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1 Einleitung

1.1 Infektiose Endokarditis

1.1.1 Aligemeines

Eine geflirchtete Erkrankung des Herzens ist die Endokarditis. Auch intrathorakale Gefdf3e und
intrakardiale Strukturen wie Herzklappen kénnen betroffen sein (Horstkotte et al. 2004;
Thiene & Basso 2006). Man unterscheidet die infektiose von der nicht-infektiosen
Endokarditis. Der Begriff Endokarditis umfasst auch endokardiomyokardiale Fibrosen,
medikamentds induzierte Herzklappenverdnderungen und Mischformen. Meist ist die
infektiose Endokarditis bakterieller Genese, seltener wird sie auch verursacht durch
Pilzinfektionen. Die Inzidenz der infektiosen Endokarditis liegt in Westeuropa bei
3:100.000/Jahr und Manner sind haufiger betroffen als Frauen. Einher mit der Erkrankung
gehen unterschiedliche Symptome, wie ,Fieber, Herzgerdausche, Bakteriamie, Splenomegalie
und Embolien” (Herold et al. 2021). Unbehandelt endet die Erkrankung oft letal, weshalb
immer medikamentdse und teilweise auch operative MalBnahmen erforderlich sind. Darliber
hinaus gibt es zahlreiche Indikationen fiir eine prophylaktische Behandlung mit Antibiotika zur
Vorbeugung einer Endokarditis, zum Beispiel nach einer Herzoperation. In den letzten Jahren
nahm der Anteil Antibiotika-resistenter Bakterienstamme zu, weshalb es in grélRtem Interesse
ist, neben der Therapie mit Antibiotika alternative Medikamente einzusetzen (Que &
Moreillon 2011). Zur Entwicklung anderer Therapiekonzepte ist es erforderlich, tiefer in die
Pathophysiologie der infektiosen Endokarditis einzusteigen und Interaktionen mit Bakterien

genauer zu betrachten.

1.1.2 Pathogenese der infektiosen Endokarditis

Wahrend der Entstehung eines entziindlichen Prozesses am Herzen spielen viele verschiedene
Faktoren eine Rolle. Weder die genaue Reihenfolge noch samtlich beteiligte Bestandteile sind
bisher vollstandig geklart (Liesenborghs et al. 2019). Zum genauen Verstandnis der Prozesse
ist die Kenntnis des anatomischen Schichtaufbaus unerldsslich (Abbildung 1). Die innerste
Schicht ist das Endokard, gefolgt von der muskuldren Schicht, dem Myokard. AuRen befindet
sich schitzend das Epikard. Relevant fir die Entstehung der Endokarditis sind die drei

Schichten, in die sich das Endokard weiter gliedern lasst: Die Endothelschicht, das Stratum
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subendotheliale und das Stratum myoelasticum (Lillmann-Rauch & Asan 2019). Eine Theorie
zur Pathogenese der Endokarditis nimmt an, dass zundchst eine endotheliale Lasion vorliegt
(Thiene & Basso 2006). Diese entsteht etwa durch mechanischen Stress. Es gibt
Pradilektionsstellen, an denen bevorzugt solche Ldsionen entstehen kénnen. AuRerdem
spielen bestehende Malformationen des Herzens eine Rolle, wie etwa eine hypertrophe
Kardiomyopathie. An bestehenden Lasionen kénnen vorbeiflieende sterile Mikrothromben
haften. Formal handelt es sich bei dieser Ablagerung bereits um eine thrombotische
Vegetation (Lambertz et al. 2007). Kommt es nun durch verschiedene Ursachen, wie
beispielsweise eine Infektion eines liegenden Katheters oder etwa durch intravendsen
Drogenabusus, zur Ansiedlung von Bakterien im Blut, also einer Bakteridmie, besteht ein
optimales Milieu fiir die Bakterien, um am Endokard zu adharieren (Abbildung 2). Weitere
wichtige Faktoren sind die generelle Fahigkeit des Erregers zur Adhdsion an thrombotisches
Material, extrazellulare Komponenten wie Fibrinogen oder Fibronectin, die am
Adhasionsprozess beteiligt sind, und auBerdem das Verhalten der Thrombozyten in
Gegenwart von Bakterien (Becker, DiBello & Lucas 1987). Diese genannten Mechanismen
sollen in dieser Arbeit weiter untersucht werden. Auerdem sind im Gesamtprozess weitere
Entziindungszellen, wie neutrophile Granulozyten, beteiligt, die durch Bildung von
sogenannten ,Neutrophil Extracellular Traps“ (NET), Netze aus extrazelluldren Fasern und
neutrophilen Granulozyten, zur Vegetationsbildung beitragen und Plattchenadhdsion und —
aggregation verstarken konnen (Jung et al. 2015). SchlieBlich kann eine destruierende
Vegetation am Herzen entstehen (Abbildung 2). Diese fiihrt zu unterschiedlichen
Folgeerscheinungen, wie Destruktionen der Klappensegel, Abszessbildungen und
Behinderungen des Blutflusses. Je nach Lokalisation der Vegetation sind unterschiedliche
Komplikationen zu erwarten (Steckelberg et al. 1991). Diese sind meist gravierend, weshalb

es in groBem Interesse ist, friihzeitig und effektiv zu therapieren.
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Abbildung erstellt mit Biorender.com.
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ABBILDUNG 2: ENTSTEHUNG EINER HERZKLAPPENVEGETATION

Durch duRere Einflisse entstehen Mikroldsionen am Endothel. Zirkulierende Thrombozyten sowie Bakterien
kénnen an dieser Pradilektionsstelle adharieren. Es kann zur weiteren Ausbreitung und Verteilung der

Thrombozyten-Bakterien-Aggregate im Kérper kommen.

Abbildung erstellt mit Biorender.com.



1.2 Thrombozyten

1.2.1 Uberblick

Thrombozyten sind kleine, kernlose Zellen, die durch Abschniirung aus Megakaryozyten
entstehen. Diese stammen wiederum von pluripotenten Stammzellen aus dem Knochenmark
ab. Ein dquivalenter Begriff ist Blutplattchen und im Folgenden sind die gleichen Zellen
gemeint, wenn zwischen den Begriffen gewechselt wird. Der Mensch hat 150 000 — 300 000
Thrombozyten pro ul im Blut. Sie haben verschiedene Funktionen und sind essenziell fur die
Blutgerinnung (Behrends et al. 2021). Neben ihren Funktionen bei der Blutgerinnung spielen
sie eine wichtige Rolle bei immunologischen Prozessen (Klinger & Jelkmann 2002), tragen zum
Gewebeumbau bei und scheinen in arteriosklerotischen Vorgéangen beteiligt zu sein (Sauter et

al. 2018; Sauter et al. 2019).

1.2.2 Rolle in der Blutgerinnung

Eine wichtige und die wahrscheinlich bekannteste Funktion ist die Rolle im
Blutgerinnungssystem. Der Gerinnungsprozess wird in die primdre und sekundare Hamostase
unterteilt. Thrombozyten spielen bei beiden Vorgangen eine grof3e Rolle. Zum Verstandnis der
im folgenden Teil vorgestellten Untersuchungen, missen verschiedene Begriffe differenziert
werden, die an der primaren Hamostase beteiligt sind. Diese lauft in unterschiedlichen Phasen
ab, die aufeinander aufbauen. Zunachst erfolgt die Thrombozytenadhasion. Das bedeutet,
dass sich die Thrombozyten auf der subendothelialen Matrix des Gewebeschadens anlagern.
Beteiligt sind hierbei unter anderem subendotheliale Bindegewebsfasern, wie etwa Kollagen,
Fibronectin und Laminin, und der von-Willebrand-Faktor (VWF), der die freiliegende Matrix
mit den Thrombozyten verbindet und an den vWF-Rezeptor (GPlb-IX-V-Rezeptorkomplex) auf
Thrombozyten bindet. Daruber hinaus scheint auBerdem Glykoprotein-llb-llla (allbp3-
Integrin) und auch GP-VI bei der Plattchenadhdsion beteiligt zu sein (siehe Abbildung 3)
(Moroi, Okuma & Jung 1992; Takahashi & Moroi 2001; Ni & Freedman 2003; Yang et al. 2006;
Wang, Gallant & Ni 2016). Auf diesen Schritt folgt die Thrombozytenaktivierung, die vor allem
durch den vWF und subendotheliales Kollagen ausgel6st wird. Es werden die in Thrombozyten
gespeicherten 6-Granula freigesetzt, die ADP freisetzen, das liber den ADP(P2Y12-)-Rezeptor
auf anderen Thrombozyten zur weiteren Aktivierung fihrt. Es werden weitere Botenstoffe,

wie Thromboxan A2, freigesetzt. AuRerdem sind die Stoffe Thrombin, PAF (Plattchen-



aktivierender Faktor) und Adrenalin zu nennen, die ebenfalls zur Aktivierung beitragen
kénnen. Nun kommt es zur Thrombozytenaggregation, bei der die Thrombozyten verklumpen
und einen weillen Thrombus bilden. Dabei bilden sich Pseudopodien aus. Zudem relevant sind
vor allem Fibrinogen aus dem Blutplasma und der Fibrinogenrezeptor auf Thrombozyten
(GPllb-llla-Rezeptor), durch den Fibrinogenbriicken zwischen den Thrombozyten entstehen.
Diese Vorgange fuhren dann zur sekundaren Hamostase, die zum Verstandnis dieser Arbeit
jedoch nicht im Detail relevant ist. Samtliche genannte Bestandteile spielen auch auBerhalb
der primdren Hamostase in physiologischen und pathophysiologischen Abldaufen eine Rolle
und sind daher Gegenstand vieler Forschungsarbeiten (Moroi & Jung 1998; Romo et al. 1999;

Frenette et al. 2000; Jurk et al. 2003; Cox, Kerrigan & Watson 2011).

1.2.3 Rolle in immunologischen Prozessen

In der vorliegenden Arbeit soll es aufgrund der durchgefiihrten Versuche vorrangig um
Bakterien gehen, wenn von ,Pathogenen” gesprochen wird.

Neben bereits erwdhnten Funktionen ist bekannt, dass Thrombozyten antimikrobielle
Eigenschaften besitzen und daher in Pathogen-assoziierten Vorgangen, wie etwa der
infektidsen Endokarditis, beteiligt sind. Umgekehrt scheint die Infektanfalligkeit bei Patienten
mit geringerer Plattchenanzahl hdher zu sein (Ngrgaard et al. 2011). Plattchen haben Toll-like-
Rezeptoren (TLR). Toll-like-Rezeptoren erkennen spezielle bakterielle Muster und der
Organismus kann mit Abwehrmechanismen reagieren. AuBerdem kdénnen Thrombozyten
antimikrobielle Peptide, wie beispielsweise Defensine, die in a-Granula enthalten sind oder
auch Chemokine freisetzen (Yeaman 2019). Teilweise wird ihnen sogar eine ,,iberwachende”
Funktion hinsichtlich des Immunsystems zugeordnet, was auch wiederum auf das
Vorhandensein bereits erwahnter Rezeptoren des angeborenen Immunsystems
zurlickgefihrt wird. TLRs scheinen dariiber hinaus eine Rolle in kanzerogenen Vorgangen und
Atherosklerose zu spielen. Daneben werden Thrombozyten weitere Interaktionen mit
Immunzellen, wie mit dendritischen Zellen, Monozyten oder auch Lymphozyten,
zugeschrieben. Dadurch kommt es zu immunmodulatorischen Vorgangen, wie Rekrutierung
weiterer Immunzellen. Auch direkte Interaktionen von Thrombozyten mit Pathogenen
konnten beobachtet werden. Durch eine direkte Bindung der Thrombozyten an Pathogene
kann eine Elimination erfolgen oder die Ausbreitung der Pathogene im Organismus verhindert

werden und die Immunantwort eingeleitet werden. Im Rahmen der Bakterien-Plattchen-



Interaktionen konnte auBerdem festgestellt werden, dass die Plattchenadhdsion und -
aggregation verandert werden. Je nach Bakterium scheint eher die Adhdsions- oder die
Aggregationsreaktion betroffen zu sein. Die aufgezeigten Funktionen von Thrombozyten
schitzen den Organismus also vor duReren Einflissen und auch gegen Bakterien, wie etwa
Staphylokokkus aureus (Wuescher, Takashima & Worth 2015; Li, Ni & Li 2020; Leeten et al.
2021).

Auf der anderen Seite tragen sie zur Bildung von Thromben bei, die Entzindungsreaktionen
unterstiitzen kénnen. Als Beispiel sei hier wieder die infektiose Endokarditis erwahnt, bei der
Herzklappenvegetationen zur Entstehung betragen und dabei Thromben ein Milieu flr
Bakterien schaffen (Thiene & Basso 2006; Liesenborghs et al. 2019; Leeten et al. 2021). Es
wird sogar von “Bakterien-Plattchen-Aggregaten” gesprochen, die in
Herzklappenvegetationen beobachtet wurden, an die sich neutrophile Granulozyten anlagern
kdnnen und die Vegetation weiter vergroBern durch Rekrutierung weiterer Zellen (Durack
1975; Herzberg 1996; Schubert et al. 2011; Kim et al. 2014). Um den genaueren
immunologischen Mechanismen der Thrombozyten und deren Verhalten bei der Interaktion
mit Bakterien nachzugehen, muss in diesem Bereich mehr geforscht werden. Diese Arbeit soll

einen Beitrag dazu leisten.

