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Thesis summary for non-expert readers

This thesis explores the contribution of new factors — proteins and pathogen

reduction treatment — to megakaryopoiesis and platelet functionality.

Platelets are small particles in our blood, responsible for wound closure and
blood clotting. They are derived from large cells residing in the bone marrow
called megakaryocytes. Platelets are circulating through the blood in an
inactive state. But when a blood vessel is damaged, platelets react to the
damage by getting activated and close the wound to stop bleeding. To fulfill
this role in wound closure and bleeding, a sufficient amount of platelets is
needed. In a healthy individual, the body maintains the amount of platelets by
itself but certain diseases can cause a drop in the amount of platelets, a
situation called thrombocytopenia. Thrombocytopenia can be caused by very
different factors, for example after chemotherapy or as a result of an immune
reaction that destroys platelets. In these cases, patients need to be given
platelet transfusions. Currently, platelet transfusion units are obtained from
from blood donations. While this approach has been reliable and working for
decades, it also has some room for improvement.

This is why researchers have worked on approaches to achieve platelet
generation in a culture system, or in vitro, for transfusion purposes. Such a
system has clear advantages. For example the possibility to generate
platelets on demand or developing platelets for patients with specific needs.
Another positive aspect lies in the reduction of adverse immune reactions
against transfused platelets, a process called alloimmunization, by producing
platelets lacking these immunogenic structures. Last but not least, if blood
banks were able to generate platelets in a closed system from a constant
source, this would nearly eliminate the chance of infecting a recipient through

contaminated transfusion products.

However, current approaches cannot deliver sufficient numbers of
megakaryocytes and platelets yet. Researches are able to differentiate
megakaryocytes from hematopoietic stem cells and study the cells in
relatively small amounts, but these culture methods used for research
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purposes cannot just be scaled up to make transfusion products. In order to
make in vitro platelet transfusion products profitable for blood banks, we need
to design culture systems supporting the production of vast amounts of
megakaryocytes, the platelet progenitor cells from little starting material

followed by the generation of large quantities of functional platelets.

In the human body, the source of all blood cells including megakaryocytes are
hematopoietic stem cells (HSC). HSCs are immature hematopoietic cells
which have the ability to self renew or develop into blood cells depending on
specific stimuli. These stimuli come from other cells in the bone marrow such
as supporting mesenchymal stromal cells or bone cells, called osteoblasts.
Depending on the signals from surrounding cells, the HSC gradually develops
more features of a certain blood cell and looses the stem cell potential. This

process is called differentiation.

The secreted factors driving differentiation result in signaling cascades in the
HSC and lead to changes in the nucleus of the HSC. It is the nucleus that
contains all genetic material of a cell, the DNA. Although each cell of our body
contains the same DNA, not all of it is used in each cell. Rather, specific parts
of the DNA are active in a specific cell. Depending on the active DNA a cell
gets its identity, for example being a liver cell, a lung cell or a megakaryocyte.
Special proteins called transcription factors (TF) control which parts of DNA in
a cell are active. They are shuttled into the nucleus and bind to the DNA in
response to factors from the outside. Because of their crucial role in
determining a cell fate, a lot of TFs have been investigated in the last years.
Important findings have been made, such as the discovery that TFs do not
work alone on one piece of DNA, but in groups. Also, single TFs are being
reused during the differentiation of a HSC into a blood cell and in combination
with other TFs form new groups which then bind new parts of DNA. While the
role of a lot of TFs has been investigated, the function of others is still not

completely clear.

The TF MEIS1 is such a transcription factor with a currently unclear role in the

generation of blood cells. While other groups have shown that MEIS1 plays a
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role in HSCs, we found that its action does not stop there. When HSCs start
differentiating, they go through a few stages of development and each stage
brings them closer to a blood cell and makes them less of a stem cell. These
cells in intermediate phases of differentiation are called progenitor cells and
MEIS1 plays an important role in them as well. In chapter 2 we show that if
MEIS1 is present in a progenitor cell, this cell is destined to become either a
red blood cell or a megakaryocyte and can no longer become a white blood
cell or an immune cell. The way MEIS1 achieves this is by binding to specific
parts of DNA in the progenitor cell which control genes. MEIS1 regulates
genes by binding to them which activates the gene or inhibits it resulting in the
induction or inhibition of protein synthesis. Thereby MEIS1 enables red blood
cell and megakaryocyte development while at the same time prevents white

blood cell or immune cell differentiation.

