Thrombopo-

ese, und untersuchten diese im Vergleich von Megakaryozyten allein („MK“) mit 

Megakaryozyten und Neutrophilen Granulozyten („MK + PMN“) in der Co-Kultur.  

 

3.4.1 Vermehrte Pro-Plättchen-Formation von Megakaryozyten 

Während der Thrombopoese durchlaufen Megakaryozyten verschiedene Sta-

dien, die sich morphologisch abgrenzen lassen.28,70,166 Um eine mögliche Beein-

flussung der Megakaryozyten durch die Anwesenheit von Neutrophilen Gra-

nulozyten quantifizieren zu können, entwickelten wir basierend auf den vorbe-

schriebenen Stadien und unseren Beobachtungen die folgende Klassifikation: 

 
 

Beispiele 

Kriterien MK MK + PMN 

MKrund 
Ruhende Megakaryozyten 
 
- Durchmesser > 20 µm 
- rund 
- keine Ausläufer  

  

MKpolar 
Polarisation der Megakaryozyten 
 
- Durchmesser > 20 µm 
- beginnend entrundet 
- min. 1 breiter Ausläufer  

  

MKprolif 
Proliferation der Megakaryozyten 
 
- Durchmesser > 20 µm 
- vollständig entrundet  
- multiple Ausstülpungen  

  

MKppf 
Pro-Plättchen-Formation 
 
- Durchmesser > 20 µm 
- min. 1 schmaler Ausläufer: 

< 1 µm breit, > 10 µm lang  
  

Abbildung 3.15: Kriterien und Beispiele für die Klassifikation von Megakaryozyten in Thrombopoese-Stadien. 

(MK: Megakaryozyten in Kultur; MK + PMN: Megakaryozyten und Neutrophile Granulozyten in Co-Kultur; Vergrößerung: 

10x DIC; Skalierungsbalken: 20 µm) 

 

MKrund beschreibt ruhende Megakaryozyten, die noch unreif sind und neben ihrer 

außergewöhnliche Größe168 (Durchmesser > 20 µm) an ihrer komplett runden 
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Form identifiziert werden können; als nächster Schritt folgt die Reorganisation 

des Zytoskeletts70 mit konsekutiver Polarisation der Megakaryozyten und der Bil-

dung von Pseudopodien28, hier als MKpolar bezeichnet. Die zunehmende Prolife-

ration, MKprolif, zeigt sich durch die Bildung multipler Ausstülpungen und einer 

vollständigen Entrundung der Zellen.28 Im letzten Schritt zeigen die Megakaryo-

zyten eine deutliche Pro-Plättchen-Formation66, hier abgekürzt als MKppf und de-

finiert durch die Abgrenzbarkeit multipler, schmaler (< 1 µm Breite) und langer (> 

10 µm Länge) Ausläufer (Abbildung 3.15). 

 

Zur Quantifikation wurden Megakaryozyten allein („MK“) oder in der etablierten 

Co-Kultur gemeinsam mit Neutrophilen Granulozyten („MK + PMN“) jeweils für  

3 h bzw. 6 h bei 37 °C inkubiert, wie vorbeschrieben (vgl. Methoden 2.2.12). An-

schließend wurden die Zellen fixiert, im Phasenkontrastmikroskop strukturiert je 

25 Bilder pro Well akquiriert und diese anschließend Software-gestützt entspre-

chend klassifiziert (Abbildung 3.16).  

 

 

Abbildung 3.16: Beispiele der Klassifikation von Megakaryozyten in Stadien der Thrombopoese. Nur vollständig 

miterfasste Zellen wurden klassifiziert. (Links) Vollständige Ausschnitte einer repräsentativen Bildaufnahme mit manuell 

eingezeichneten Klassifikationen. (Rechts) Jeweils vergrößerte Detailansichten der links gestrichelt markierten Regionen. 

(MK: Megakaryozyten in Kultur; MK + PMN: Megakaryozyten und Neutrophile Granulozyten in Co-Kultur; Vergrößerung: 

10x DIC; Skalierungsbalken: 50 µm) 
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Für die Auswertung wurden in 3 unabhängigen Experimenten insgesamt 9.969 

Zellen manuell klassifiziert, die Zählungen je Experiment auf den 3h-Zeitpunkt 

normiert und als relative Veränderung zum 6h-Zeitpunkt notiert (Abbildung 3.17).  