1.2.4 Interaktionen mit dem Komplementsystem

Das Komplementsystem gehort zum angeborenen Immunsystem und setzt sich aus neun
verschiedenen Komplementfaktoren (C1-9) zusammen, die sich in einer kaskadenartigen
Reihenfolge aktivieren und eine entscheidende Rolle bei der Abwehr von Pathogenen spielen.
Im Laufe der Komplementkaskade kénnen die Faktoren weiter gespalten werden. Die
Spaltprodukte, wie etwa C3a und C3b, erfiillen unterschiedliche Funktionen und induzieren
Entziindungsmediatoren bzw. fihren zur weiteren Aktivierung der Kaskade. Das
Komplementsystem tragt insgesamt zur Lyse von Pathogenen, zur Markierung dieser und zur
Aktivierung von Leukozyten bei und kann die GefaBpermeabilitdt steigern (Behrends et al.
2021). Primar ist es daher im Kontext immunologischer Vorgange bekannt. In einigen Arbeiten
konnte jedoch bereits ein Zusammenhang zwischen Thrombozyten und dem
Komplementsystem hergestellt werden. Komplementfaktoren binden an
Komplementrezeptoren, die auf unterschiedlichen Zellen exprimiert werden. So bindet

beispielsweise der Komplementfaktor C3a an den C3a-Rezeptor (C3aR), der auf Thrombozyten
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gefunden werden konnte. Thrombozyten zeigen ein unterschiedliches Adhdsionsverhalten, je
nachdem, ob der Rezeptor vorhanden ist (Hof et al. 2004; Sauter et al. 2018). Auch die
Aggregation scheint beeinflusst zu werden. So wurde ein Anstieg der Aggregation nach Co-
Stimulation mit ADP und C3a beobachtet im Vergleich zur Probe ohne C3a. Auch in der
Gerinnungskaskade scheint C3aR eine Rolle zu spielen. Es konnte eine verldngerte
Blutungszeit bei Fehlen des Rezeptors in C3aR-/--Mdusen  bzw. bei Fehlen des
Komplementrezeptors C3 beobachtet werden (Gushiken et al. 2009; Sauter et al. 2019).
Aullerdem konnte eine weitere Arbeit zeigen, dass Thrombozyten in Zusammenhang mit dem
Komplementsystem zum Transport hamatogen Ubertragener Bakterien zu dendritischen
Zellen beitragen, durch die die adaptive Immunantwort eingeleitet wird. Andererseits
umgehen die Bakterien dabei korpereigene Phagozyten, wodurch die unspezifische
Immunabwehr an Bedeutung verliert (Verschoor et al. 2011). Auch bei weiteren
kardiologischen Erkrankungen, wie der inflammatorischen Kardiomyopathie, liegt die
Vermutung nahe, dass die Expression von C3aR schitzend vor einem ernsteren kardialen
Ereignis sein konnte (Mueller et al. 2018). Offensichtlich sind also Prozesse zwischen
Thrombozyten, dem Komplementsystem und Pathogenen vorhanden, weshalb in dieser
Arbeit auch Interaktionen mit dem Komplementsystem untersucht werden. Dabei soll neben
dem Komplementfaktor C3, beziehungsweise dem C3a-Rezeptor, auch der C5a-Rezeptor

Erwdhnung finden.

1.3 Staphylokokkus aureus

Eines der bedeutendsten und weit verbreitetsten Bakterien tiberhaupt ist Staphylokokkus
aureus. Das Bakterium bietet ein breites Spektrum unterschiedlich schwerwiegender
Infektionen, kommt ubiquitar vor und betrifft ambulant und auch nosokomial erworbene
Infektionen (Maguire et al. 1996). Es bildet durch unterschiedliche Mechanismen Resistenzen
und liegt im Interesse bei der Entwicklung neuer antibiotisch wirksamer Substanzen. Ein
schwerwiegendes Krankheitsbild, das haufig auf Staphylokokkus aureus zuriickzufiihren ist, ist
die bereits vorgestellte infektiose Endokarditis (Daga et al. 2011). Man geht davon aus, dass
das Bakterium viele verschiedene Mechanismen besitzt, um sich im Organismus auszubreiten
und dem Immunsystem zumindest teilweise entkommen kann. Besonders interessant fir
diese Arbeit ist aulRerdem, dass das Bakterium Plattchenadhasion und -aggregation

beeinflussen zu scheint und Bakterium-Plattchen-Aggregate in Herzklappenvegetationen zu
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finden sind (Jung et al. 2015). Im Folgenden werden zwei Pathogenitidtsfaktoren des
Bakteriums im Detail vorgestellt, die mit an der Entstehung der Endokarditis beteiligt sein

kénnten.

1.3.1 Hamolysin o

Staphylokokkus aureus sezerniert zahlreiche Toxine. Diese flihren unter anderem zu
Gewebeschaden am betroffenen Organismus und erleichtern die Ausbreitung des Pathogens
im Organismus. Sie werden (bei kultureller Anzucht) bevorzugt nach der exponentiellen und
wahrend der stationdaren Phase im bakteriellen Vermehrungszyklus gebildet (Cheung et al.
1994; Divyakolu et al. 2019). Ein wichtiges, aber noch nicht vollstéandig verstandenes Toxin, ist
das Exotoxin Hamolysin a. Ein Synonym dafiir ist a-Toxin und im Folgenden werden beide
Begriffe verwendet. Bereits seit 1800 waren Forscher:innen an Toxinen von Staphylokokkus
aureus interessiert. Namensgebend war damals die Eigenschaft des Toxins, Erythrozyten zu
lysieren und somit Hdmolyse zu betreiben. Nach und nach stellte man aber fest, dass das Toxin
ein wesentlich breiteres Spektrum an Mechanismen im Wirtsorganismus erfillt (Berube &
Wardenburg 2013). In der vorliegenden Arbeit soll besonders der Interaktion des Toxins mit
humanen und murinen Thrombozyten Beachtung geschenkt werden. Dabei liegt der Fokus auf
dem Adhasionsverhalten der Thrombozyten nach Toxinkontakt und es soll darlber hinaus in
Erwdgung gezogen werden, ob das Komplementsystem den Adhdsionsprozess beeinflussen
kdnnte. Nach aktuellem Wissensstand scheint hinsichtlich der infektiésen Endokarditis auch
ein Zusammenhang zu Toxin-bildendem Staphylokokkus aureus zu bestehen (Schubert et al.
2011).

Zum Verstandnis von Hamolysin o lohnt sich die kurze Auseinandersetzung mit der
charakteristischen Form, die ihm destruierende Eigenschaften verleiht. Der Bauplan dafir
findet sich auf dem Bakterienchromosom (Brown & Pattee 1980). Hamolysin o ist ein
wasserldsliches Heptamer aus 293 Aminosduren mit beta-Faltblatt-Struktur. Es besteht aus
drei Strukturanteilen (Cap-/Rim-/Stem-Anteil), deren Zusammenspiel den Kontakt mit der
Zellmembran und die Porenbildung ermdoglicht. Dadurch stromen unkontrolliert kleine
Molekile und Elektrolyte, wie etwa Calcium oder Kalium, in die betroffene Wirtszelle hinein
oder aus ihr hinaus und bringen dadurch die zelluldire Homdostase aus dem Gleichgewicht
(Berube & Wardenburg 2013; Hoven et al. 2019). Relevant sind dabei Rezeptoren auf der

Zellmembran, ohne die die Bindung der Membran so nicht méglich ware. In der Literatur ist
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groRtenteils von ADAM10 die Rede, wobei aber angenommen wird, dass andere Rezeptoren
ebenfalls eine Rolle spielen konnten (Wilke & Wardenburg 2010; Divyakolu et al. 2019).
Erwahnung findet hierbei a-5-B-1-Integrin (ein Fibronectin-Rezeptor) und weitere Integrine
(Schubert et al. 2011). Von groRter Bedeutung scheint aber ADAM10 zu sein. ADAM10 ist eine
Zink-abhangige Metalloprotease und auf vielen verschiedenen Zellen zu finden. Die
Interaktion mit ADAM10 fihrt zur Reduktion der Barrierefunktion der Membran. Des
Weiteren kann Hamolysin o in hoéheren Konzentrationen die Zelle Uber alternative
Mechanismen schadigen. Die geschieht beispielsweise durch die Interaktion mit
Phosphocholin, einem Bestandteil einiger Phospholipide, die wiederum auf der Zellmembran
zu finden sind. In der Konsequenz lasst sich festhalten, dass nach der Interaktion der
Wirtszellen mit dem Toxin lytische Vorgdange an der Zellmembran bis hin zur Apoptose,
Interaktionen zwischen Zellen, die Freisetzung von Zyto- und Chemokinen sowie weitere
destruierende Eigenschaften des Toxins beobachtet werden (Hildebrand, Pohl & Bhakdi 1991;
Suttorp, Buerke & Tannert-Otto 1992; Onogawa 2002; Prévost et al. 2006; Kraemer et al.
2012). Die toxischen Eigenschaften konnen sich gegen unterschiedliche menschliche und
tierische Zellen richten, wobei jedoch noch nicht alle vulnerablen Zellen bekannt sind.
Aullerdem unterscheidet sich die Anfalligkeit gegenliber Hamolysin a der Zelle von Zelltyp zu
Zelltyp. In diesem Zusammenhang ist zu erwdhnen, dass eine hohere Konzentration an
Toxinen erforderlich ist, um Granulozyten zu schaden, im Vergleich zu Lymphozyten, deren
Zellen bereits bei geringeren Konzentrationen lysieren. Das ist unter anderem auf die
unterschiedliche Expression passender Rezeptoren zuriickzufiihren (Bhakdi & Tranum-Jensen
1991; Liang & Ji 2007; Berube & Wardenburg 2013). Von besonderem Interesse fiir diese
Arbeit ist die Annahme, dass Hamolysin a auch Thrombozyten in ihrer Gestalt und Funktion,
Aggregation und Aktivierung beeinflusst und eine Rolle bei Endokarditiden oder Sepsis spielen
kann (Schubert et al. 2011; Berube & Wardenburg 2013; Divyakolu et al. 2019; Li et al. 2020).
Dabei scheint die Konzentration des Toxins eine wichtige Rolle zu spielen. Thrombozyten
verhalten sich anders bei sublytischen Konzentrationen als bei zytolytischen Konzentrationen
(Siegel & Cohen 1964; Leeten et al. 2021). Bestandteile der extrazelludren Matrix, wie
beispielsweise Fibrinogen, das im Endokard oder in der GefaBRwand vorkommt, sind auch am
Adhasionsvorgang beteiligt. Die vorliegenden Versuche wurden mit Bestandteilen der

extrazelluldren Matrix durchgefiihrt. Im Rahmen einer weiterfihrenden Analyse soll dem
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Einfluss des Pathogenitatsfaktors auf das Adhasionsverhalten der Thrombozyten tiefergehend

nachgegangen werden.

1.3.2 Lipoteichonsaure

Bakterien sind umbhdllt von einer Zellwand, die sie gegen die Aullenwelt schitzt.
Staphylokokkus aureus ist ein grampositives Bakterium. Die Zellwand grampositiver Bakterien
setzt sich aus einer innen gelegenen Zellmembran und einer aullen gelegenen
Peptidoglykanschicht zusammen. Diese Peptidoglykanschicht enthdlt unterschiedliche
zusatzliche Bestandteile, wie Proteine, Lipo- und Glykopeptide. AuBerdem gibt es
Teichonsduren, die in der Peptidoglykanschicht verankert sind und verschiedene Rollen beim
Schutz des Bakteriums gegen die AuBRenwelt spielen und somit wichtig bei
pathophysiologischen Prozessen im menschlichen Organismus im Falle einer Infektion sind.
Diese sind kovalent mit der Peptidoglykanschicht verankert und bilden lange Polymere
(Rajagopal & Walker 2015). Eine dieser Teichonsduren ist die Lipoteichonsaure. Im Folgenden
soll diese genauer betrachtet werden. Lipoteichonsdure ist meist aus einer Polyglycerol-
Phosphat-Kette aufgebaut und verbunden mit einem Glykolipid in der Membran (Brown,
Santa Maria Jr. & Walker 2013; Rajagopal & Walker 2015). Verschiedene Modifikationen der
Lipoteichonsdure, wie etwa die Glykosylierung oder Reaktionen mit D-Alanin-Estern,
unterstiitzen das Bakterium bei unterschiedlichen Aufgaben, wie zum Beispiel bei der
Adhasion an Oberflachen oder der Zellteilung. Aullerdem spielt die Sdaure eine Rolle bei
Infektionen und fungiert als Pathogenitatsfaktor. Das bedeutet, dass die Immunantwort durch
sie moduliert wird oder das Komplementsystem aktiviert wird (Fiedel & Jackson 1978; Loos,
Clas & Fischer 1986; Rajagopal & Walker 2015). Nach Xia et al. schiitzt sie das Bakterium gegen
die AuBenwelt und reguliert relevante Zellfunktionen, wie Enzymaktivitdten (Xia, Kohler &
Peschel 2010). Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf den Wechselwirkungen zwischen
Pathogenitatsfaktoren von Staphylococcus aureus, Thrombozyten und der extrazelluldaren
Matrix. Viele Arbeiten untersuchten bereits Lipoteichonsdure aus unterschiedlichen
Bakterien. Eine Arbeit zeigt relevante Fakten zu Lipoteichonsdure auf, die von Lactobacillus
plantarum gewonnen wurde (Kim et al. 2014). Andere wiederum untersuchten
Lipoteichonsdure von Staphylokokkus aureus als entscheidender Mediator in verschiedenen
infektiologischen Prozessen abseits von Interaktionen mit Blutplattchen. So scheint sie etwa

bei der atopischen Dermatitis eine Rolle zu spielen (Travers et al. 2010), zur Biofilmbildung
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beizutragen (Gross et al. 2001; Fedtke et al. 2007; Ahn et al. 2018) oder auch mit anderen
Zellen zu interagieren (Wu et al. 2011). Ein in der Literatur noch recht unbeachteter Aspekt ist
das Adhdsionverhalten von Thrombozyten in Anwesenheit von Lipoteichonsdure des
Bakteriums Staphylokokkus aureus. Lipoteichonsaure konnte bereits mit einem veranderten
Adhasionsverhalten von Bakterien auf Blutgerinnseln in Verbindung gebracht werden (Chugh
et al. 1990). Weitere Arbeiten haben gezeigt, dass auch die Thrombozytenaktivierung und -
aggregation, zwei eng mit der Thrombozytenadhdsion verknipfte Prozesse, vermindert sind.
Die dosisabhdngige Inhibition der Plattchenaktivierung zieht die Annahme nach sich, dass
weniger Entziindungsmediatoren freigesetzt werden kénnten und Lipoteichonsdure somit zur
Immunevasion beitragt und somit Abwehrmechanismen des Immunsystems umgehen konnte
(Xia etal. 2010; Wu et al. 2011; Li et al. 2020). Eine der genannten Studien bezog sich vorrangig
auf Veranderungen zwischen Interaktionen von Plattchen und Monozyten, die als Vertreter
far andere Korperzellen dienten (Wu et al. 2011). Neben diesen Interaktionen ist daher die
Interaktion zwischen Thrombozyten und der extrazellularen Matrix unter dem Einfluss von
Lipoteichonsdure recht unerforscht und von Interesse. In anderen Studien konnten Strukturen
auf unterschiedlichen menschlichen Zellen herausgefunden werden, an denen eine
Interaktion mit Lipoteichonsdaure moglich ist. Aufzufiihren ist zum Beispiel eine erhdhte
Expression des Plattchen-aktivierenden-Faktor-Rezeptors  (PAF-Rezeptor), Toll-like-
Rezeptoren und CD14 bei Monozyten in Anwesenheit von Lipoteichonsdaure von
Staphylokokkus aureus. Der PAF-Rezeptor ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor Er bindet
PAF und wird in verschiedenen Zellen exprimiert. Er bewirkt verschiedene Funktionen wie
Plattchenaggregation und wirkt regulierend in infektidsen Prozessen. So kann er bakterielle
Infektionen bremsen oder bei Uberexpression auch erhdhte Anfilligkeit des Organismus
bewirken (Hourton et al. 2001; Kim et al. 2014). Toll-like-Rezeptoren erkennen spezielle
bakterielle Muster und der Organismus kann mit antiinflammatorischen Prozessen reagieren.
CD14 spielt eine Rolle im unspezifischen Immunsystem. Eine weitere Studie beschreibt LTA
ebenfalls als moglichen Liganden des PAF-Rezeptors und des TL-4-Rezeptors. Es werden auch
Interaktionen mit TLR2 beschrieben (Zhang et al. 2005; Knapp et al. 2008). Dartber hinaus
scheint in Epithelzellen auch die oben beschriebene Metalloprotease ADAM10 an
Interaktionen mit LTA beteiligt zu sein (Lemjabbar & Basbaum 2002). Es wird also deutlich,
dass es unterschiedliche Ergebnisse und Vorstellungen tber die Rolle der LTA gibt. Diese sind

aus vielen unterschiedlichen Ansatzpunkten entstanden und missen in Anbetracht der
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Fragestellung dieser Arbeit gefiltert werden. Es bleiben Fragen offen zur
Thrombozytenadhdsion in Anwesenheit von Lipoteichonsadure, der Rolle der extrazelluldaren
Matrix und zu Hintergriinden dieses Prozesses. Diesen soll im Folgenden zumindest teilweise

nachgegangen werden.