Earlier experiments we and other groups performed have also shown that
MEIS1 is not only present in stem and progenitor cells, but also in
megakaryocytes themselves. Not only is MEIS1 present in megakaryocytes, it
is also present only in these cells when we compared all blood cells with each
other. When blood cells are fully mature, MEIS1 can only be found in
megakaryocytes. Because MEIS1 is a transcription factor that regulates
genes and ultimately the way a cell differentiates, we next wanted to know
more about what genes MEIS1 will bind to in megakaryocytes and what the
function of these genes is. When a gene is bound by a transcription factor, the
gene is read by specific proteins which also make a copy of the gene. This
process is called transcription and once the gene is completely read, the
copy, called mRNA, is transported out of the nucleus and into the cytoplasm
of the cell. While the nucleus keeps and protects the DNA, the cytoplasm
contains many different specialized areas which all work together to keep the
cell alive and let it respond to signals from other cells. Many different
processes are active in the cell for these purpose and they are all conducted
by proteins. But since the environment of a cell and the signals it receives can
change all the time, the proteins responding to all this input need to be
updated continuously. The copy of a gene that is made in the nucleus does

exactly this. This copy holds the information to make a new protein, and once
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the copy is transported into the cytoplasm, it will be read again by specialized
machinery that translates the information from the nucleus into making one
specific protein. This means that if we investigate which genes MEIS1 binds
to in megakaryocytes, we can find out which proteins are encoded in those
genes. Because MEIS1 is so specific for megakaryocytes we can hypothesize
that MEIS1 target genes play a role in megakaryocyte differentiation and by
analyzing their function we will understand this process better. To find MEIS1
target genes, we conducted a method in which MEIS1 was deleted from
megakaryocytic cells. In the absence of MEIS1 we then analyzed which other
genes are also less or more read. From these genes that are responding to
changes in MEIS1 availability we chose two which have not been studied in
megakaryocytes yet. Our studies show that both targets, ATXN2 and TPM1

are contributing to key events during megakaryopoiesis.

Compared to the differentiation of other cells, megakaryopoiesis contains
several unique features. The first characteristic of megakaryopoiesis is
endomitosis. Most cells divide in a way that gives rise to two daughter cells of
equal size with one nucleus each containing the cells’ DNA. However,
immature megakaryocytes at one point during their differentiation do not
divide completely to form two daughter cells but stop division after their
nuclear material is doubled. This incomplete division creates one cell with two
nuclei and is called endomitosis. Immature megakaryocytes repeat this
process until the cells increase both in size and in their nuclear material to a
point that mature megakaryocytes can be found with the nuclear equivalent of
14 cells. This increase in nuclear material is accompanied by an increase in
cell size, eventually giving the cell its name, MEGA-karyocyte. We still need to
learn more about why megakaryocytes are endomitotic and which factors are
responsible for this process. So far, it is believed that by containing more
nuclei, the cell can produce more copies of genes (transcription) which are
then translated into more protein. The protein masses generated in this way

are then packaged and transported into what will become blood platelets.

We found that ATXN2, one of the MEIS1 targets, is also present in

megakaryocytic cells that become endomitotic. ATXN2 can bind the copies
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made from DNA that leave the nucleus called mRNA. Another group has
shown that by binding mRNA, ATXNZ2 stabilizes them to ensure they can be
translated into protein well enough. In chapter 3, we show that when ATXN2
is deleted from megakaryocytic cells, these cells end up having less protein
inside of them compared to cells that still contain ATXN2. This lack of protein
also has consequences for platelets derived from ATXN2-deleted
megakaryocytes. When we analyzed platelets from a mouse strain that has
no ATXNZ2, they reacted less well to activation, a trigger that is the first step
for wound closure. We could thereby show that it is important to make sure
that protein synthesis is working properly during megakaryopoiesis, both in
the human body and in cultured megakaryocytes for if protein synthesis is not
optimal, it results in platelets of lesser quality.