Über den Zeitverlauf konnten wir die tendenzielle Zunahme der Proliferation in 

beiden Gruppen beobachten (MKprolif, Anstieg beider Gruppen: 1,19; p=0.999), 

bei geringem Rückgang der früheren Entwicklungsstufen MKrund und MKpolar. In 

Anwesenheit von Neutrophilen Granulozyten („MK + PMN“) zeigt sich eine signi-

fikante Steigerung der Megakaryozyten mit Pro-Plättchen-Formation (MKppf) ver-

glichen mit den Megakaryozyten („MK“) allein (Anstieg: 2,77 vs. 1,50; p<0,001).  

 

  

Abbildung 3.17: Gesteigerte Pro-Plättchen Formation der Megakaryozyten in Anwesenheit von Neutrophilen Gra-

nulozyten. Relativer Anstieg vom 3h- zum 6h-Zeitpunkt; Darstellung als Mittelwerte +SEM; n=3 unabhängige Experi-

mente in Duplikaten; Ergebnisse von insgesamt 9.969 manuell klassifizierten Zellen, Mittelwert pro Well: 831 ± 88 SEM. 

Signifikanzanalyse mittels Zwei-Faktor-ANOVA (Thrombopoese-Stadien und MK/MK+PMN) mit post-hoc Sidak-Korrek-

tion.  (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: nicht signifikant) 

 

3.4.2 Vermehrte Bildung Plättchen-assoziierter Fragmente 

Im Rahmen der Thrombopoese findet nach den morphologischen Veränderun-

gen der Megakaryozyten eine fortschreitende Absonderung von Pro-Plättchen 

statt, die in der Auflösung der Megakaryozyten selbst endet (vgl. auch Einleitung 

Abbildung 1.2).28 Diese abgesonderten, unreifen und verschieden großen Zell-

teile werden auch als Plättchen-assoziierte Fragmente28,70,73 bezeichnet, deren 

weitere Ausreifung zu funktionstüchtigen Blutplättchen nicht nur im Knochen-

mark22,47, sondern auch in der Blutbahn30 oder in der Lunge31 beschrieben wurde. 

 

Um unsere Beobachtungen der Beeinflussung der Thrombopoese zu bestätigen, 

planten wir eine Quantifizierung der Plättchen-assoziierten Fragmente mittels 

Durchflusszytometrie (vgl. Methoden 2.2.16). Wie beschrieben wurden die Zellen 

hierfür 6 h kultiviert, anschließend fixiert und mit fluoreszierenden Antikörpern 
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gefärbt. Anhand von FFS und SSC wurden nur lebende Zellen eingeschlossen. 

Jeder Probe fügten wir eine definierte Zahl fluoreszierender Beads hinzu, um 

auch bei unterschiedlichen Zellzahlen zwischen den Proben (Megakaryozyten 

mit / ohne Neutrophile Granulozyten) einen verlässlichen Maßstab zur Normie-

rung unserer Messungen zu erhalten.  

Eine weitere Besonderheit stellte die große Heterogenität in der Größe der Plätt-

chen-assoziierten Fragmente dar, die anhand ihres doppelt positiven Signals für 

CD41 (GPIIb) und CD42d (GPV) zugeordnet werden konnten.158 Neutrophile Gra-

nulozyten (PMN) wurden anhand ihres positiven Signals für Lys6G identifiziert. 

Um eine Eichung der jeweiligen Signalstärken vorzunehmen und eine Verfäl-

schung durch unspezifische Autofluoreszenz zu vermeiden, wurden für jeden An-

tikörper die entsprechenden Isotyp-Kontrollen genutzt (Zusammenfassung der 

Gating-Strategie in Abbildung 3.18). 
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Abbildung 3.18: Gating-Strategie zur Quantifizierung von Plättchen-assoziierten Fragmenten mittels Durch-

flusszytometrie. Repräsentative Plots einer Probe. Anhand von FFS und SSC wurden nur lebende Zellen eingeschlos-

sen. (A) Beads wurden anhand ihrer charakteristischen Größe und Granularität (links), sowie ihrem ausgeprägtem Fluo-

reszenzsignal (rechts) identifiziert. (B) Neutrophile Granulozyten wurden anhand ihrer Größe (FSC) und Granularität 