1.3.3 Interaktion zwischen Pathogenitatsfaktoren und Thrombozyt
Staphylokokkus aureus hat verschiedene Pathogenitadtsfaktoren. Naher untersucht wurden
die oben erlduterte Lipoteichonsaure und das Toxin Hamolysin a. Interaktionen zwischen
Thrombozyt und diesen sind schematisch vereinfacht unten farbig dargestellt (siehe
Abbildung 3).Die gezeigten Vorgange sind theoretisch denkbar.

Hamolysin a bindet an den ADAM10-Rezeptor, eine Zink-abhangige Metalloprotease, der auf
auf Thrombozyten zu finden ist. Es ist moglich, dass daneben weitere Rezeptoren fir
Wechselwirkungen verantwortlich sind.

Lipoteichonsdure bindet vermutlich an mehrere Rezeptoren. Nicht geklart ist die Ausstattung
von Plattchen mit diesen Rezeptoren. Dazu gehdren nach derzeitigem Kenntnisstand der
Plattchen-Aktivator-Faktor-Rezeptor (PAF-R), moglicherweise die Oberflachenproteine CD36
oder CD14 und verschiedene Toll-like-Rezeptoren (TLR). Plattchen exprimieren am ehesten
TLR-2, -4 und -9. Es ist denkbar, dass CD14 aber eher als Co-Rezeptor fungiert. Zwischen der
Expression von TLR-4 bzw. PAF-R und der Starke der Inflammation in Mauselungen konnten
Zusammenhadnge gezeigt werden (Chugh et al. 1990; Zhang et al. 2005; Aslam et al. 2006; Seo,
Kim & Nahm 2006; Knapp et al. 2008; Berube & Wardenburg 2013; Waller et al. 2013; Powers
et al. 2015; Divyakolu et al. 2019; Abhilasha et al. 2021).

Des Weiteren sind zur Veranschaulichung der Interaktionen von Thrombozyten mit Fibrinogen
und Kollagen verschiedene Rezeptoren dargestellt, die bei der Plattchenaggregation und -
adhasion von Relevanz sind. Es ist denkbar, dass neben Fibrinogen Hamolysin o an allb33
bindet und dies die Plattchenaggregation induziert (Schubert et al. 2011). Genauso ist GPlIbllla
ein fur die Plattchenaktivierung wichtiger Rezeptor, der Fibrinogen bindet. Bakterienproteine
kdnnen teilweise direkt binden (Petersen et al. 2010; Daga et al. 2011; Sauter et al. 2018). Ein
interessanter Aspekt ist die variierende Expression der Rezeptoren, die fir Hamolysin a
empfanglich sind. Berube et al. beschrieben in einer Veroffentlichung die Expression von

ADAM10 und wiesen auf die entsprechend groRere oder auch geringere Empfanglichkeit der
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Zellen fur das Toxin hin. Dem ist hinzuzufiigen, dass sie nicht die Rezeptoreigenschaften
explizit auf Plattchen untersuchten (Berube & Wardenburg 2013).
AuBerdem wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen potentielle Interaktionen zwischen den

Komplementfaktor-Rezeptoren C5aR und C3aR und den genannten Pathogenitatsfaktoren

untersucht wurden.

Lipoteichonsdure =
: 00 ®e0 -
\ , oty 0 00 0 [ oY
o 2 —;".. o a = 2 2
\’ \ e l c3aR l c5aR l Sekretion
Staphylococcus DA W ﬁlf Thrombozytengranula
aureus
?
t Fibrinogen //
° %R@ > (
. 4
.0. E— Thromt_)ozyten / allbB3
— o aktivierung
Kollagen

ABBILDUNG 3: INTERAKTION EINES THROMBOZYTEN MIT LIPOTEICHONSAURE UND HAMOLYSIN .

Die Abbildung zeigt Vorgédnge auf subendothelialem Kollagen, die durch Gewebeschdden in Gang gesetzt werden.
Im Falle einer bakteriellen Infektion sind die Pathogenitatsfaktoren Lipoteichonsdure und Hamolysin o in der
Blutbahn und hier vereinfacht farbig dargestellt. Lipoteichonsdure bindet vermutlich an den Plattchen-
aktivierenden-Rezeptor (PAF-R), CD36, CD14 und Toll-like-Rezeptoren (TLRs). Diese sind auf Thrombozyten zu
finden. Hamolysin o bindet an die Metalloprotease ADAM 10, die auch auf der Thrombozytenoberflache
vorkommt. Daraus resultieren verdnderte Eigenschaften der Thrombozyten, wie beispielsweise ihr
Aggregationsverhalten. Es ist fraglich, ob die Pathogenitadtsfaktoren auch die Komplementrezeptoren C3aR bzw.

C5aR zur Interaktion mit den Thrombozyten nutzen (siehe roter Rahmen).
Abbildung erstellt mit Biorender.com.

17



1.4 Ziele der Arbeit und Fragestellung

Vorrangiges Ziel der Arbeit war es, die beiden vorgestellten Pathogenitatsfaktoren des
Bakteriums Staphylokokkus aureus, Hamolysin o und Lipoteichonsdure, im Hinblick auf die
Interaktion zwischen Thrombozyten und Bestandteilen der extrazellularen Matrix naher zu
untersuchen. Besonderes Augenmerk wurde auf die Adhdsionsreaktion gelegt. Im
Diskussionsteil wird der aktuelle Stand der Wissenschaft mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit in Beziehung gesetzt. Mdogliche Rezeptoren, Reaktionswege und
Wechselwirkungen mit anderen Komponenten des Immunsystems, wie etwa
Komplementfaktoren, sollen untersucht werden. Schlussendlich wird der Bogen zur
infektidsen Endokarditis gespannt und diskutiert, ob die vorgestellten Ergebnisse neue

Erkenntnisse zur Pathophysiologie beitragen.
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2 Methoden

2.1 Materialgewinn

2.1.1 Humanes Blut

Es wurde kein Blut von Patient:innen verwendet. Gesunde ,Volunteers” spendeten Blut fiir die in vitro
Versuche. Hervorzuheben ist, dass der GroRteil des Blutes, auch fir die Entwicklung des
Versuchsaufbaus, von mir personlich stammte. Die Entnahme wurde von einem arztlichen Kollegen

aus dem Team durchgefiihrt. Vor jeder Blutentnahme wurde ein miindliches Einverstandnis eingeholt.
2.1.2 Verwendete Mausstamme und deren Haltung

Unter Beachtung der NIH-Guidelines 2016 (National Institutes of Health 2015) und der
Tierschutz-Versuchstierverordung (TierSchVersV) nach Genehmigung durch das Ministerium
fur Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt, Natur und Digitalisierung des Landes Schleswig-
Holstein unter dem Aktenzeichen: V242-53192/2020(76-9/20) und V242 67043/2020 76-9/20
genehmigt.

Es wurden sowohl mannliche als auch weibliche Maduse gleichermaRen verwendet, die in
kleineren Gruppen von zwei bis vier Tieren in offener Kafighaltung bei Ad-libitum-Fltterung
lebten. Die Maduse wurden bei einer Temperatur von 20-22°C, einer Luftfeuchtigkeit von 40-
60% und einem etwa zwolfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus in der Gemeinsamen Tierhaltung
in Libeck gehalten. Die Versuche wurden friihestens ab einem Alter von 6-8 Wochen
durchgefihrt.

Urspriinglich wurden die C5aR17-Ma&use (genauer: C.12954(B6)-C5ar1t™<¢¢/}) von Dr. C.
Gerard Gerard (Harvard Medical School, Boston, MA, USA) bezogen. Sie wurden und in der
eigenen Tierhaltung weiter geziichtet.

Die fir die beschriebenen Experimente verwendeten Knockout- und transgenen Mause
hatten alle den genetischen Hintergrund C57BL/6. Aus diesem Grund wurden in samtlichen
beschriebenen Versuchen C57BL/6-Mause als Kontrolltiere eingesetzt. Die Kontrollpopulation
wurde urspringlich aus den ,Jackson Laboratories” bezogen, dann aber in der eigenen
Tierhaltung weitergezichtet.

Defiziente Mé&use fir den Komplement-Rezeptor C5aR1 (kurz C5aR17") kdénnen das

Anaphylatoxin C5a, das wahrend der Ausbildung einer Immunantwort entsteht, nicht mehr
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binden. Ob das eine Anderung im Adhésionsverhalten von murinen Thrombozyten spielt, soll

in dieser Arbeit beleuchtet werden. Alle Mduse waren klinisch gesund und zlichteten normal.
2.1.3 Thrombozytenisolation

2.1.3.1 Humane Thrombozyten

Es erfolgte die Blutentnahme an freiwilligen gesunden Spender:iinnen mit einer
durchschnittlichen Anzahl an Thrombozyten im Blut von 150-400 000/ul Blut (Herold et al.
2021). Je 1,5 ml Acid-Citrat-Dextrose (ACD; 12,5 g Nas-Citrat; 6,82 g Zitronensaure; 10 g
Glucose in 500 ml Aqua dest.) auf 10 ml Vollblut wurden zur Vermeidung der Gerinnung unter
sterilen Bedingungen beigesetzt. Nach der Entnahme erfolgte zeitnah die Zentrifugation des
Vollblutes fiir 20 min (200 g) bei Raumtemperatur. Plattchenreiches Plasma wurde
abgenommen, mit Tyrodes-Puffer mit einem pH von 6,5 (HEPES 2,5 mM; NaCl 150 mM, KCl
1mM, NaCOs) aufgefiillt und erneut fiir 10 min (800 g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde
Uber der entstandenen Plague abgenommen, diese anschliefend mit Tyrodes 6,5 (100 ul)
aufgelost und es wurde zur Neutralisation die gleiche Menge Tyrodes 7,4 dazugegeben.

Danach konnten die Thrombozyten mittels Sysmex Cell Counter gezahlt werden.

2.1.3.2  Murine Thrombozyten

Es erfolgte die Blutentnahme an Wildtyp- und C5aR17-Mé&usen im retrobulbiren Venenplexus
mittels einer geeigneten heparinisierten Glaskapillare. Da zur Durchfiihrung der Versuche eine
groRere Menge an murinem Blut benétigt wurde, erfolgte eine finale Blutentnahme von
Versuchstieren, die bei weiteren Projekten der Arbeitsgruppe bereits eingesetzt worden
waren und deren Tod dadurch zu rechtfertigen war. Dazu wurden die Tiere durch einen finalen
Blutentzug in Narkose (durch intraperitoneale Gabe von Xylazin-Hydrochlorid (16mg/kg KG
i.p.) und Ketamin-Hydrochlorid (100 mg/kg KG i.p.) (Injektionsvolumen ca. 250 ul, maximal
10ml/kg KG) getotet und das Blut weiterverwendet. Pro Tier konnten optimalerweise ca. 2 ml
Blut gewonnen werden. Zur Thrombozytenisolation wurde Tyrodes-Puffer 7,4 hergestellt
(HEPES 2,5 mM; NaCl 150 mM, KCl 1mM, NaCOs) und auf 37°C vorgewarmt. In Eppendorf-
GefaBe mit 1,5 ml Fassungsvermogen wurden 300 pl ACD (12,5 g Nas-Citrat; 6,82 g
Zitronensaure; 10 g Glucose in 500 ml Aqua dest.) unter sterilen Bedingungen zur
Verhinderung der Gerinnung hineingegeben. Die Gefdlle wurden auf 1,5 ml mit murinem Blut
aufgefillt. Danach wurde das Blut fir 5 Min. bei Raumtemperatur zentrifugiert (1800). Bei
allen Zentrifugationsschritten war die Bremse ausgeschaltet. Der Uberstand wurde vorsichtig

abpipettiert, in ein neues Eppendorf-Gefal gegeben und mit ca. 200 ul Tyrodes 7,4 aufgefiillt.
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Es folgte ein erneutes Zentrifugieren bei Raumtemperatur fiir 6 Min. (800 g). Der entstandene
Uberstand wird als plattchenreiches Plasma bezeichnet und wurde vorsichtig mit einer feinen
Pipette abgenommen und in ein neues GefdaR gegeben. Der Rest des Plasmas aus
vergangenem Schritt wurde wieder mit 200 pl Tyrodes 7,4 aufgefillt und erneut bei
Raumtemperatur fiir 4 min zentrifugiert (800 g). Der hierbei entstandene Uberschuss wurde
zum bereits abgefillten plattchenreichen Plasma gegeben. Nun folgte der letzte
Zentrifugationsschritt bei Raumtemperatur fiir 5 Min. (2600 g). Der Uberstand wurde rasch
verworfen und das entstandene Pellet am Grunde des Gefdlles mit ca. 150 pl Tyrodes 7,4
vorsichtig aufgeldst. Danach konnten die Thrombozyten mittels Sysmex Cell Counter gezahlt

werden.