The second MEIS1 target we studied is called TPM1. TPM1 is known to bind
to actin, a protein of the cytoskeleton. Like human bodies, every cell has a
cytoskeleton, structures that make sure the cell holds its shape. The
cytoskeleton is flexible, though and can be build up and destroyed depending
on the environment. Still, this flexibility needs to be regulated to keep cells
from collapsing. Proteins that regulate flexibility can do so in many ways. In
the case of TPM1, this happens by TPM1 winding around actin fibres and
thereby protecting the fiber from being destroyed or deformed by the works of
other proteins. Other groups have shown that endomitosis is due to
incomplete division after the nucleus of a cell has doubled and that this
incomplete division is due to less contraction between the two daughter cells.
Contraction in a cell depends mostly on myosin and actin, which are also
responsible for muscle contraction. And just like in a muscle, if contraction is
not complete, a function cannot be fulfilled. For example, when trying to grab
something and the muscles in our arm and hand do not contract fully,
grabbing is not possible. While other groups have shown that myosin levels
are lower in endomitotic cells which causes less contraction, they were not
sure about if actin also is affected. In chapter 4 , we show that less TPM1, and
thereby less protection of actin, causes endomitosis in megakaryocytic cells.
Our findings show that correct amounts and correct position of actin is evenly

important for endomitosis as myosin.
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Another feature of megakaryocytes is their shape change once the cell is fully
differentiated. During this process, the megakaryocyte develops long
protrusions with bead-like nodes, called proplatelets. These proplatelets are
pushed forward through the cytoskeleton. Again, while some contributing
proteins have been discovered already, like tubulin, more research is needed
to understand the entire process of proplatelet formation. It is in the process of
proplatelet formation that we found a second role for TPM1 as described in
chapter 4. Cells with lower TPM1 levels spontaneously began to make
proplatelets although their differentiation was not far enough yet. Because the
cell was actually not advanced enough, these premature proplatelets were
misshapen. Still, we were able to show that actin, and proteins controlling
actin, are involved in proplatelet generation. Proplatelets will protrude a blood
vessel and extend into the flowing blood inside the vessel which will rip them
off from their mother cell. This way, proplatelet fragments enter the blood
circulation where they will be divided into smaller pieces, the actual platelets.

Because it is currently not possible to make platelets for transfusion purposes,
methods to improve the quality and safety of donor-derived platelets are
developed and improved constantly. One of those methods is called pathogen
reduction treatment (PRT). Platelet transfusion products are kept at room
temperature which also could provide growth and survival of virus and
bacteria. These contaminants can be transferred into transfusion products
through donors that have been infected but are still asymptomatic and
therefore can give blood. Testing for contaminations is a standard procedure,
but results can only be obtained after a few days, sometimes even after the
transfusion product has been given to a patient. While transfusion transmitted
diseases are rare, blood banks are of course trying to completely exclude any
risk of such infections. Pathogen reduction works by adding Vitamin B2 to the
transfusion product and then irradating with UV-light. This treatment destroys
all viral or bacterial contaminations that could be present. However, it was not
clear if the platelets themselves would be harmed by the treatment as well.
Like explained before, platelets are normally inactive and resting but become

activated when they encounter blood vessel damage. This activation is
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important for the platelet to adhere to and close a wound. Research so far had
shown that PRT does not harm resting platelets, but data on activation after
PRT were missing. In chapter 5, we report that PRT does influence platelet
activation. We show that the platelets are getting lightly activated by PRT
already and begin “leaking” while being kept in the transfusion bag. The
leaking causes the platelets to respond less to actual activation which means
that in an actual bleeding situation, a patient that has been given PRT treated
platelets would be at risk for bleeding more. We also show that the effect of
PRT on platelet activation becomes more pronounced over storage time
showing that platelets that are used shortly after PRT are responding well to

activation.

In summary, this thesis provides new insight into the mechanisms that drive
the differentiation of a HSC into a megakaryocyte. We also provide insight
and possible tools to improve the generation of platelets in vitro to make

transfusion products in the future.
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Nederlandse samenvatting voor niet-ingewijden

Dit proefschrift onderzoekt de bijdrage van nieuwe factoren - eiwitten en een
pathogeenreductie methode - op megakaryopoiese en de functionaliteit van

bloedplaatjes.