(SSC) vorselektiert (links) und an ihrer hohen Expression von Lys6G identifiziert (rechts). (C) Als Plättchen-assoziierte 

Fragmente (PAF) wurden Zellfragmente unterschiedlicher Größe mit doppelt positivem Signal für CD41 und CD42d klas-

sifiziert (rechts, oberer rechter Quadrant). Von dieser Gruppe wurden die bereits identifizierten Beads und PMN subtra-

hiert. Isotyp-Kontrollen dienten bei allen Antikörpern zur Etablierung der Grenzwerte (links). (D) Pseudo-Color-Plots der 

Gruppen. (MK: Megakaryozyten; PMN: Neutrophile Granulozyten; PAF: Plättchen-assoziierte Fragmente) 
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Um unsere Messmethode zu validieren, gaben wir als positive Kontrolle Sphino-

sin-1-phosphat (S1P) zur Kultur, welches vorbeschrieben sowohl die Pro-Plätt-

chen-Formation, als auch das Abscheren (engl. shedding) von Plättchen-assozi-

ierten Fragmenten (PAF) verstärkt.71 Zur Analyse wurden die Messwerte in jedem 

Experiment auf die Messungen der Megakaryozyten in Kultur („MK“) normiert und 

als relative Veränderungen dazu angegeben (Abbildung 3.19).  

Unser Model verifiziert den bekannten Anstieg der Plättchen-assoziierten Frag-

mente unter dem Einfluss von S1P (Anstieg: 1,17; p=0,388). In Anwesenheit von 

Neutrophilen Granulozyten zeigt sich eine signifikante Zunahme der Plättchen-

assoziierten Fragmente (Anstieg: 1,54; p=0,002), welche sich in Kombination von 

S1P und Neutrophilen Granulozyten weiter steigert und ebenfalls signifikant zeigt 

(Anstieg: 1,62; p<0,001). 

 

 

Abbildung 3.19: Megakaryozyten bilden vermehrt Plättchen-assoziierte Fragmente in Anwesenheit von Neutro-

philen Granulozyten. Darstellung als Mittelwerte +SEM; n=5 unabhängige Experimente in Duplikaten. Signifikanzana-

lyse mittels ANOVA und post-hoc Tukey-Test (* p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: nicht signifikant; MK: Megakaryozyten; 

PMN: Neutrophile Granulozyten; PAF: Plättchen-assoziierte Fragmente; S1P: Sphinosin-1-phosphat) 
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4. Diskussion  

Ausgiebige Untersuchungen der letzten Jahre zur Interaktion von Neutrophilen 

Granulozyten und Thrombozyten haben unter anderem zum Konzept der Immu-

nothrombose90 geführt und konnten auf Ebene der thrombozytären Vorläuferzel-

len, der Megakaryozyten, die Emperipolesis138 entdecken. Letztere ist in ihrer 

Funktion noch nicht verstanden, findet sich jedoch als Sonderform der Zell-Zell-

Interaktion bei verschiedenen Pathologien gesteigert, so auch bei einem ver-

mehrten Bedarf an Thrombozyten.141,142 Dies führte uns zu der Hypothese, dass 

die Interaktion von Neutrophilen Granulozyten mit Megakaryozyten möglicher-

weise die Thrombopoese beeinflusst.  

 

In dieser Arbeit konnten wir im murinen Modell verifizieren, dass die Depletion 

von Plättchen das Auftreten der Emperipolesis steigert. Zur weiteren Analyse 

konnten wir in mehreren Schritten erfolgreich eine Co-Kultur aus primären und 

funktionsfähigen Megakaryozyten und Neutrophilen Granulozyten etablieren.  

Anhand dieser konnten wir zeigen, dass Megakaryozyten in Anwesenheit von 

Neutrophilen Granulozyten morphologisch eine signifikante Steigerung der 

Thrombopoese aufweisen. Ebenfalls konnten wir in der Co-Kultur einen signifi-

kanten Anstieg von Plättchen-assoziierten Fragmenten nachweisen.  

 

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass Neutrophile Granulozyten in bisher unbe-

kannter Funktion zur Thrombopoese beitragen und sollen im Folgenden kritisch 

diskutiert werden.  