2.2 Probenanalyse

2.2.1 ELISA Lesegerat Microplate Reader 550

Der ,ELISA Lesegerat Microplate Reader 550 wurde fir den GroBteil der durchgefiihrten
Versuche verwendet. Es handelt sich um ein Messgerat, mit dem man chemische Reaktionen
mittels messbaren optischen Signalen nachweisen kann und somit eine genaue Probenanalyse
erhalt. Dazu werden die Proben auf eine sogenannte Wells-Platte pipettiert und eine
chemische Reaktion hervorgerufen. Fir die vorliegende Arbeit wurden 96-Wells-Platten
verwendet. AuBerdem wird eine chemische Verbindung zum Anfarben bendtigt. In dieser
Arbeit wurde die Thrombozytenadhasion auf Bestandteilen der extrazelluldaren Matrix, wie
etwa Fibrinogen, gemessen. Fir den Assay wurde P-Nitrophenylphosphat (140 ul je Well a 1
mg/ml) in Citratpuffer genutzt und schlieBlich zweimolare Natronlauge hinzugefigt, wodurch
die Reaktion beendet wurde. P-Nitrophenylphosphat ist ein Chromogen, das enzymatisch
durch die saure Phosphatase in gelbes P-Nitrophenol umgesetzt wird und oft beim ELISA-
Verfahren Verwendung findet. Das Enzym saure Phosphatase wird unabhangig vom
Aktivierungszustand der Thrombozyten freigesetzt, sodass sich der Versuchsaufbau optimal
fir den Nachweis von Thrombozyten eignet. Die Aktivitat der sauren Phosphatase ist ein
sensitiver Marker fur die Anzahl der vorhandenen Thrombozyten. Sobald die Reaktion im
Gange ist, werden Lichtsignale emittiert und wieder detektiert, die in Form von sehr genauen
Messwerten wiedergegeben werden. Da je nach Anzahl der Thrombozyten, und somit auch
der saueren Phosphatase, auf der Wells-Platte eine unterschiedliche Lichtabsorption
stattfindet, kann in diesem Falle die unterschiedliche Thrombozytenadhdsion auf der

Oberflache differenziert werden. Nicht adharierte Thrombozyten wurden abgewaschen. In
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der vorliegenden Versuchsreihe wurde eine Wellenldange von 405 nm verwendet und bei
jedem Versuch wurde zu Beginn ein Leerwert ohne Substrate gemessen, der anschiefSend vom
Ergebnis subtrahiert wurde, um vergleichbare Resultate zu erhalten. Durch diese Methode
konnen kleinste Unterschiede der Reaktionen sehr gut angegeben und prozentual ermittelt

werden. Der Versuchsaufbau ist im unteren Abschnitt detaillierter geschildert

(Bellavite et al. 1994; http://www.sigmaaldrich.com/(Zugriff:19.06.2024);
https://www.bmglabtech.com/de/microplate-reader/(Zugriff: 17.06.2024)).

2.2.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, um einzelne Zellen oder nur Zellstrukturen zu
detektieren. Diese flieBen dazu an einem Lichtstrahl oder einer elektrischen Spannung vorbei.
Mithilfe der Streulichtmessung kann die einzelne Zelle bezlglich ihrer Grofle und
Zusammensetzung untersucht werden. Man differenziert bei der Streulichtmessung das
Vorwartsstreulicht (Forward Scatter), welches die Beugung des Lichts im flachen Winkel und
somit die ZellgroBe darstellt, von dem Seitwartsstreulicht (Side Scatter). Letzteres spiegelt die
Brechung des Lichts im rechten Winkel wider. Es ist abhangig von der Zusammensetzung der
Zelle (Sauter 2019).

Zur genaueren Analyse werden die zu erfassenden Strukturen mittels Streulicht- und
Fluoreszenzsignalen nach Bindung an einen fluoreszenzmarkierten Stoff gemessen und
konnen dann mittels Laserstrahl detektiert werden. Oftmals werden fluoreszenzmarkierte
Antikorper verwendet, deren Eigenschaften bekannt sind und gesuchte Oberflachenantigene
binden (Valet 2003; Bratosin et al. 2005).

Fir die vorliegende Arbeit wurde dieses Verfahren genutzt, um die Quantitat lebendiger
Thrombozyten zu bestimmen. Das genauere Vorgehen ist im weiteren Text erldutert. Die
Analyse erfolgte mit einem Durchflusszytometer CytoFLEX und wurde mit Hilfe der

Analysesoftware Flow-Jo ausgewertet.

2.2.3 Mikroskopie

Zur Kontrolle der gewilinschten Adhasionreaktion der Thrombozyten auf der beschichteten
Wells-Platte wurden bei jedem Versuch stichprobenartig die Platten nach dem zweimaligen
Waschen unter dem Lichtmikroskop bei bis zu 1000-facher VergroRerung auf das

Adhasionsverhalten untersucht.
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2.3 Versuche

2.3.1. Versuche mit humanen Thrombozyten

2.3.1.1 Versuche mit Hamolysin a auf Fibrinogen

Hamolysin o, auch a-Toxin genannt, ist ein mikrobielles Exotoxin des Bakteriums
Staphylokokkus aureus, das fiir diese Versuchsreihe verwendet wurde. Wir setzten a-Toxin in
einer Konzentration von 1U/ml bis 20U/ml ein. Eine Unit bedeutet, dass dabei eine 50%-ige
Lyse einer 1%-igen Suspension mit Erythrozyten von Kaninchen stattfindet. Aus friiheren
Studien ist bekannt, dass eine Adhasion von Thrombozyten auf Fibrinogen unter dynamischen
und statischen Bedingungen zu beobachten ist (Sivaraman & Latour 2010; Sauter et al. 2019).
Daher wurde ein Grof3teil der Versuche mit Fibrinogen durchgefiihrt. Es sollte beobachtet

werden, wie der Adhasionsprozess der Thrombozyten durch Hamolysin a beeinflusst wird.

2.3.1.1.1 Untersuchung der toxischen Wirkung von Hamolysin o auf humane Thrombozyten
Bereits in der Einleitung wurde die variierende Toxizitat auf unterschiedliche Zellen bei
gleichen Konzentrationen von Hamolysin a beschrieben. Um die Toxizitdt des bakteriellen
Hamolysins zu Uberprifen, wurden in diesem Versuch stoffwechselaktive Thrombozyten
angefarbt. Vitale Thrombozyten kénnen das nicht-fluoreszierende Calcein AM® nach Transport
Uber die Zellmembran intrazellular durch Esterasen in griin fluoreszierendes Calcein
umsetzen. Mittels Durchflusszytometrie ldsst sich die Fluoreszenz und somit die Vitalitat der
verwendeten Zellen ermitteln. Dazu wurde Calcein AM® in DMSO (Dimethylsulfoxid) gel&st,
sodass eine Losung mit einer Konzentration von 50 uM entstand (Herstellerangabe).

Nach obigem Vorgehen erfolgte die Thrombozytenisolation. Eine Million Thrombozyten
wurden jeweils pro Probe in einem Milliliter PBS gel6st. Die Auswahl dieser Anzahl der
Plattchen orientierte sich an der Arbeit von Bellavite et al. (Bellavite et al. 1994) und entsprach
der Anzahl der Thrombozyten in den Folgeversuchen, um dhnliche Versuchsbedingungen zu
schaffen. AnschlieRend erfolgte die Zugabe verschiedener Mengen von Hamolysin a (1 U/ml,
2 U/ml, 5 U/ml, 10 U/ml, 15 U/ml, 20 U/ml) in jeweils ein Proberéhrchen. Dazu wurden 2 pl
der Calcein-DMSO-L6sung gegeben und im Dunkeln 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als
Negativkontrolle wurde ein Proberéhrchen mit Thrombozyten und Calcein fir 20 min bei 60
°C inkubiert, um vitale Thrombozyten abzutdten. Mittels FACS konnte anschlieend die

Fluoreszenz gemessen werden und eine Aussage zur Toxizitat des Hamolysin a getroffen

23



werden (Bratosin et al. 2005). Eine schematische Abbildung des Versuches findet sich im Teil

»,Resultate” (Abbildung 4).

2.3.1.1.2 Adhasionsverhalten humaner Thrombozyten nach Inkubation mit Hamolysin o

In diesem Versuch wurde das Adhdsionsverhalten von Thrombozyten auf einer mit Fibrinogen
beschichteten 96-Wells-Platte unter statischen Bedingungen untersucht. Dabei wurde das
Adhasionsverhalten der Thrombozyten nach Inkubation mit Hamolysin a verschiedener
Konzentrationen ermittelt. AuBerdem wurde das Adhdsionsverhalten unbehandelter
Thrombozyten und mit Plattchen-aktivierendem ADP versetzter Thrombozyten zum Vergleich
beobachtet. Fur die Beschichtung wurde Fibrinogen aufgetragen (100 pl a 2 mg/ml je Well)
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Es erfolgte die Thrombozytenisolation humaner
Thrombozyten aus frischem Vollblut (siehe 2.1.3.1). Nach dem Erhalt isolierter Thrombozyten
wurden diese fir 30 min bei Raumtemperatur mit Hamolysin o unterschiedlicher
Konzentrationen (1 U/ml, 2U/ml, 5 U/ml, 10 U/ml, 15 U/ml inkubiert und als Positivkontrolle
ADP (1 pg/ml) verwendet. Als Negativkontrolle fungierte PBS. Nach dem Auftragen der
Thrombozyten (1x10® Thrombozyten pro Well) auf die gewaschene Wells-Platte und zwei
Stunden Zuwarten bei Raumtemperatur folgte das erneute griindliche Waschen der Wells-
Platte mit anschlieBender Zugabe von P-Nitrophenylphosphat (140 ul je Well a 1 mg/ml) in
Citratpuffer. Die Probe stand Gber Nacht im Kihlschrank und die Reaktion wurde schlief3lich
durch 2M NaOH (100 ul je Well) beendet, wodurch ein Farbumschlag erfolgte. Die Messung
erfolgte bei 405 nm im ELISA-Reader. Auch fir diesen Versuch findet sich eine vereinfachte

Darstellung im Teil ,Resultate” (Abbildung 6).

2.3.1.1.3 Adhasionsverhalten humaner Thrombozyten nach Inkubation von Fibrinogen mit
Hamolysin o
Der Versuchsaufbau orientierte sich an Versuch 2.3.1.1.2. Es wurde erneut das
Adhasionsverhalten von Thrombozyten auf einer mit Fibrinogen beschichteten 96-Wells-
Platte unter statischen Bedingungen untersucht. Anders als im vorherigen Versuch wurde das
Adhasionsverhalten der Thrombozyten nach Inkubation von Fibrinogen mit Hamolysin a
verschiedener Konzentrationen ermittelt. Als Kontrolle wurden unbehandelte und mit ADP
versetzte Thrombozyten auf eine Fibrinogen-Beschichtung ohne vorherige Inkubation mit

Hamolysin a gegeben.
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Fur die Beschichtung wurde Fibrinogen aufgetragen (100 pl a 2 mg/ml je Well). In einigen
Wells wurde zusatzlich Himolysin a unterschiedlicher Konzentrationen (5 U/ml, 10 U/ml, 15
U/ml) hinzugefiigt. Die Platte wurde Uber Nacht bei 4°C stehen gelassen. Es erfolgte die
Thrombozytenisolation humaner Thrombozyten aus frischem Vollblut (siehe 2.1.3.1). Nach
dem Erhalt isolierter Thrombozyten wurden diese auf die gewaschene Wells-Platte
aufgetragen (1x10° Thrombozyten pro Well). Als Positivkontrolle wurde zusatzlich ADP (1
ug/ml) verwendet. Als Negativkontrolle fungierte PBS. Nach zwei Stunden Zuwarten bei
Raumtemperatur folgte das erneute griindliche Waschen der Wells-Platte mit anschlieender
Zugabe von P-Nitrophenylphosphat (140 pl je Well a 1 mg/ml) in Citratpuffer. Die Probe stand
Uber Nacht im Kihlschrank und die Reaktion wurde schlieflich durch 2M NaOH (100 pl je Well)
beendet, wodurch ein Farbumschlag erfolgte. Die Messung erfolgte bei 405 nm im ELISA-
Reader. Bezliglich einer schematischen Darstellung sei auf den Teil ,Resultate" verwiesen

(siehe Abbildung 8).

2.3.1.1.4 Vergleich des Adhdsionsverhaltens humaner Thrombozyten nach Inkubation mit
Hamolysin o auf Fibronectin und Kollagen
Um zu untersuchen, wie sich die Adhdsion der Thrombozyten nach Zugabe von Hamolysin a
auf anderen Bestandteilen der Extrazellularmatrix verhalt, wurde Versuch 2.3.1.1.2 analog mit
Fibronectin bzw. Kollagen statt Fibrinogen wiederholt. Dazu wurde Fibronectin (100 pl a 2
ug/ml je Well) auf eine Platte gegeben und diese Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Auf gleiche
Weise erfolgte die Vorbereitung einer weiteren Platte mit Kollagen (100 ul a 10 pg/ml je Well).
Es erfolgte einen Tag spater die Thrombozytenisolation humaner Thrombozyten aus frischem
Vollblut (siehe 2.1.3.1). Nach dem Erhalt isolierter Thrombozyten wurden diese fiir 30 min bei
Raumtemperatur mit Hamolysin a unterschiedlicher Konzentrationen (5 U/ml, 10 U/ml, 15
U/ml) inkubiert. Als Positivkontrolle diente ADP (1 pg/ml). Als Negativkontrolle fungierte PBS.
Nach dem Auftragen der Plattchen auf die gewaschenen Wells-Platten (1x10° Thrombozyten
pro Well) und weiteren zwei Stunden bei Raumtemperatur folgte das erneute griindliche
Waschen der Wells-Platten mit anschlieRender Zugabe von P-Nitrophenylphosphat (140 pl je
Well a 1 mg/ml) in Citratpuffer. Die Proben standen Uber Nacht im Kihlschrank und die
Reaktion wurde schlieBlich durch 2M NaOH (100 pl je Well) beendet, wodurch ein

Farbumschlag erfolgte. Die Messung erfolgte bei 405 nm im ELISA-Reader.
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2.3.1.2  Versuche mit Lipoteichonsdure auf Fibrinogen
Obige Versuche wurden auf gleiche Weise mit einem weiteren bakteriellen Bestandteil
durchgefiihrt. Dazu wurde Lipoteichonsdure (Sigma-Aldrich: Lipoteichonsdure aus

Staphylococcus aureus) eingesetzt.

2.3.1.2.1 Untersuchung der toxischen Wirkung von Lipoteichonsdure auf humane
Thrombozyten

Auch bei Lipoteichonsdure wurde zunachst die Toxizitat auf die Thrombozyten untersucht.
Dazu wurden erneut die stoffwechselaktiven Zellen angefarbt (siehe 2.3.1.1.1).