Bloedplaatjes zijn cellen in het bloed die verantwoordelijk zijn voor
wondsluiting en bloedstolling. Ze worden gemaakt door grote voorlopercellen
in het beenmerg, genoemd megakaryocyten. Bloedplaatjes circuleren door
het bloed in een inactieve toestand. Wanneer een bloedvat wordt beschadigd,
worden bloedplaatjes geactiveerd door de schade en sluiten de wond af om
de bloeding te stoppen. Om deze rol in wondsluiting en bloedstolling naar
behoren te vervullen, is een bepaalde hoeveelheid bloedplaatjes nodig. In een
gezond persoon is er een evenwicht tussen aanmaak en afbraak van
bloedplaatjes maar bij bepaalde ziektes treedt er een daling op in het aantal
bloedplaatjes, een toestand genaamd trombocytopenie. Trombocytopenie kan
worden veroorzaakt door verschillende factoren, bijvoorbeeld na
chemotherapie of als gevolg van een immuunreactie die bloedplaatjes
vernietigt. In dat geval is een transfusie met bloedplaatjes noodzakelijk.
Momenteel worden bloedplaatjes transfusie producten gemaakt van
bloeddonaties van gezonde vrijwilligers. Hoewel deze aanpak betrouwbaar is

en al tientallen jaren gebruikt wordt, is er ook enige ruimte voor verbetering.

Onderzoekers werken aan methodes om bloedplaatjes voor transfusie
doeleinden aan te maken in een kweeksysteem buiten het lichaam (in vitro).
Een dergelijk systeem heeft duidelijke voordelen. Bloedplaatjes kunnen
bijvoorbeeld op verzoek of voor patiénten met specifieke behoeften gemaakt
worden. Ook kunnen ongewenste immuunreacties tegen bloedplaatjes, een
proces genaamd immunisatie, voorkomen worden door het produceren van
bloedplaaties waarbij deze Iimmunogenen ontbreken. Tenslotte, als
bloedbanken bloedplaatjes in een gesloten systeem zouden kunnen maken,
wordt daardoor de kans op besmetting van een ontvanger door een besmet

transfusieprodukt geélimineerd.
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Echter, de huidige kweekmethodes leveren nog niet voldoende aantallen
megakaryocyten en bloedplaatjes op. Onderzoekers kunnen megakaryocyten
vanuit bloed (hematopoietische) stamcellen kweken en vervolgens de cellen
in kleine hoeveelheiden bestuderen, maar deze kweekmethodes kunnen niet
makkelijk worden opgeschaald om transfusie producten te maken. Om in vitro
bloedplaatjestransfusie  producten efficient en kostendekkend door
bloedbanken te laten maken, moeten we kweeksystemen ontwikkelen voor de
productie van grote hoeveelheden van megakaryocyten. Hierbij zouden
megakaryocyten, de voorlopers van bloedplaatjes, uit een kleine hoeveelheid
uitgangsmateriaal gekweekt kunnen worden, gevolgd door de productie van

grote hoeveelheden functionele bloedplaatjes.

In het menselijk lichaam zijn hematopoietische stamcellen (HSC) de bron van
alle bloedcellen, waaronder ook megakaryocyten. HSCs zijn onrijpe voorloper
cellen die zichzelf kunnen vernieuwen of zich kunnen ontwikkelen tot
bloedcellen afhankelijk van specifieke prikkels. Deze prikkels komen vanuit
andere cellen in het beenmerg zoals mesenchymale stromale cellen of
botcellen. Afhankelijk van de signalen van de omringende cellen ontwikkelt de
HSC geleidelijk meer eigenschappen van een bepaalde bloedcel en verliest
zijn stamcel potentieel. Dit proces heet differentiatie.

De signalen uit de omgeving leiden tot veranderingen in de HSC, die weer
leiden tot veranderingen in de kern van de HSC. In de kern van een cel is het
genetisch materiaal, het DNA, opgeslagen. Hoewel elke cel van ons lichaam
hetzelfde DNA bevat, wordt niet alle DNA in elke cel gebruikt. Integendeel,
alleen specifieke stukken van het DNA zijn actief in een specifieke cel.
Afhankelijk van het actieve DNA ontwikkelt een cel zijn identiteit, bijvoorbeeld
als een levercel, een longcel of megakaryocyt. Speciale eiwitten genaamd
transcriptiefactoren (TF) controleren welke stukken DNA in een cel actief zijn.
Door signalen van buitenaf worden specifieke TF in de kern gelaten en binden
aan het DNA. Vanwege hun cruciale rol in het bepalen van het lot van de cel
werd in de afgelopen jaren veel onderzoek gedaan naar TF. Belangrijke
bevindingen zijn inmiddels gepubliceerd, zoals de ontdekking dat TF in

groepen aan een stuk DNA binden en niet alleen. Ook worden enkele TF
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hergebruikt tijdens de differentiatie van HSC in een bloedcel. In combinatie
met andere TF worden nieuwe groepen aangemaakt die vervolgens nieuwe
delen van DNA binden. Hoewel de rol van veel TFs al onderzocht is, is de
functie van anderen nog niet volledig duidelijk.