 

4.1 Gesteigerte Emperipolesis nach Plättchen-Depletion 

Bei der Erforschung des immuno-thrombotischen Zusammenspiels konnten in 

den letzten Jahren multiple gemeinsame Signalwege (z.B. über Oberflächenpro-

teine oder Chemokine) zwischen Neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten 

identifiziert werden.92,90 Da Blutplättchen selbst kernlos sind und über (fast) keine 

eigene Proteinbiosynthese mehr verfügen, sind die entsprechenden Marker und 

Chemokine bei den Megakaryozyten bereits nahezu identisch vorhanden.85 Auf 

Ebene dieser Stammzellen wurde als besondere Interaktion die Emperipolesis138 

beschrieben, weshalb wir sie als Startpunkt unserer Untersuchungen wählten.  

 

In mehreren Schritten konnten wir Zytospins als verlässliche Methode identifizie-

ren, um eine definierte Anzahl von Knochenmarkszellen auf Objektträger zu 

transferieren und das Vorkommen der Emperipolesis histologisch zu analysieren 

(vgl. Ergebnisse 3.1.1-3.1.3). Da eine gesteigerte Emperipolesis bei Blutung141 
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und Thrombozytopenie142 vorbeschrieben ist, induzierten wir mittels Antikörper-

Injektion eine Immunthrombozytopenie152 (vgl. Methoden 2.2.5).  

In den unbehandelten Kontrollen konnten wir bei 7,8 % der Megakaryozyten eine 

Emperipolesis durch Neutrophile beobachten, was gut mit publizierten Werten 

von 8-12 % im murinen Modell korreliert.140,161 Interessanterweise blieb die Rate 

an Tag 3 nach Plättchen-Depletion mit 8,2 % noch relativ unverändert und zeigte 

sich erst an Tag 5 knapp verdoppelte auf 15,1 % (vgl. Abbildung 3.4).  

Dieser späte Anstieg lässt sich möglicherweise durch die verzögerte Kinetik nach 

Plättchen-Depletion erklären: kurz nach der Injektion sinken die Thrombozyten-

zahlen rapide ab und beginnen erst nach ca. 48 h (Tag 2) langsam wieder zu 

steigen, während erst nach ca. 120 h (Tag 5) eine relevante Thrombozytenzahl 

von ca. 80 % der normalen Population erreicht wird.152,169  

 

Unsere Daten zeigen, dass sich Emperipolesis z.B. im Zytospin quantifizieren 

lässt und durch eine Immunthrombozytopenie bzw. die darauffolgend reaktiv ge-

steigerte Thrombopoese induziert werden kann. Dies diente uns als unterstüt-

zender Ausgangspunkt für unsere Hypothese, dass es eine Verbindung zwischen 

Neutrophilen Granulozyten, Megakaryozyten und der Thrombopoese gibt. 

Als Limitation bleibt zu erwähnen, dass wir die aufwendigen Versuche nicht bis 

zur statistischen Belastbarkeit wiederholten, da diese gut mit bereits publizierten 

Beobachtungen übereinstimmten. Zur weiteren Erforschung des Auftretens und 

der Kinetik der Emperipolesis unter verschiedenen Stimuli könnte dieses Modell 

gut mit mehreren Messreihen erweitert werden. 

 

Erst kürzlich konnte die Arbeitsgruppe um Cunin et al. mittels zeitaufgelöster 

Konfokalmikroskopie zeigen, dass die Emperipolesis ein transienter Prozess ist, 

der meist unter 10 min andauert („schnellen“ Form) und von einer „langsamen“ 

Form mit über 60 min Dauer unterscheidbar ist.170 Dies legt nahe, dass die Em-

peripolesis deutlich häufiger als angenommen ist und bisherige histologische Un-

tersuchungen immer nur eine (falsch niedrige) Momentaufnahme ermöglichten.  