Nach obigem Vorgehen (2.1.3.1) erfolgte die Thrombozytenisolation. Eine Million
Thrombozyten wurden jeweils pro Probe in einem Milliliter PBS geldst. AnschliefSend erfolgte
die Zugabe verschiedener Mengen von Lipoteichonsaure (0,1 pug/ml, 0,5 pug/ml, 2,5 ug/ml, 5
ug/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml) in jeweils ein Proberéhrchen. Dazu wurden 2 pl der 50uM Calcein-
DMSO-L6sung gegeben und im Dunkeln 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als
Negativkontrolle wurde ein Proberéhrchen mit Thrombozyten und Calcein fir 20 min bei 60
°C inkubiert, um vitale Thrombozyten abzutdten. Mittels FACS konnte anschlieend die
Fluoreszenz gemessen werden und eine Aussage zur Toxizitdt des Hamolysin a getroffen

werden (Bratosin et al. 2005).

2.3.1.2.2 Adhasionsverhalten humaner Thrombozyten nach Inkubation mit Lipoteichonsdure
Wie bei 2.3.1.1.2 wurde das Adhdsionsverhalten von isolierten Thrombozyten auf einer mit
Fibrinogen beschichteten 96-Wells-Platte unter statischen Bedingungen nach Zugabe
unterschiedlicher Konzentrationen von Lipoteichonsaure untersucht. Erneut fungierte ADP als
Vergleichslosung.

Fur die Beschichtung wurde Fibrinogen aufgetragen (100 pl a 2 mg/ml je Well) und Gber Nacht
bei 4°Cinkubiert. Es erfolgte die Thrombozytenisolation humaner Thrombozyten aus frischem
Vollblut (siehe 2.1.3.1). Nach dem Erhalt isolierter Thrombozyten wurden diese fiir 30 min bei
Raumtemperatur mit Lipoteichonsdure unterschiedlicher Konzentrationen (0,1 pg/ml, 0,5
ug/ml, 2,5 ug/ml, 5 ug/ml, 10 ug/ml, 15 pg/ml) inkubiert und als Positivkontrolle ADP (1 pug/ml)
verwendet. Als Negativkontrolle fungierte PBS. Nach dem Auftragen der Thrombozyten (1x10°
Thrombozyten pro Well) auf die gewaschene Wells-Platte und zwei Stunden Zuwarten bei

Raumtemperatur folgte das erneute griindliche Waschen der Wells-Platte mit anschlieender

26



Zugabe von P-Nitrophenylphosphat (140 pl je Well a 1 mg/ml) in Citratpuffer. Die Probe stand
Uber Nacht im Kihlschrank und die Reaktion wurde schlieflich durch 2M NaOH (100 pl je Well)
beendet, wodurch ein Farbumschlag erfolgte. Die Messung erfolgte bei 405 nm im ELISA-

Reader.

2.3.1.2.3 Adhasionsverhalten humaner Thrombozyten nach Inkubation von Fibrinogen mit
Lipoteichonsaure

Der Versuchsaufbau glich Versuch 2.3.1.2.2. Es wurde erneut das Adhdsionsverhalten von
Thrombozyten auf einer mit Fibrinogen beschichteten 96-Wells-Platte unter statischen
Bedingungen untersucht. Anders als im vorherigen Versuch wurde das Adhdsionsverhalten
der Thrombozyten nach Inkubation von Fibrinogen mit Lipoteichonsdure ermittelt. Als
Kontrolle wurden unbehandelte und mit ADP versetzte Thrombozyten auf eine Fibrinogen-
Beschichtung ohne vorherige Inkubation mit Lipoteichonsdure gegeben.

Fur die Beschichtung wurde Fibrinogen aufgetragen (100 pl a 2 mg/ml je Well). In einigen
Wells wurde zusatzlich Lipoteichonsaure unterschiedlicher Konzentrationen (0,1 pg/ml, 0,5
ug/ml, 2,5 ug/ml) hinzugefiigt. Die Platte wurde Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Es erfolgte die
Thrombozytenisolation humaner Thrombozyten aus frischem Vollblut (siehe 2.1.3.1). Nach
dem Erhalt isolierter Thrombozyten wurden diese auf die gewaschene Wells-Platte
aufgetragen (1x10° Thrombozyten pro Well). Als Positivkontrolle wurde zusatzlich ADP (1
ug/ml) verwendet. Als Negativkontrolle fungierte PBS. Nach zwei Stunden Zuwarten bei
Raumtemperatur folgte das erneute griindliche Waschen der Wells-Platte mit anschlieender
Zugabe von P-Nitrophenylphosphat (140 pl je Well a 1 mg/ml) in Citratpuffer. Die Probe stand
Uber Nacht im Kihlschrank und die Reaktion wurde schlieflich durch 2M NaOH (100 pl je Well)
beendet, wodurch ein Farbumschlag erfolgte. Die Messung erfolgte bei 405 nm im ELISA-
Reader.

2.3.1.2.4 Vergleich des Adhasionsverhaltens humaner Thrombozyten nach Inkubation mit

Lipoteichonsaure auf Fibronectin und Kollagen

Wie im vorherigen Versuchsaufbau mit Hamolysin a wurde das Verhalten der Thrombozyten
nach Zugabe von Lipoteichonsdure auf anderen Bestandteilen der Extrazellularmatrix
untersucht. Statt Fibrinogen wurden zur Beschichtung der Platten Kollagen und Fibronectin
verwendet. Dazu wurde Fibronectin (100 ul a 2 pug/ml je Well) auf eine Platte gegeben und

diese Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Auf gleiche Weise erfolgte die Vorbereitung einer weiteren
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Platte mit Kollagen (100 pl a 10 pg/ml je Well). Es erfolgte einen Tag spater die
Thrombozytenisolation humaner Thrombozyten aus frischem Vollblut (siehe 2.1.3.1). Nach
dem Erhalt isolierter Thrombozyten wurden diese fiir 30 min bei Raumtemperatur mit
Lipoteichonsadure unterschiedlicher Konzentrationen (0,1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 2,5 pg/ml)
inkubiert. Als Positivkontrolle diente ADP (1 pug/ml). Als Negativkontrolle fungierte PBS. Nach
dem Auftragen der Plattchen auf die gewaschenen Wells-Platten (1x10® Thrombozyten pro
Well) und weiteren zwei Stunden bei Raumtemperatur folgte das erneute griindliche Waschen
der Wells-Platten mit anschlieBender Zugabe von P-Nitrophenylphosphat (140 pl je Well a 1
mg/ml) in Citratpuffer. Die Proben standen Uber Nacht im Kihlschrank und die Reaktion
wurde schlielRlich durch 2M NaOH (100 pl je Well) beendet, wodurch ein Farbumschlag

erfolgte. Die Messung erfolgte bei 405 nm im ELISA-Reader.

2.3.1.3  Versuche mit Komplementinhibitoren

Um festzustellen, ob das Adhasionsverhalten der Thrombozyten auf Fibrinogen nach Zugabe
von Lipoteichonsdure oder Hamolysin a in Zusammenhang mit dem Komplementsystem
steht, wurden beispielhaft relevante Komplementfaktoren und deren Rezeptoren in den
bestehenden Versuchsaufbau mit eingeschlossen. Dazu boten sich C3 und C5 an. Um einen
Einfluss dieser Faktoren zu bestatigen oder auch auszuschlieffen, wurden der C5a- und der
C3a-Rezeptorantagonist (PMX53; Sigma Aldrich und SB290157; Sigma Aldrich) und auBerdem
der C3-Inhibitor Compstatin (Sigma Aldrich) verwendet. Der Versuchsaufbau glich den
vorherigen Versuchen. Fir die Beschichtung wurde Fibrinogen auf eine Wells-Platte
aufgetragen (100 ul a 2 mg/ml je Well) und Giber Nacht bei 4°C inkubiert. Es erfolgte die

Thrombozytenisolation humaner Thrombozyten aus frischem Vollblut (2.1.3.1).

2.3.1.3.1 Zugabe von C3a-/C5a-Rezeptorantagonisten

Nach dem Erhalt isolierter Thrombozyten wurde ein Teil dieser mit dem C5aR1-Antagonisten
PMX 53 (10 uM, Sigma Aldrich) und der andere Teil mit dem C3aR-Antagonisten SB290157 (10
UM, Sigma Aldrich) fir 30 min bei 37°C inkubiert. Vergleichsweise wurden unbehandelte
Thrombozyten ebenso 30 min bei 37°C gelagert. AnschlieBend wurden jeweils Himolysin a
(15 U/ml) bzw. Lipoteichonsaure (2,5 pg/ml) zu den unterschiedlichen Proben gegeben. Nach
weiteren 30 min wurden die Proben auf die gewaschene beschichtete Platte gegeben. Diese

wurde, wie bereits beschrieben, zwei Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen. Es folgte
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das erneute griindliche Waschen der Platten und schlieBlich die Zugabe von P-
Nitrophenylphosphat (140 ul je Well a 1 mg/ml) in Citratpuffer. Die Proben standen Uber
Nacht im Kihlschrank und die Reaktion wurde schlieflich durch 2M NaOH (100 pl je Well)
beendet, wodurch ein Farbumschlag erfolgte. Die Messung erfolgte bei 405 nm im ELISA-

Reader.

2.3.1.3.2 Zugabe des C3-Komplementinhbitors

Der Teilversuch wurde auf die gleiche Weise wie oben durchgefiihrt. Statt der
Rezeptorantagonisten wurde allerdings der C3-Inhibitor Compstatin (50 uM, Sigma Aldrich)
verwendet.

Die Versuche wurden zuerst mit Hamolysin a und anschlieBend mit Lipoteichonsaure

durchgefihrt.

2.3.2 Versuche mit murinen Thrombozyten

In diesem Ergdnzungsteil wurden murine Thrombozyten untersucht. Dazu wurde die
Thrombozytenisolation von Wildtyp-Tieren und Knockout-Tieren (C5aR17") durchgefiihrt und
das Adhasionsverhalten der Thrombozyten bei Zugabe von Lipoteichonsdaure und Hamolysin

a verglichen.

2.3.2.1 Adhasionsverhalten muriner Wildtyp-Thrombozyten nach Inkubation mit
Hamolysin o

Der Versuchsaufbau glich dem Aufbau der Versuche mit humanen Thrombozyten. Bezliglich
einer schematischen Darstellung sei auf den Teil ,Resultate" verwiesen (siehe Abbildung 21).
Es wurden Thrombozyten von Wildtyp-Madusen verwendet. Das Adhdsionsverhalten muriner
Thrombozyten wurde erneut auf einer mit Fibrinogen beschichteten 96-Wells-Platte unter
statischen Bedingungen untersucht. Dabei wurde das Adhdsionsverhalten der Thrombozyten
nach Inkubation mit Hamolysin a ermittelt. Aullerdem wurde das Adhdsionsverhalten
unbehandelter Thrombozyten und mit Plattchen-aktivierendem ADP versetzter
Thrombozyten zum Vergleich beobachtet.

Fur die Beschichtung wurde Fibrinogen aufgetragen (100 pl a 2 mg/ml je Well) und Gber Nacht
bei 4°C stehen gelassen. Es erfolgte die Thrombozytenisolation muriner Thrombozyten aus

frischem Vollblut (2.1.3.2). Nach dem Erhalt isolierter Thrombozyten wurden diese fiir 30 min
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bei Raumtemperatur mit Hamolysin a (15 U/ml) inkubiert und als Positivkontrolle ADP (1
ug/ml) verwendet. Als Negativkontrolle fungierte PBS. Nach dem Auftragen der
Thrombozyten (1x10® Thrombozyten pro Well) auf die gewaschene Wells-Platte und zwei
Stunden Zuwarten bei Raumtemperatur folgte das erneute griindliche Waschen der Wells-
Platte mit anschlieBender Zugabe von P-Nitrophenylphosphat (140 ul je Well a 1 mg/ml) in
Citratpuffer. Die Probe stand Gber Nacht im Kihlschrank und die Reaktion wurde schlieRlich
durch 2M NaOH (100 ul je Well) beendet, wodurch ein Farbumschlag erfolgte. Die Messung
erfolgte bei 405 nm im ELISA-Reader.

2.3.2.2 Adhasionsverhalten muriner Wildtyp-Thrombozyten nach Inkubation mit

Lipoteichonsdure
Der obige Versuch (2.3.2.1) wurde auf gleiche Weise noch einmal mit isolierten Thrombozyten
von Wildtyp-Madusen durchgefiihrt. Allerdings wurde nun anstelle des Hamolysins
Lipoteichonsaure (2,5 pug/ml) verwendet. Die Messung im ELISA-Reader erfolgte auf gleiche

Weise bei 405 nm.

2.3.2.3  Adhasionsverhalten muriner C5aR1-/- -Thrombozyten nach Inkubation mit
Hamolysin o

Der obige Versuch (2.3.2.1) wurde nun auf gleiche Weise noch einmal mit isolierten

Thrombozyten durchgefiihrt, dieses Mal jedoch mit Zellen von Knockout-Mausen (C5aR177).

Es wurde wieder mit der Inkubation mit Hamolysin a (15 U/ml) begonnen. Der

Versuchsaufbau glich dem des obigen Versuchs. Die Messung im ELISA-Reader erfolgte auf

gleiche Weise bei 405 nm.

2.3.2.4 Adhasionsverhalten muriner C5aR1-/- -Thrombozyten nach Inkubation mit
Lipoteichonsdure

Obiger Versuch (2.3.2.1) wurde auf gleiche Weise noch einmal mit isolierten Thrombozyten

von Knockout-Mausen durchgefiihrt. Allerdings wurde nun anstelle des Hamolysins

Lipoteichonsaure (2,5 pug/ml) verwendet. Die Messung im ELISA-Reader erfolgte auf gleiche

Weise bei 405 nm.
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3. Statistische Methoden

Die Daten wurden mit der Software GraphPad Prism 8.0 graphisch dargestellt. Je Blutspende
wurden drei Wells mit Thrombozyten untersucht. Daraus wurde ein Mittelwert bestimmt, den
wir zur Analyse heranzogen. Dieses Vorgehen wurde immer aus vier verschiedenen
Blutproben wiederholt. Somit ergab sich n = 4.

Das Vorgehen fir die Versuchsreihe 4.3 und 4.5 war wie folgt: Aufgrund der geringen
StichprobengroRRe fliihrten wir zunachst einen nicht-parametrischen Globaltest, einen Kruskal-
Wallis-Test, bei allen Daten durch. Zeigte sich ein signifikanter Unterscheid zwischen den
unterschiedlichen Gruppen, dann fiihrten wir einen Posthoc-Test (Dunn’s-Test) im Anschluss
bei den Gruppen, die uns interessierten, paarweise durch. Die Resultate stellten wir in
Boxplots dar.