MEIS1 een transcriptiefactor met een nog onduidelijke rol in de productie van
bloedcellen. Terwijl andere onderzoeksgroepen aangetoond hebben dat
MEIS1 een rol speelt in de HSC, konden wij laten zien dat MEIS1 ook in
latere cellen belangrijk is. Wanneer HSC differentiéren, worden verschillende
stadia van ontwikkeling doorlopen. Elk stadium brengt hen dichter bij een
bloedcel en verwijdert ze verder van een stamcel. Cellen in intermediaire
stadia van differentiatie worden voorlopercellen genoemd, en ook hier speelt
MEIS1 een belangrijke rol. In hoofdstuk 2 zien wij dat als MEIS1 aanwezig is
in een voorlopercel deze cel bestemd is om een rode bloedcel of
megakaryocyt te worden. MEIS1 bereikt dit door binding aan specifieke
stukken van DNA in de voorlopercel die genen genoemd worden. Door
binding van MEIS1 wordt een gen geactiveerd of geremd wat uiteindelijk
resulteert in de inductie of inhibitie van eiwitsynthese. Op deze manier
bevordert MEIS1 de ontwikkeling van rode bloedcellen en megakaryocyten
terwijl tegelijkertijd de aanmaak van witte bloedcellen onmogelijk wordt.

Uit eerdere experimenten die wij en andere groepen uitgevoerd hebben werd
duidelijk dat MEIS1 niet alleen aanwezig is in stamcellen en voorlopercel,
maar ook in megakaryocyten zelf. Deze studies laten ook zien dat MEIS1
alleen aanwezig is in megakaryocyten, en niet in andere type bloedcellen.
Omdat MEIS1 een is transcriptiefactor die genen reguleert en dus de manier
waarop een cel differentieert, wilden wij meer weten over de genen die door
MEIS1 gebonden worden in megakaryocyten en wat de functie van deze
genen is. Wanneer een gen wordt gebonden door een transcriptiefactor,
wordt het gen gelezen en een kopie gemaakt van de informatie. Dit proces
wordt transcriptie genoemd en zodra het gen volledig gelezen is wordt de
kopie, genaamd mRNA, uit de kern en in het cytoplasma van de cel
getransporteerd. Terwijl de kern het DNA houdt en beschermt, bevat het

cytoplasma gespecialiseerde gebieden die allemaal samenwerken om de
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cellen levende te houden en reacties te geven op signalen van buitenaf.
Verschillende processen zijn actief in de cel voor deze doeleinden en ze
worden allemaal uitgevoerd door eiwitten. Omdat een cel continu signalen
ontvangt van de omgeving zijn eiwitten belangrijk om op deze informatie te
reageren en moeten voortdurend worden geactualiseerd. De kopie van een
gen in de kern is precies hiervoor bedoeld. De kopie bevat de informatie om
een nieuw eiwit te maken. Wanneer de kopie in het cytoplasma terecht komt,
wordt deze weer door gespecialiseerde machines gelezen en vertaalt naar
een specifiek eiwit. Door te focussen op de genen die MEIS1 in
megakaryocyten bindt kunnen we te weten komen welke eiwitten zijn
gecodeerd in de genen. Omdat MEIS1 specifiek voor megakaryocyten is
zouden MEIS1 target genen een rol kunnen spelen bij de differentiatie van
megakaryocyten. Door het analyseren van de eiwitfunctie zouden we het
proces van megakaryopoiese beter kunnen begrijpen. Om MEIS1 target
genen te identificeren gebruiken we een methode waarbij MEIS1 in een
megakaryocytaire cellijn uitgeschakeld wordt. Vervolgens worden de cellen
met lagere MEIS1 expressie geanalyseerd om te onderzoeken welke andere
genen nu minder of meer aanwezig zijn. Genen die reageren op
veranderingen in MEIS1 expressie zijn interessante targets en we er twee
gekozen die tot nu toe een onbekende rol spelen in megakaryocyten. Onze
studies tonen aan dat zowel ATXN2 en TPM1 bijdragen aan cruciale

gebeurtenissen tijdens megakaryopoiese.