In einer anderen Publikation zeigte dieselbe Gruppe, dass es bei der Emperipo-

lesis zum Membrantransfer von Neutrophilen Granulozyten auf das DMS der Me-

gakaryozyten kommt und somit die entstehenden Plättchen leukozytäre Oberflä-

chenmarker erhalten, was als weiterer Beleg für die immuno-thrombotische Ver-

bindung gesehen werden kann.147 

 



Diskussion 

 52 

4.2 Etablierung einer Co-Kultur aus Megakaryozyten und 

Neutrophilen Granulozyten 

Als Kernstück dieser Arbeit galt es, eine funktionsfähige Co-Kultur zu etablieren, 

um die Interaktion von Neutrophilen Granulozyten und Megakaryozyten in vitro 

in Bezug auf die Thrombopoese unter kontrollierten Bedingungen untersuchen 

zu können.  

 

Um murine Megakaryozyten zu untersuchen, sind in der Literatur verschiedene 

Modelle beschrieben – von immortalisierten Zelllinien, über Knochenmark-Isola-

tion bis zur Ausreifung aus fetalen Leberzellen. So isolierte z.B. auch die ge-

nannte Gruppe um Cunin et al. hämatopoetische Stammzellen (HSCs) mittels 

negativer Selektion aus murinem Knochenmark und reifte diese unter TPO zu 

Megakaryozyten aus.147,170 Unsere Analysen zeigten jedoch, dass die so gewon-

nen Zellen zwar viabel ausreifen, jedoch keine vollwertige Thrombopoese betrei-

ben können und allenfalls Pseudopodien ausbilden (vgl. Ergebnisse 3.2.3).  

Nach dem Vergleich von drei Protokollen (positive Selektion, negative Selektion 

und fetale Leberzellen; vgl.  

Abbildung 3.11) setzten wir somit auf die letzte und aufwendigste Methode, da 

diese Zellen dank ihres hohen Differenzierungspotenzials in vitro zahlreiche (Pro-

)Plättchen bilden und bereits von Italiano et al. 1999 bei der ersten erfolgreichen 

Beobachtung der Thrombopoese genutzt wurden.66 

 

Die Neutrophilen Granulozyten isolierten wird mittels negativer Selektion (vgl. 

Methoden 2.2.6) jeweils direkt vor den geplanten Experimenten. Obwohl in dem 

uns vorliegenden Protokoll eine mögliche Aufbewahrung über Nacht beschrieben 

ist, sahen wir eine deutliche Abnahme der leukozytären Aktivierbarkeit mit der 

Zeit (vgl. Abbildung 3.6). Auch wenn die Lebensdauer von Neutrophilen Gra-

nulozyten nach Verlassen des Knochenmarks kontrovers diskutiert wird, liegt sie 

mutmaßlich eher im Bereich mehrerer Stunden.104 Sowohl allein als auch in Co-

Kultur zeigten beide Zellarten eine gute Viabilität (Videoaufnahmen > 9 h) und 

jeweils zelltypisches Verhalten mit der Bildung von Pro-Plättchen (Megakaryozy-

ten) und aktiver Migration (Neutrophile Granulozyten) (vgl. Ergebnisse 3.3). 

 

Nach unserem Wissen ist dies die erste Arbeit, die erfolgreich eine Co-Kultur aus 

primären Megakaryozyten und primären Neutrophilen Granulozyten mit funkti-

onsfähiger Thrombopoese etabliert hat. Diese ermöglichte uns im Folgenden die 

weitere Analyse der Interaktion beider Zellen, jedoch unter Berücksichtigung der 

gegebenen Limitationen einer jeden isolierten Kultur in vitro: es handelt sich um 

ein artifizielles Modell mit dem Vorteil der Untersuchbarkeit unter kontrollierten 
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Bedingungen, es kann jedoch niemals die volle Komplexität des Organismus in 

vivo abbilden, wie z.B. die komplexe dreidimensionale Knochenmarkstruktur13. 

 

4.3 Physische Interaktion von Megakaryozyten und 

Neutrophilen Granulozyten 

Die erfolgreich etablierte Co-Kultur in vitro aus primären Megakaryozyten und 

Neutrophilen Granulozyten begannen wir nun in zeitaufgelösten Videoaufnah-

men über 3-6 h zu beobachten (vgl. Ergebnisse 3.3.3). Hierbei zeigte sich viel-

fach eine physische Interaktion der Neutrophilen mit Megakaryozyten, die sich 

insbesondere auf die reifen Megakaryozyten und ihre lang auslaufenden Pro-

Plättchen konzentrierte und den Anschein hatte, als würden die Leukozyten re-

gelrecht an den Pro-Plättchen „ziehen“ (vgl. Abbildung 3.14). Leider reichten die 

im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten aufgrund des komplexen Versuchs-

aufbaus und der nur begrenzten Anzahl der zu beobachtenden Megakaryozyten 

nicht für eine aussagekräftige Quantifizierung.  