Das Vorgehen fiir die weiteren Versuche 4.5 und 4.6 war wie folgt:

Zur statistischen Analyse der Adhdsionsdaten wurde zundchst ein Kruskal-Wallis-Test
durchgefiihrt, um Unterschiede zwischen mehreren unabhdngigen Gruppen zu prifen. Bei
Vorliegen eines globalen Effekts erfolgte eine Post-hoc-Analyse mittels Dunn’s-Test zur
Identifikation paarweiser Gruppenunterschiede. Diese Analysen wurden sowohl fir die
Kontrollbedingungen als auch fir die weitere Bedingung (etwa eine mit Compstatin
behandelte Probe etc.) angewendet.

Zur direkten Gegenuberstellung unbehandelter und vorbehandelter Thrombozyten innerhalb
identischer Stimulationsbedingungen wurden zusatzlich paarweise Vergleiche mittels Mann-
Whitney-U-Test durchgefihrt.

Das gleiche Vorgehen wurde beim Vergleich muriner Wildtyp- und Knockout-Thrombozyten
angewendet.

Um die Ergebnisse Ubersichtlich zu prasentieren, markierten wir nur signifikante
Unterschiede. Bei fehlender Markierung ist nicht von einem signifikantem Ergebnis
auszugehen. Ein P-Wert p < 0,05 w urde als signifikant gewertet. Die Testergebnisse wurden

in Abhangigkeit des P-Wertes wie folgt gekennzeichnet:* fiir p < 0,05, ns fiir p > 0,05.
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4. Resultate

4.1. Versuche mit Hamolysin a auf Fibrinogen

4.1.1. Untersuchung der toxischen Wirkung von Hamolysin o auf humane

Thrombozyten

Durchflusszytometrische Untersuchungen zur toxischen Wirkung von Hamolysin a auf
Thrombozyten wurden mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs Calcein AM® durchgefiihrt. In
vitalen Zellen wird das nicht-fluoreszierende Calcein AM® nach der Acetoxymethylester-
Hydrolyse durch intrazelluldre Esterasen in fluoreszierendes Calcein umgewandelt. Nach
Zugabe des Farbstoffs zeigten vitale Zellen eine griine Fluoreszenz. Abbildung 4 zeigt
schematisch den Versuchsaufbau und -ablauf. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5 dargestellt.
In der Negativkontrollldsung mit Thrombozyten nach Hitzebehandlung konnte kaum
Fluoreszenz gemessen werden. Dagegen wurde in der Positivkontrolle bei Thrombozyten, die
weder Hitze noch Hamolysin o ausgesetzt waren, viel Fluoreszenz gemessen. Dies bestatigt
die gewilinschte Farbstoffumsetzung ausschlieRlich in stoffwechselaktiven Thrombozyten.
Eine signifikante Abnahme der Fluoreszenz und somit eine Abnahme stoffwechselaktiver
Zellen in der Losung war nach Zugabe von Hamolysin a bei einer Konzentration von 5 U/ml zu
beobachten. Zudem konnte gezeigt werden, dass sich die hitzeinaktivierte Kontrolle
signifikant von der PBS-Kontrolle unterschied. Alle anderen Konzentrationen unterschieden

sich nicht signifikant (p > 0,05).

32



1 Prinzip

Intrazellulare

Hydrolasen
+ —

Thrombozyt Calcein AMR? Fluoreszierender
Thrombozyt durch
Anreicherung mit
fluoreszierndem Calcein

2 Vorbereitung
®
[ 4& <‘j:ajg:<4g—‘7~j@j<:
\ | \ |\ || |\ ]| /| |\ | /
‘\u “9‘ \ = / \a Y/ \ = ‘;‘ \ / \ / \ / \ { &
Thrombozyten + Thrombozyten +
Calcein AM? + Calcein AMR+
Hitze Hamolysin a aufsteigender
= Negativkontrolle Konzentration ()

3 Probenfluss, Signalverarbeitung und -analyse

|

Durchflusszytometer

[——

Thrombozyten +
Calcein AM®
= Positivkontrolle

kkk
% |
100
z g
E
5
2
3
€ 50
°
FE !
2
2
£
=
0 1 1 1 1 1 1 1
> N N N &N O S o
& T T
OISR SRR

.g§§ € ¥ é@.§$~§9Q¢i§$

ABBILDUNG 4:
SCHEMATISCHER
VERSUCHSAUFBAU ZUR
UBERPRUFUNG DER
ZELLTOXIZITAT VON
HAMOLYSIN A

Vitale Thrombozyten
kénnen durch
intrazelluldre Hydrolasen
Calcein AMR in
fluoreszierendes Calcein
umwandeln, was mittels
Durchflusszytometer
gemessen werden kann.
Durch diesen
Mechanismus ist es

moglich, vitale
Thrombozyten
nachzuweisen. Nach

Zugabe von Hamolysin o
aufsteigender

Konzentrationen  kann
auf dessen Zytotoxizitat
riickgeschlossen werden.

ABBILDUNG 5: UNTERSUCHUNG DER TOXIZITAT VON HAMOLYSIN A AUF THROMBOZYTEN
Dargestellt ist der prozentuale Anteil Calcein-AM-positiver Thrombozyten nach Behandlung mit aufsteigenden

Konzentrationen von Hamolysin a (HEM). Die PBS-Gruppe dient als Positivkontrolle, die hitzeinaktivierte Probe

als Negativkontrolle.
(Daten: Einzelwerte mit Boxplots, n = 4; % p < 0.05; ns p > 0.05)
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4.1.2. Adhasionsverhalten humaner Thrombozyten nach Inkubation mit
Hamolysin o
Das Prinzip des durchgefiihrten Versuches ist unten vereinfacht dargestellt (Abbildung 6).
Thrombozyten adhéarieren auf einer mit Fibrinogen beschichteten Platte. Unter Zugabe des
plattchenaktivierenden Stoffes ADP zeigte sich eine signifikante Adhdsionserhéhung der
Thrombozyten auf der Oberfliche. Dies fungierte als Positivkontrolle. Werden die
Thrombozyten vorher mit Hamolysin a (HEM) unterschiedlicher Konzentrationen inkubiert,
zeigt sich bei einer Konzentration von 15 U/ml eine signifikante Reduktion der Adhasion auf
der Platte im Vergleich zur Positivkontrolle mit ADP. Zudem wurden signifikante Unterschiede
im Adhdsionsverhalten zwischen geringen Konzentrationen von Hamolysin a (1 U/ml bzw. 2

U/ml) und der héchsten Konzentration (15 U/ml) gezeigt (Abbildung 7).

1 Vorbereitung

Thrombozyten Thrombozyten + Thrombozyten +
= Negativkontrolle Hamolysin a aufsteigender ADP
("PBS") Konzentration (s) = Positivkontrolle
"HEM" "ADP"
Wells-Platte mit Fibrinogen o : . 4 . !
(Beschichtung iiber Nacht) Inkubation fiir 30 min
2 Thrombozytenreaktion 3 Messung

% ,\g: & & EZ
& 22e22
Pe=e & $988888
D
:
= ¢ Zugabe P-Nitrophenylphosphat, -
H Reaktion tiber Nacht,

Beendigung mit NaOH

Messung bei 405 nm
Auftragen, Inkubation iiber 2 Stunden, Waschvorgang im ELISA Microplate Reader

ABBILDUNG 6: SCHEMATISCHER VERSUCHSAUFBAU ZUR WIRKUNG VON HAMOLYSIN A AUF DAS
ADHASIONSVERHALTEN VON THROMBOZYTEN

Die Abbildung veranschaulicht den vereinfachten Versuchsaufbau. Es wurden Wells-Platten mit Fibrinogen
beschichtet. Am Folgetag wurden Thrombozyten isoliert und mit Himolysin o unterschiedlicher Konzentrationen
inkubiert. Die Probelésungen wurden auf die Wells-Platte aufgetragen und es wurde P-Nitrophenylphosphat
appliziert. Nach Beendigung der Reaktion konnte die Messung von adharierten Thrombozyten erfolgen.
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ABBILDUNG 7: VERGLEICH DER THROMBOZYTENADHASION HUMANER THROMBOZYTEN NACH INKUBATION
MIT HAMOLYSIN A AUF FIBRINOGEN

Das AusmaR der Adhasion ist durch die Absorption auf der Ordinate dargestellt. Auf der Abszisse sind die
Kontrollbedingung (PBS), Himolysin o (HEM) in den Konzentrationen 1 U/ml, 2 U/ml, 5 U/ml, 10 U/ml und 15
U/ml sowie die Positivkontrolle ADP (1 pug/ml) angegeben. Isolierte Thrombozyten (1x10°® pro Well) adhérieren
auf einer mit Fibrinogen beschichteten 96-Wells-Platte. Dargestellt sind Median und Interquartilsbereich;
einzelne Messwerte sind als Punkte gezeigt. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
gekennzeichneten Gruppen sind durch Sterne markiert.

(Daten: Einzelwerte mit Boxplots, n = 4; % p < 0.05; ns p > 0.05)

4.1.3. Adhasionsverhalten humaner Thrombozyten nach Inkubation von

Fibrinogen mit Hamolysin a
Anders als im vorherigen Versuch wurde die mit Fibrinogen beschichtete Platte vor der Zugabe
der Thrombozyten mit Himolysin a versetzt (Abbildung 8). Die Thrombozyten zeigten keine
Adhasionsreduktion. Wie in Abbildung 9 zu erkennen ist, gab es insgesamt keine signifikante
Anderung im Vergleich zur Kontrolle mit PBS ohne Hamolysin a.
Erneut zeigte sich eine signifikante Adhasionszunahme, wenn die Thrombozyten zusatzlich mit

ADP versetzt wurden.
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ABBILDUNG 8: SCHEMATISCHER VERSUCHSAUFBAU ZUR WIRKUNG VON HAMOLYSIN A AUF FIBRINOGEN

Die Abbildung veranschaulicht den vereinfachten Versuchsaufbau. Es wurden Wells-Platten mit Fibrinogen und
Hamolysin o unterschiedlicher Konzentrationen beschichtet. Am Folgetag wurden Thrombozyten isoliert auf die
Wells-Platten aufgetragen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von P-Nitrophenylphosphat gestartet. Nach
Beendigung der Reaktion konnte die Messung von adhéarierten Thrombozyten erfolgen.
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ABBILDUNG 9: VERGLEICH DER THROMBOZYTENADHASION NACH VORHERIGER INKUBATION VON
FIBRINOGEN VON HAMOLYSIN A

Humane isolierte Thrombozyten adhéarieren an einer mit Fibrinogen beschichteten Wells-Platte. Die Inkubation

der beschichteten Wells-Platte mit Hamolysin a (HEM) unterschiedlicher Konzentrationen vor Zugabe der

Thrombozyten flhrt zu keiner signifikanten Verdnderung des Adhasionsverhaltens der Thrombozyten. ADP dient

als Positivkontrolle.

(Daten: Einzelwerte mit Boxplots, n = 4; % p < 0.05; ns p > 0.05)
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4.1.4. Vergleich des Adhasionsverhaltens humaner Thrombozyten nach

Inkubation mit Hiamolysin o auf Fibronectin und Kollagen

Die Ergebnisse des Versuches mit Kollagen und Fibronectin wurden verglichen mit den
Ergebnissen aus dem oben beschriebenen Versuch mit Fibrinogen (4.1.2). Die Verwendung
unterschiedlicher Bestandteile der extrazelluldren Matrix zeigte, dass eine Adhasion der
Thrombozyten auf der Platte stattfindet, diese aber unterschiedlich stark verlauft. Die Zugabe
des bakteriellen Toxins Hamolysin a bewirkte auf der Platte mit Fibronectin eine dhnliche
Adhasionsreduktion wie auf Fibrinogen, allerdings waren die Ergebnisse nicht signifikant
(Abbildung 10). Auf einer mit Kollagen beschichteten Platte war im Vergleich zu Fibrinogen
und Fibronectin ein viel geringer ausgepragtes Adhdsionsverhalten insgesamt zu beobachten.
Insgesamt konnte keine signifikante Veranderung nach der Inkubation mit Hamolysin a im

Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden (Abbildung 11).
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ABBILDUNG 10: VERGLEICH DER ADHASION VON THROMBOZYTEN NACH INKUBATION MIT HAMOLYSIN A AUF
FIBRONECTIN
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ABBILDUNG 11: VERGLEICH DER ADHASION VON THROMBOZYTEN NACH INKUBATION MIT HAMOLYSIN A AUF
KOLLAGEN

Humane isolierte Thrombozyten kénnen an Bestandteilen der extrazelluldren Matrix auf einer Wells-Platte

adhérieren. Bei einer Beschichtung mit Kollagen ist insgesamt weniger Adhdsion zu messen als bei einer

Beschichtung mit Fibronectin. Mit Himolysin a versetzte Thrombozyten zeigen weder auf Fibronectin noch auf

Kollagen eine signifikant verstarkte Adhdsionsreduktion im Vergleich zur Pufferlésung (PBS) bzw. zur

Positivkontrolle (ADP (1 ug/ml)).

(Daten: Einzelwerte mit Boxplots, n = 4; % p < 0.05; ns p > 0.05)
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4.2. Versuche mit Lipoteichonsaure auf Fibrinogen

4.2.1. Untersuchung der toxischen Wirkung von Lipoteichonsaure auf humane
Thrombozyten

Mittels Durchflusszytometrie wurde mit Hilfe von Calcein AM® die toxische Wirkung des
bakteriellen Zellwandbestandteils Lipoteichonsadure untersucht (Abbildung 12). Nach Zugabe
des Farbstoffs zeigten vitale Zellen eine griine Fluoreszenz. In der Negativkontrollldsung mit
Thrombozyten nach Hitzebehandlung konnte kaum Fluoreszenz gemessen werden. Dagegen
wurde in der Positivkontrolle bei Thrombozyten, die weder Hitze noch Lipoteichonsdure
ausgesetzt waren, viel Fluoreszenz gemessen Dies bestdtigt die gewilinschte
Farbstoffumsetzung ausschlieBlich in stoffwechselaktiven Thrombozyten. Lipoteichonsaure
wurde in aufsteigenden Konzentrationen dazugegeben. Eine signifikante Abnahme der
Fluoreszenz und somit eine Abnahme stoffwechselaktiver Zellen in der Lésung war nach
Zugabe von Lipoteichonsdure bei einer Konzentration von 10 ug/ml zu beobachten. Zudem
konnte gezeigt werden, dass sich die hitzeinaktivierte Kontrolle
signifikant von der PBS-Kontrolle unterschied. Somit fand eine Reduktion stoffwechselaktiver

Zellen statt. Alle anderen Konzentrationen unterschieden sich nicht signifikant (p > 0,05).
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ABBILDUNG 12: UNTERSUCHUNG DER TOXIZITAT VON LIPOTEICHONSAURE AUF THROMBOZYTEN
Dargestellt ist der prozentuale Anteil Calcein-AM-positiver Thrombozyten nach Behandlung mit aufsteigenden
Konzentrationen von Hamolysin a (HEM). Die PBS-Gruppe dient als Positivkontrolle, die hitzeinaktivierte Probe
als Negativkontrolle.