Vergeleken met de differentiatie van andere cellen, bevat de
megakaryopoiese unieke kenmerken. Het eerste kenmerk van
megakaryopoiese is endomitose. De meeste cellen delen op een manier
waarbij uit een cel twee dochtercellen met gelijke afmetingen en even veel
DNA gemaakt wordt. Op een bepaad moment in de differentiatie van onrijpe
megakaryocyten delen deze echter niet volledig om twee dochtercellen aan te
maken maar stoppen met de deling nadat hun DNA verdubbeld is. Door deze
onvolledige deling ontstaat een cel met twee kernen. Dit proces wordt
endomitose genoemd. Onrijpe megakaryocyten herhalen dit proces zodat de
cellen zowel in omvang als in nucleair materiaal toenemen totdat de

megakaryocyten volledig uitgerijpt zijn. Deze toename in kernmateriaal,
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gepaard met een toename in celgrootte, geeft de cel ook zijn naam, MEGA-
karyocyt. Tot nu toe is nog niet helemaal duidelijk waarom megakaryocyten
endomitotisch zijn en welke factoren verantwoordelijk zijn voor dit proces. Het
wordt aangenomen dat de toename in kernen leidt tot meer kopieén van
genen (een proces genaamd transcriptie) die vervolgens worden vertaald
naar meer eiwit (translatie). De eiwitten, die op deze manier aangemaakt
worden, kunnen vervolgens verpakt en vervoerd worden in de voorlopers van

de bloedplaatjes die zich uit een megakaryocyt ontwikkelen.

Ons onderzoek laat zien dat ATXN2, een van de MEIS1 targets, ook
aanwezig is in endomitotische megakaryocytische cellen. ATXN2 is een eiwit
dat de kopieén van DNA kan binden die de kern verlaten (genoemd mRNA).
Een andere groep heeft aangetoond dat door deze binding van ATXN2 aan
MRNA een stabilisatie plaats vindt die ervoor zorgt dat mRNAs kunnen
worden vertaald in eiwit. In hoofdstuk 3 laten we zien dat wanneer wij
ATXN2 kunstmatig verminderen in megakaryocytische cellen, deze cellen
uiteindelijk minder eiwitten bevatten vergeleken met controle cellen. Dit
gebrek aan eiwit heeft ook gevolgen voor bloedplaatjes die gemaakt worden
van megakaryocyten met minder ATXN2. Toen wij Dbloedplaatjes
analyseerden van muizen die geen ATXNZ2 hebben vonden wij minder
klontering (aggregatie) op specifieke signalen. Bloedplaatjes aggregatie is
een belangrijke stap in het proces van wondsluiting en bloedstolling. We laten
zien dat ATXN2 de eiwitsynthese in immature megakaryocyten steunt, zowel
in het menselijk lichaam en in gekweekte megakaryocyten.

TPML1 is het tweede MEIS1 target dat we in dit project bestudeerden. TPM1
bindt actine, een eiwit van het cytoskelet. Elke cel heeft een cytoskelet, net
als het menselijk lichaam. Het cytoskelet zorgt ervoor dat de cel zijn vorm
behoudt, is flexibel, en kan dus worden opgebouwd en vernietigd afhankelijk
van de omgeving. Deze flexibiliteit wordt gereguleerd door specifieke eiwitten
zoals TPM1. TPM1 windt zich langs de actine vezels en beschermt op deze
manier de vezels voor afbraak of vervorming door andere eiwitten. Andere
groepen hebben aangetoond dat endomitose door onvolledige splitsing na de
verdubbeling van de kern verdubbeld ontstaat en dat deze onvolledige

splitsing door minder krimp tussen de twee dochtercellen veroorzaakt wordt.
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Krimp in een cel wordt uitgeoefend door myosine en actine, die ook
verantwoordelijk zijn voor het samentrekken van de spieren. En net als in een
spier leidt onvoldoende samentrekking tot een onvoldoende functie. Als wij
bijvoorbeeld proberen om iets te grijpen en de spieren in onze arm en hand
kunnen niet volledig samentrekken, dan is grijpen niet mogelijk. Terwijl andere
groepen hebben aangetoond dat myosine verminderd is in endomitotische
cellen wat minder krimp veroorzaakt, waren ze er niet zeker van of actine
deze processen ook beinvloedt. In hoofdstuk 4 Ilaten we zien dat minder
TPM1, en daardoor minder bescherming van actine, endomitose veroorzaakt
in megakaryocytische cellen. Onze bevindingen tonen aan dat de juiste
hoeveelheden en de juiste positie van actine even belangrijk zijn voor

endomitose als myosine.