 

Unsere Arbeitsgruppe um Petzold et al. nahm diese Beobachtungen jedoch zum 

Anlass, weitere Versuche in vivo durchzuführen: mittels intravitaler Multiphoto-

nen-Mikroskopie konnte das Knochenmark in der Schädelkalotte von Mäusen mit 

konditionalem Knock-in für zellspezifische Fluoreszenzproteine gefilmt werden 

(Pf4-cre(+)/Confetti-/-/Lyz2-eGFP).171 Dies bestätigte unsere Ergebnisse und 

zeigte das noch stärkere Ausmaß der Interaktionen in vivo, wo jeder Megakary-

ozyt im Durchschnitt mit vier Neutrophilen gleichzeitig physischen Kontakt hatte. 

Im Mittel wurden acht Interaktionen pro Stunde gezählt, mit einer mittleren Dauer 

von 13 min.171 Insgesamt zeigten fortgeschritten differenzierte und somit entrun-

dete Megakaryozyten signifikant häufiger physische Interaktion, was auch mit 

unseren Beobachtungen in vitro übereinstimmt.  

 

Dies ist die erste Publikation, die eine physische Interaktion speziell der Pro-

Plättchen von Megakaryozyten mit Neutrophilen Granulozyten beschreibt – im 

Gegensatz zu weiteren aktuellen Arbeiten, die sich vermehrt mit der Emperipo-

lesis beschäftigen,147,170 wie bereits oben diskutiert (vgl. Diskussion 4.1). 

 

4.4 Steigerung der Thrombopoese durch Neutrophile 

Granulozyten 

Um den Einfluss von Neutrophilen Granulozyten auf die Thrombopoese zu un-

tersuchen, nutzten wir die etablierte Co-Kultur zuerst für histomorphologische 

Analysen (vgl. Abbildung 3.15). Hierbei konnten wir zeigen, dass in Anwesenheit 
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von Neutrophilen Granulozyten der Anteil Pro-Plättchen-formierender Megakary-

ozyten signifikant steigt (vgl. Abbildung 3.17). Da wir ausschließen wollten, dass 

es sich um eine reine Steigerung der megakaryozytären Ausreifung ohne weitere 

funktionelle Beeinflussung der effektiven Plättchenbildung handelte, entwickelten 

wir eine durchflusszytometrische Methode, um Plättchen und Plättchen-assozi-

ierte Fragmente (PAF) anhand ihres doppel-positiven Signals für CD41 / CD42d 

zu quantifizieren (vgl. Abbildung 3.18). 

Diese Methode konnten wir anhand des vorbeschrieben Thrombopoese-fördern-

den Faktors S1P71 validieren und somit nachweisen, dass Megakaryozyten in 

Anwesenheit von Neutrophilen Granulozyten signifikant mehr Plättchen bzw. 

PAF freisetzen (vgl. Abbildung 3.19). 

 

Nach unserem Wissen ist dies die erste Arbeit, welche die physische Interaktion 

und den positiven Einfluss von Neutrophilen Granulozyten auf die megakaryo-

zytäre Thrombopoese zeigen konnte. Allerdings werfen die verwendeten Metho-

den weitere Fragen auf, u.a. ob es sich als Ursache hierbei wirklich um die beo-

bachtete physische Zell-Zell-Interaktion handelt, oder um eine Beeinflussung 

durch lösliche Faktoren und welche molekulare Signalwege daran beteiligt sind.  