(Daten: Einzelwerte mit Boxplots, n = 4; % p < 0.05; ns p > 0.05)
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4.2.2. Adhdasionsverhalten humaner Thrombozyten nach Inkubation mit

Lipoteichonsaure

Thrombozyten adharieren auf einer mit Fibrinogen beschichteten Platte. Unter Zugabe des
plattchenaktivierenden Stoffes ADP zeigte sich eine signifikante Adhdsionserhéhung der
Thrombozyten auf der Oberflache. Dies fungierte als Positivkontrolle. Nach Inkubation mit
Lipoteichonsdure filhrten hohere Konzentrationen (ab 5 pg/ml) zu einer signifikanten
Adhasionsreduktion der Thrombozyten im Vergleich zur Positivkontrolle (siehe Abbildung 13).
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ABBILDUNG 13: VERGLEICH DER THROMBOZYTENADHASION HUMANER THROMBOZYTEN NACH INKUBATION
MIT LIPOTEICHONSAURE AUF FIBRINOGEN

Das AusmaR der Adhasion ist durch die Absorption auf der Ordinate dargestellt. Auf der Abszisse sind die
Kontrollbedingung (PBS), Lipoteichonsdure (LTA) in den Konzentrationen 0,1 ug/ml, 0,5 ug/ml, 2,5 ug/ml, 5
ug/ml, 10 ug/ml, 15 ug/ml sowie die Positivkontrolle ADP (1 pg/ml) angegeben. Isolierte Thrombozyten (1x10°
pro Well) adhédrieren auf einer mit Fibrinogen beschichteten 96-Wells-Platte. Dargestellt sind Median und
Interquartilsbereich; einzelne Messwerte sind als Punkte gezeigt. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen
den gekennzeichneten Gruppen sind durch Sterne markiert.

(Daten: Einzelwerte mit Boxplots, n = 4; % p < 0.05; ns p > 0.05)

4.2.3. Adhasionsverhalten humaner Thrombozyten nach Inkubation von

Fibrinogen mit Lipoteichonsdure
Im Gegensatz zum dquivalenten Versuch mit Hamolysin a konnte bei vorheriger Behandlung
der mit Fibrinogen beschichteten Platte mit Lipoteichonsaure aufsteigender Konzentrationen
eine signifikante Reduktion der Adhdsion der Thrombozyten im Vergleich zur Positivkontrolle
beobachtet werden (Abbildung 14). Bereits die geringe Konzentration von 0,5 pg/ml bewirkte

eine signifikante Veranderung im Vergleich zur Positivkontrolle ohne bakterielle Bestandteile.
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ABBILDUNG 14: VERGLEICH DER THROMBOZYTENADHASION NACH VORHERIGER INKUBATION VON
FIBRINOGEN MIT LIPOTEICHONSAURE

Humane isolierte Thrombozyten adhéarieren an einer mit Fibrinogen beschichteten Wells-Platte. Die Inkubation

der beschichteten Wells-Platte mit Lipoteichonsdure (LTA) unterschiedlicher Konzentrationen vor Zugabe der

Thrombozyten fiihrt je nach Konzentration zu einer signifikanten Verdnderung des Adhasionsverhaltens der

Thrombozyten im Vergleich zur Positivkontrolle mit ADP.

(Daten: Einzelwerte mit Boxplots, n = 4; % p < 0.05; ns p > 0.05)

4.2.4. Vergleich des Adhasionsverhaltens humaner Thrombozyten nach

Inkubation mit Lipoteichonsaure auf Fibronectin und Kollagen
Der Einsatz unterschiedlicher Bestandteile der extrazelluldren Matrix zeigte ein
unterschiedliches Adhdsionsverhalten der Thrombozyten. Die Zugabe des bakteriellen
Bestandteils Lipoteichonsdure bewirkte auf der Platte mit Fibronectin eine &hnliche
Adhdsionsreduktion wie auf Fibrinogen, allerdings waren die Ergebnisse nur bei héherer
Konzentration signifikant (siehe Abbildung 15). Auf einer mit Kollagen beschichteten Platte
war im Vergleich zu Fibrinogen und Fibronectin ein viel geringer ausgepragtes
Adhéasionsverhalten  insgesamt zu  beobachten (siehe  Abbildung 16). Die
Thrombozytenadhdsion war auf Kollagen nach Zugabe hoherer Konzentrationen von
Lipoteichonsdure wie auf Fibrinogen ebenfalls reduziert. Dies war jedoch nicht statistisch
signifikant im Vergleich zur Positivkontrolle, lediglich im Vergleich zu einer geringeren

Konzentration von Lipoteichonsaure.
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ABBILDUNG 15: VERGLEICH DER THROMBOZYTENADHASION NACH INKUBATION MIT LIPOTEICHONSAURE
AUF FIBRONECTIN
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ABBILDUNG 16: VERGLEICH DER THROMBOZYTENADHASION NACH INKUBATION MIT LIPOTEICHONSAURE
AUF KOLLAGEN

Bei einer Beschichtung mit Kollagen ist insgesamt weniger Adhdsion zu messen als bei einer Beschichtung mit

Fibronectin. Mit Lipoteichonsaure versetzte Thrombozyten zeigen auf Fibronectin nur bei hdherer Konzentration

eine signifikante Adhéasionsreduktion im Vergleich zur Positivkontrolle (ADP (1 ug/ml)). Auf Kollagen kann keine

verstarkte Adhdsionsreduktion nach Zugabe von Lipoteichonsdure gezeigt werden.

(Daten: Einzelwerte mit Boxplots, n = 4; * p < 0.05; ns p > 0.05)
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4.3. Versuche mit Komplementinhibitoren

4.3.1. Rolle von C3a-/C5a-Rezeptorantagonisten bei der

Thrombozytenadhdsion unter Himolysin-a-Exposition

In diesem Experiment wurden verschiedene Gruppen untersucht, die dann mit einer
Kontrollgruppe verglichen wurden, die dem grundsatzlichen Versuchsaufbau entsprach. Dabei
wurden, wie im Methodenteil beschrieben, die C3a- bzw. C5a-Rezeptorantagonisten
(5B290157 bzw. PMX53) verwendet. Zundchst wurde geprift, ob die Inkubation der
Thrombozyten mit Hamolysin innerhalb der Kontrollgruppe zu signifikanten Unterschieden in
der Adhasionsreaktion flihrte. Hierzu wurde —analog zu den vorangegangenen Analysen — ein
Kruskal-Wallis-Test mit anschlieRendem Dunn’s-Post-hoc-Test durchgefiihrt. Dabei zeigte sich
lediglich ein signifikanter Unterschied zwischen der PBS-Kontrolle und der ADP-stimulierten
Positivkontrolle, wadhrend zwischen den (brigen Bedingungen keine signifikanten
Unterschiede festgestellt wurden.

In einem zweiten Schritt wurde die Adhdsionsreaktion von Thrombozyten nach Behandlung
mit dem C3a- bzw. C5a-Rezeptorantagonisten unter denselben statistischen Voraussetzungen
analysiert. Hierbei ergaben sich ebenfalls signifikante Unterschiede in der Adhdsionreaktion
zwischen der PBS-Kontrolle und der ADP-stimulierten Positivkontrolle.

AnschlieBend wurden jeweils paarweise Vergleiche zwischen unbehandelten und mit dem
C3a- bzw. C5a-Rezeptorantagonisten (SB290157 bzw. PMX53) behandelten Thrombozyten
durchgefiihrt. Hierzu wurden die entsprechenden Gruppen (PBS vs. PBS + SB290157, HEM vs.
HEM + SB290157 sowie ADP vs. ADP + SB290157 und PBS vs. PBS + PMX53, HEM vs. HEM +
PMX53 sowie ADP vs. ADP + PMX53) mittels Mann-Whitney-U-Test auf signifikante
Unterschiede untersucht. Es zeigte sich in der C3aR-Antagonist-Gruppe eine signifikant hohere
Adhasion nach Zugabe von ADP im Vergleich zur Gruppe ohne Inhibitor. Ansonsten waren
keine signifikanten Unterschiede zu sehen, auch nicht nach Inkubation der Thrombozyten der

verschiedenen Gruppen mit Hdmolysin a (Abbildung 17).
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ABBILDUNG 17: VERGLEICH DER THROMBOZYTENADHASION IM ZUSAMMENHANG MIT
KOMPLEMENTREZEPTORINHIBITOREN NACH INKUBATION MIT HAMOLYSIN A

Isolierte Thrombozyten adhérieren an einer mit Fibrinogen beschichteten Wells-Platte. Hier ist im Vergleich das

Adhasionsverhalten nach Zugabe von SB290157 (C3aR-Antagonist) bzw. von PMX53 (C5aR-Antagonist)

dargestellt. Die Inkubation der Thrombozyten mit Hamolysin a (HEM) fihrt zu keinen signifikanten

Unterschieden im Adhasionsverhalten der verschiedenen Gruppen mit SB290157 bzw. PMX53 im Vergleich zur

Gruppe ohne Inhibitor.

(Daten: Einzelwerte mit Boxplots, n = 4; % p < 0.05; ns p > 0.05)

4.3.2. Rolle von C3a-/C5a-Rezeptorantagonisten bei der

Thrombozytenadhdsion unter Lipoteichonsdure-Exposition

Der oben gezeigte Versuch (4.3.1) wurde nun analog mit Lipoteichonsaure durchgefiihrt.
Zundachst wurde geprift, ob die Inkubation der Thrombozyten mit Hamolysin innerhalb der
Kontrollgruppe zu signifikanten Unterschieden in der Adhdsionsreaktion fiihrte. Hierzu wurde
— analog zu den vorangegangenen Analysen — ein Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem
Dunn’s-Post-hoc-Test durchgefiihrt. Dabei zeigte sich ein signifikanter Unterschied nach
Inkubation mit Lipoteichonsdaure und der ADP-stimulierten Positivkontrolle.

Es wurde die Adhdsionsreaktion von Thrombozyten nach Behandlung mit dem C3a- bzw. C5a-
Rezeptorantagonisten unter denselben statistischen Voraussetzungen analysiert. Hierbei
ergaben sich ebenfalls signifikante Unterschiede in der Adhdsionreaktion nach Zugabe von
Lipoteichonsdure und der ADP-stimulierten Positivkontrolle.

AnschlieBend wurden jeweils paarweise Vergleiche zwischen unbehandelten und mit dem
C3a- bzw. C5a-Rezeptorantagonisten (SB290157 bzw. PMX53) behandelten Thrombozyten
durchgefiihrt. Hierzu wurden die entsprechenden Gruppen (PBS vs. PBS + SB290157, LTA vs.
LTA +SB290157 sowie ADP vs. ADP + SB290157 und PBS vs. PBS + PMX53, LTA vs. LTA + PMX53
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sowie ADP vs. ADP + PMX53) mittels Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede
untersucht. Wieder zeigte sich in der C3aR-Antagonist-Gruppe eine signifikant hohere
Adhasion nach Zugabe von ADP im Vergleich zur Gruppe ohne Inhibitor. Ansonsten waren
keine signifikanten Unterschiede zu sehen, auch nicht nach Inkubation der Thrombozyten der

verschiedenen Gruppen mit Lipoteichonsdure (Abbildung 18).
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ABBILDUNG 18: VERGLEICH DER THROMBOZYTENADHASION IM ZUSAMMENHANG MIT
KOMPLEMENTREZEPTORINHIBITOREN NACH INKUBATION MIT LIPOTEICHONSAURE

Isolierte Thrombozyten adhérieren an einer mit Fibrinogen beschichteten Wells-Platte. Hier ist im Vergleich das
Adhasionsverhalten nach Zugabe von SB290157 (C3aR-Antagonist) bzw. von PMX53 (C5aR-Antagonist)
dargestellt. Die Inkubation der Thrombozyten mit Lipoteichonsdure (LTA) fiihrt zu keinen signifikanten
Unterschieden im Adhasionsverhalten der verschiedenen Gruppen mit SB290157 bzw. PMX53 im Vergleich zur
Gruppe ohne Inhibitor.

(Daten: Einzelwerte mit Boxplots, n = 4; % p < 0.05; ns p > 0.05)

4.3.3. Einfluss von Compstatin auf die Hamolysin-a-induzierte

Thrombozytenaktivierung
Compstatin ist ein Inhibitor des Komplementfaktors C3. Verglichen wurde eine Gruppe mit
Compstatin-behandelten Thrombozyten mit einer Gruppe ohne Inhibitor (Kontrollgruppe mit
PBS). Es wurde das Adhasionsverhalten nach Inkubation mit Himolysin a verglichen. Zunachst
wurde geprift, ob die Inkubation der Thrombozyten mit Hdmolysin innerhalb der
Kontrollgruppe zu signifikanten Unterschieden in der Adhdsionsreaktion fiihrte. Hierzu wurde
— analog zu den vorangegangenen Analysen — ein Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem
Dunn’s-Post-hoc-Test durchgefiihrt. Dabei zeigte sich lediglich ein signifikanter Unterschied
zwischen der PBS-Kontrolle und der ADP-stimulierten Positivkontrolle, wahrend zwischen den

Ubrigen Bedingungen keine signifikanten Unterschiede festgestellt wurden.
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In einem zweiten Schritt wurde die Adhéasionsreaktion von Thrombozyten nach Behandlung
mit Compstatin unter denselben statistischen Voraussetzungen analysiert. Hierbei ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen.

AnschlieBend wurden jeweils paarweise Vergleiche zwischen unbehandelten und mit
Compstatin behandelten Thrombozyten durchgefiihrt. Hierzu wurden die entsprechenden
Gruppen (PBS vs. PBS + Compstatin, HEM vs. HEM + Compstatin sowie ADP vs. ADP +
Compstatin) mittels Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede untersucht. In
keinem dieser Vergleiche konnten signifikante Unterschiede zwischen Thrombozyten mit und

ohne Compstatin nachgewiesen werden (Abbildung 19).
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ABBILDUNG 19: VERGLEICH DER THROMBOZYTENADHASION IM ZUSAMMENHANG MIT COMPSTATIN NACH
INKUBATION MIT HAMOLYSIN A

Isolierte Thrombozyten adhérieren an einer mit Fibrinogen beschichteten Wells-Platte. Hier ist im Vergleich das

Adhasionsverhalten nach Zugabe von Compstatin (C3-Inhibitor) dargestellt. Die Inkubation der Thrombozyten

mit Hamolysin a (HEM) flihrt zu keiner signifikanten Veranderung des Adhasionsverhaltens in der Compstatin-

Gruppe im Vergleich zur Gruppe ohne Inhibitor.