Een ander kenmerk van megakaryocyten is het veranderen van de celvorm
zodra de cel volledig is gedifferentieerd. Op dit moment ontwikkelt een
megakaryocyt lange uitsteeksels met bolletjes (beads on a string model),
genaamd proplaatjes. Deze proplaaties worden aangemaakt door het
cytoskelet. Ook hier is de bijdrage van sommige eiwitten zoals tubuline al
goed bestudeerd, maar is ook meer onderzoek nodig om het gehele proces
van proplaatjes formatie te begrijpen. In het proces van proplaatjes formatie
vonden wij dan ook een tweede rol voor TPM1 zoals beschreven in
hoofdstuk 4 . Cellen met lagere TPM1 expressie beginnen proplaatjes te
maken nog voordat ze helemaal gedifferentieerd zijn. Omdat de cel niet
genoeg gevorderd is, zijn deze voortijdige proplaatjes dan ook misvormt. Een
rijpe megakaryocyt steekt zijn proplaatjes uiteindelijk in een bloedvat dus in
het stromende bloed waardoor de proplaatjes van de megakaryocyt
afgesnoerd worden. Op deze manier belanden proplaatjes fragmenten in de
bloedsomloop waar ze delen in kleinere stukjes, de eigenlijke bloedplaatjes.

Omdat het momenteel niet mogelijk is om bloedplaatjes voor transfusie
doeleinden te maken, worden nieuwe methodes ontwikkeld om de kwaliteit en
veiligheid van donor-bloedplaatjes te verbeteren. Een van die methodes wordt
pathogeenreductie behandeling (PRT) genoemd. Bloedplaatjes

transfusieproducten worden bewaard bij kamertemperatuur, waardoor ook de
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groei en het overleven van virussen en bacterién gefaciliteerd wordt. Deze
verontreinigingen in de transfusieproducten kunnen ontstaan door middel van
donoren die besmet, maar nog geen symptomen tonen en daarom bloed
kunnen geven. Het testen op verontreinigingen is een standaard procedure,
maar de resultaten zijn er pas na een paar dagen, soms zelfs nadat het
transfusie product is gegeven aan een patiént. Terwijl transfusie
overdraagbare besmettingen zeldzaam zijn, willen bloedbanken het risico van
dergelijke infecties volledig kunnen uitsluiten. Pathogeenreductie werkt door
het toevoegen van vitamine B2 aan het transfusie product en vervolgens een
bestraling met UV-licht. Deze behandeling vernietigt alle virale of bacteriéle
verontreinigingen die aanwezig kunnen zijn. Het is tot nu toe echter niet
duidelijk of de plaatjes zelf door de behandeling ook worden beschadigd.
Bloedplaatjes zijn normaal gesproken niet actief maar stromen door ons bloed
in een rustende vorm. Alleen als ze een beschadigd bloedvat tegenkomen
worden ze geactiveerd. Deze activering is belangrijk voor de bloedplaatjes om
aan het bloedvat te gaan hechten en de wond te sluiten. Onderzoek tot
dusver heeft aangetoond dat PRT de rustende bloedplaaties in de
transfusieproducten amper aantast, maar data over de invioed op PRT op
bloedplaatjesactivering ontbreekt. In hoofdstuk 5 , laten we zien dat PRT
invloed heeft op bloedplaatjesactivering. We laten zien dat de bloedplaatjes
door PRT lichtjes geactiveerd worden en beginnen te "lekken", terwijl ze in de
transfusie zak worden bewaard. Het lekken zorgt ervoor dat de bloedplaatjes
vervolgens minder reageren op echte activering. Dit betekent dat bij een
bloeding een patiént die PRT behandelde bloedplaatjes heeft ontvangen
risico loopt op meer bloedverlies. We tonen ook aan dat het effect van PRT
op bloedplaatjesactivatie toeneemt hoe langer de bloedplaatjes bewaard
worden. Bloedplaatjes die gebruikt worden kort na PRT reageren goed op

activatie.

Samengevat geeft dit proefschrift nieuwe inzichten in de mechanismen die de
differentiatie van een stamcel naar een megakaryocyt beinvloeden. We geven
ook inzicht en mogelijke opties ter verbetering van de productie van
bloedplaatjes voor toekomstige in vitro transfusie producten.
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