 

Aufbauend auf diesen Vorarbeiten und etablierten Methoden konnte unsere Ar-

beitsgruppe um Petzold et al. diesen Fragen in weiteren Projekten nachgehen: 

so konnte mit der etablierten durchflusszytometrischen Methode gezeigt werden, 

dass nur Neutrophile Granulozyten einen Effekt auf die Thrombopoese haben 

und nicht B-Zellen, T-Zellen oder Monozyten.171 Ebenfalls konnte nachgewiesen 

werden, dass eine Neutropenie bei Mäusen (Antikörper-induziert oder mittels 

konditionalem Knock-out) eine Thrombopenie nach sich zieht.171  

Weitere Versuche mit unserem etablierten Assay bewiesen, dass nur die tatsäch-

liche physische Interaktion eine Steigerung der PAF bewirkt, während eine Co-

Kultur mit Trennung beider Zelltypen durch eine semi-permeable Membran 

(transwell) oder nur die Inkubation mit dem Überstand der Neutrophilen Gra-

nulozyten ohne Effekt blieben.171  

 

Auch die mechanistischen Fragen konnten im Rahmen weiterer Arbeiten geklärt 

werden: so konnte gezeigt werden, dass der beobachtete Effekt vorwiegend von 

CXCR4, geringer auch von Integrin β1 und Kindlin-3 auf Neutrophilen Granulozy-

ten abhängt, während vermutete Rezeptoren wie PSGL-1, CD41, CD40L und  

CD18 (Integrin β2) keinen Einfluss zeigten.171  

Neutrophile Granulozyten ohne CXRC4 können weniger gut in das Knochenmark 

zurückfinden (engl. homing), wie vorbeschrieben172 und zeigen eine zufällige 

Verteilung im Knochenmark, ohne die bekannte Nähe132 zu Megakaryozyten.171 
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Als Ligand zu CXCR4 wird CXCL12 (auch: SDF1) kräftig auf Megakaryozyten 

exprimiert16,17 und unsere Gruppe konnte nachweisen, dass dieser Signalweg 

zur NOX2 (engl. NADPH oxidase 2) vermittelten Produktion von reaktiven 

Oxygen-Spezies (ROS) in Neutrophilen Granulozyten führt. In Megakaryozyten 

bewirkt diese Interaktion die aktivierende Phosphorylierung von ERK (engl. ex-

tracellular signal-regulated kinases) und MLC (engl. myosin light chain), welche 

als essenziell zur megakaryozytären Ausreifung, sowie zur Formation und Frei-

setzung von Pro-Plättchen vorbeschrieben sind.173,174  

 

Die Erkenntnisse zur Neutrophilen-getriebenen Thrombopoese konnten auch auf 

Menschen übertragen werden: die Analyse der großen GWAS Datenbank (engl. 

genome wide association study) mit 408.112 Individuen175 zeigte, dass geneti-

sche Veränderungen der Neutrophilen-Funktion mit einer reduzierten Plättchen-

zahl korrelieren.171 Auch zeigen Patienten mit Herzinfarkt eine höhere Rate reti-

kulierter „junger“ Plättchen, welche als besonders prothrombotisch vorbeschrie-

ben sind,176,177 sowie ebenfalls kurzfristig eine erhöhte Expression von CXCR4 

auf Neutrophilen Granulozyten.171  

Im daraufhin erweiterten Tiermodell zu arterieller und venöser Thrombose sowie 

zur LPS-induzierten Neutrophilen-Aktivierung konnte ebenfalls der prothromboti-

sche Effekt der CXCR4-CXCL12-Achse nachgewiesen werden, welcher sich 

durch die Blockade von CXCR4 normalisieren ließ.171 

 

4.5 Fazit und Ausblick 

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass 

Neutrophile Granulozyten mit Megakaryozyten physisch interagieren und eine 

Steigerung der Plättchen-Produktion in vitro bewirken.  

Die generierten Ergebnisse und etablierten Methoden führten zu weiteren Arbei-

ten, die letztlich zeigen konnten, dass durch Neutrophile Granulozyten vermittelte 

Mechanosignale an Megakaryozyten über CXCR4-CXCL12 und NOX2 die gra-

nulozytäre ROS aktivieren und megakaryozytäre ERK / MLC phosphorylieren, 

was zu einer Steigerung der Thrombopoese führt.171  

Erste Daten weisen ebenfalls auf eine Relevanz dieses Effekts im Menschen hin, 

welcher u.a. beim Myokardinfarkt prothrombotisch wirkt. Somit eröffnet die Ent-

deckung der Neutrophilen-induzierten Thrombopoese neue therapeutische An-

sätze bei ischämischen Ereignissen, welche in weiteren Studien untersucht wer-

den sollten. 
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