(Daten: Einzelwerte mit Boxplots, n = 4; % p < 0.05; ns p > 0.05)

4.3.4. Einfluss von Compstatin auf die Lipoteichonsdure-induzierte

Thrombozytenaktivierung
Der gleiche Versuch wie oben mit Hdmolysin a beschrieben wurde nun mit Lipoteichonsaure
durchgefliihrt. Zunachst wurde untersucht, ob die Zugabe von Hamolysin innerhalb der
Kontrollgruppe zu signifikanten Unterschieden in der Adhdsionsreaktion fiihrte. Hierzu wurde

— analog zu den vorherigen Untersuchungen — ein Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem
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Dunn’s-Post-hoc-Test durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine signifikante Adhasionreduktion
nach Zugabe von LTA im Vergleich zu der ADP-stimulierten Positivkontrolle.

Im nachsten Analyseschritt wurde die Adhdsionsreaktion von Thrombozyten nach Behandlung
mit Compstatin unter denselben statistischen Voraussetzungen untersucht. Auch hier ergab
der Kruskal-Wallis-Test mit anschlieRendem Dunn’s-Test einen signifikanten Unterschied nach
Zugabe von LTA im Vergleich zu der ADP-stimulierten Positivkontrolle. AnschlieRend wurden
paarweise Vergleiche zwischen unbehandelten und mit Compstatin behandelten
Thrombozyten innerhalb identischer Stimulationsbedingungen durchgefiihrt. Hierzu wurden
die Gruppen PBS vs. PBS + Compstatin, LTA vs. LTA + Compstatin sowie ADP vs. ADP +
Compstatin mittels Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede gepruft. In keinem
der Vergleiche konnten signifikante Unterschiede zwischen Thrombozyten mit und ohne

Compstatin festgestellt werden (Abbildung 20).
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ABBILDUNG 20: VERGLEICH DER THROMBOZYTENADHASION IM ZUSAMMENHANG MIT COMPSTATIN NACH
INKUBATION MIT LIPOTEICHONSAURE

Isolierte Thrombozyten adhérieren an einer mit Fibrinogen beschichteten Wells-Platte. Hier ist im Vergleich das

Adhasionsverhalten nach Zugabe von Compstatin (C3-Inhibitor) dargestellt. Die Inkubation der Thrombozyten

mit Lipoteichonsdure (LTA) fuhrt zu keiner signifikanten Veranderung des Adhasionsverhaltens in der

Compstatin-Gruppe im Vergleich zur Gruppe ohne Inhibitor.

(Daten: Einzelwerte mit Boxplots, n = 4; % p < 0.05; ns p > 0.05)

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Komplementrezeptoren fir C3a und C5a auf
Thrombozyten und der Komplementfaktor C3 vermutlich keine grofe Rolle in der
Thrombozytenadhdsion im Zusammenhang mit bakteriellen Bestandteilen von

Staphylococcus aureus spielen.
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4.4. Versuche mit murinen Thrombozyten

4.4.1. Adhasionsverhalten muriner Thrombozyten nach Inkubation mit

Hamolysin a
Murine Thrombozyten adharieren, wie auch humane Thrombozyten, auf einer mit Fibrinogen
beschichteten Platte. Es wurden Thrombozyten von Wildtyp-Tieren und von C5aR17--Tieren
isoliert und die Resultate verglichen. Der Versuchsaufbau ist schematisch in Abbildung 21
gezeigt. Die Versuche wurden auf die gleiche Weise wie die Versuchsreihe 4.5 ausgewertet.
Zundachst wurde untersucht, ob die Zugabe von Hamolysin a innerhalb der Wildtyp-Gruppe zu
signifikanten Unterschieden in der Adhdasionsreaktion fiihrte. Hierzu wurde — analog zu den
vorherigen Untersuchungen — ein Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem Dunn’s-Post-hoc-
Test durchgefiihrt. Dabei zeigten sich keine signifikanten Adhdsionsunterschiede.
Im nachsten Analyseschritt wurde die Adhasionsreaktion von Thrombozyten bei den C5aR17
-Tieren unter denselben statistischen Voraussetzungen untersucht. Auch hier ergab der
Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem Dunn’s-Test keinen signifikanten Unterschied nach
Zugabe von Hamolysin a. AnschlieRend wurden paarweise Vergleiche zwischen Wildtyp- und
C5aR17-Thrombozyten innerhalb identischer Stimulationsbedingungen durchgefiihrt.
Beim Vergleich der Thrombozytenreaktion der Wildtyp- und C5aR17"-Tiere fiel insgesamt eine
signifikant geringere Adhasionsreaktion bei C5aR17-Thrombozyten auf. Bei der isolierten
Untersuchung der C5aR17"-Tiere fiel auf, dass die Adh&sionsreaktion vor und nach Zugabe von
Hamolysin a ahnlich ausgepragt war und durch die Zugabe von Hamolysin a nicht signifikant

verringert werden konnte (siehe Abbildung 22).
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ABBILDUNG 21: SCHEMATISCHER VERSUCHSAUFBAU ZUR WIRKUNG VON HAMOLYSIN A AUF DAS
ADHASIONSVERHALTEN VON WILDTYP- UND C5AR1/-THROMBOZYTEN

Die Abbildung veranschaulicht den vereinfachten Versuchsaufbau. Es wurden Wells-Platten mit Fibrinogen
beschichtet. Am Folgetag wurden Thrombozyten von Wildtyp- und C5aR17-Tieren isoliert und mit Himolysin o
inkubiert. Die Probelésungen wurden auf die Wells-Platte aufgetragen und es wurde P-Nitrophenylphosphat
appliziert. Nach Beendigung der Reaktion konnte die Messung von adharierten Thrombozyten erfolgen.
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ABBILDUNG 22: VERGLEICH DER THROMBOZYTENADHASION MURINER WILDTYP- UND C5AR17-
THROMBOZYTEN AUF FIBRINOGEN NACH INKUBATION MIT HAMOLYSIN A

Murine isolierte Thrombozyten adhdrieren an einer mit Fibrinogen beschichteten Wells-Platte. Insgesamt zeigt

sich eine signifikant geringere Adhésion der Thrombozyten der C5aR1”"-Tiere im Vergleich zu der Adhésion der

Thrombozyten der Wildtyp-Tiere. ADP dient als Positivkontrolle.

(Daten: Einzelwerte mit Boxplots, n = 4; % p < 0.05; ns p > 0.05)
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4.4.2. Adhdasionsverhalten muriner Thrombozyten nach Inkubation mit

Lipoteichonsaure
Es wurden erneut Thrombozyten von Wildtyp-Tieren und von C5aR17~-Tieren isoliert und das
Verhalten der Thrombozyten verglichen. ADP diente als Positivkontrolle, orientierend an den
oben genannten Versuchen (Abbildung 22).
Zunachst wurde untersucht, ob die Zugabe von Lipoteichonsdure innerhalb der Wildtyp-
Gruppe zu signifikanten Unterschieden in der Adhasionsreaktion fiihrte. Hierzu wurde —
analog zu den vorherigen Untersuchungen — ein Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem
Dunn’s-Post-hoc-Test durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine signifikante Adhdsionsreduktion
nach Zugabe von Lipoteichonsdure im Vergleich zur Positivkontrolle mit ADP.
Im nachsten Analyseschritt wurde die Adhasionsreaktion von Thrombozyten bei den C5aR17
-Tieren unter denselben statistischen Voraussetzungen untersucht. Auch hier ergab der
Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem Dunn’s-Test eine signifikante Reduktion nach Zugabe
von Lipoteichonsdure. AnschlieRend wurden paarweise Vergleiche zwischen Wildtyp- und
C5aR17-Thrombozyten innerhalb identischer Stimulationsbedingungen durchgefiihrt.
Beim Vergleich der Thrombozyten von Wildtyp- und C5aR17--Tieren zeigte sich insgesamt ein
dhnlicher Trend. Beim direkten Vergleich der Wildtyp- und C5aR17-Thrombozyten nach

Inkubation mit Lipoteichonsdure bestétigte sich kein signifikanter Unterschied (Abbildung 23).
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ABBILDUNG 23: VERGLEICH DER THROMBOZYTENADHASION MURINER WILDTYP- UND C5AR17-
THROMBOZYTEN AUF FIBRINOGEN NACH INKUBATION MIT LIPOTEICHONSAURE

Murine isolierte Thrombozyten adharieren an einer mit Fibrinogen beschichteten Wells-Platte. Die Inkubation

der Thrombozyten mit Lipoteichonsaure (LTA) fihrt zu signifikanten Veranderungen des Adhdsionsverhaltens

der Thrombozyten. Beim Vergleich des Adhésiosnverhaltens der Wildtyp- und C5aR17-Thrombozyten zeigen sich

keine signifikanten Unterschiede. ADP dient als Positivkontrolle.

(Daten: Einzelwerte mit Boxplots, n = 4; % p < 0.05; ns p > 0.05)
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Insgesamt wurde auch nach mehrmaliger Wiederholung der Versuche ein viel geringeres
Absorptionsverhalten der murinen Thrombozyten im Vergleich zu humanen Thrombozyten

beobachtet. Die Ergebnisse konnten dennoch ausgewertet und ins Verhaltnis gesetzt werden.

4.5. Mikroskopische Kontrolle

Um sicherzustellen, dass die Thrombozyten an die Oberflache der Wells-Platten adharierten,
fihrten wir nach jedem Versuch eine stichprobenartige mikroskopische Kontrolle durch. Die
Ergebnisse zeigten, dass die Thrombozyten, trotz des Waschschritts, an der Oberflache
hafteten. Interessanterweise adharierten die Thrombozyten dabei eher als Einzelzellen und

nicht als Zellaggregate.
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5. Diskussion

Schon seit vielen Jahren ist bekannt, dass unterschiedlichste Bakterien mit Thrombozyten
interagieren konnen. Solche Vorgange kdnnen wesentlich zur Entstehung von Infektionen und
nachfolgend zu kardiovaskularen Komplikationen beitragen (Fitzgerald, Foster & Cox 2006).
Durch Kontakt mit Bakterien werden Thrombozyten aktiviert, senden Botenstoffe aus, kdnnen
aggregieren und Thromben bilden oder an Flachen bzw. Gewebe adharieren. Dies geschieht
unter anderem durch Rezeptoren auf der Thrombozytenoberflache, an die Bakterien oder
deren Pathogenitatsfaktoren binden kénnen. Um sich dem Verstandnis von Interaktionen
zwischen Staphylokokkus aureus und Thrombozyten ein kleines Stiick anzundahern, wurden fir
diese Arbeit zwei fir das Adhdsionsverhalten von Thrombozyten relevant erscheinende
Pathogenitatsfaktoren ausgewahlt. Wir wollten herausfinden, ob Hamolysin o und
Lipoteichonsdure von Staphylokokkus aureus die Adhdsionsreaktion von Thrombozyten auf
extrazelluldrer Matrix verandern und ob dies die Theorie der Entstehung von

Herzklappenvegetationen untermauert.

Nach Durchfiihrung einer Versuchsreihe mit beiden Pathogenitatsfaktoren lassen sich die im
Folgenden aufgefiihrten Aussagen treffen: Die beiden Pathogenitatsfaktoren Hamolysin o und
Lipoteichonsdure verdandern in unterschiedlichem, konzentrationsabhangigem MaRe das
Adhdsionsverhalten von Thrombozyten auf extrazelluldren Bestandteilen. Entgegen der
Erwartung, die Adhdsion koénne durch Inkubation der Thrombozyten mit
Pathogenitatsfaktoren erhéht werden, konnte in dieser Arbeit eine verringerte Adhdsion mit
steigender Konzentration von Hamolysin o und Lipoteichonsaure beobachtet werden. Da bei
Zugabe von Staph. aureus eine verstarkte Thrombozytenaggregation beobachtet wurde, lag
die Vermutung nahe, dass auch die Adhdsionsreaktion verstarkt werden kénnte (Bayer et al.
1995; Kerrigan et al. 2008). Beide Faktoren des Bakteriums haben jedoch, zumindest in der
vorliegenden Versuchskonstellation, einen &dhnlichen, adhasionsmindernden Einfluss auf
Thrombozyten. Um zu belegen, dass der festgestellte Effekt zwischen den Virulenzfaktoren
und Thrombozyten, anstatt zwischen den Virulenzfaktoren und Fibrinogen auftritt, wurde ein
Experiment durchgeflihrt, bei dem die Virulenzfaktoren zundachst mit Fibrinogen inkubiert
wurden, bevor Thrombozyten hinzugefiigt wurden. Es zeigte sich leidglich bei hoheren

Konzentrationen von Lipoteichonsdure eine signifikante Adhdsionsreduktion im Vergleich zur
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Gruppe ohne Pathogenitatsfaktoren. Nach Zugabe von Hamolysin o zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede. Es ist davon auszugehen, dass die nach Inkubation mit
Lipoteichonsdure beobachtete Reduktion der Adhdsion eher auf Effekte zurlickzufiihren ist,
die mit denen der vorangegangenen Versuche vergleichbar sind, als auf eine direkte
Interaktion zwischen dem Pathogenitdtsfaktor und Fibrinogen. Der Vergleich dreier
Bestandteile der extrazellularen Matrix (Fibrinogen, Fibronectin und Kollagen) konnte zeigen,
dass Unterschiede im Adhdsionsverhalten zwischen diesen Bestandteilen bestehen. So
adhdrieren Thrombozyten generell besser auf Fibrinogen und auf Fibronectin als auf Kollagen.
Fiir unsere Fragestellung war jedoch Folgendes relevant: Es zeigte sich der gleiche, oben
bereits erwdhnte Trend, dass bei hoherer Konzentration der Pathogenitatsfaktoren weniger
Adhasionsverhalten zu erwarten ist. Darliber hinaus wurde untersucht, ob bestimmte
Elemente des Komplementsystems das Adhdsionsverhalten im vorhandenen Versuchsaufbau
beeinflussen. Es wurden dazu ein C3-Inhibitor (Compstatin), ein C3a- und ein C5a-Rezeptor-
Inhibitor (SB290157 bzw. PMX53) verwendet. Durch den Vergleich der Effekte von Compstatin
(C3-Inhibitor) mit den C3a- und C5a-Rezeptor-Inhibitoren konnten wir unterschiedliche
Aspekte der Komplementkaskade untersuchen und herausfinden, ob ein Schritt der
Komplementaktivierung entscheidend fiir die beobachteten Effekte ist. Es ware mdglich, dass
Effekte der Pathogenitatsfaktoren durch die opsonisierende Wirkung von C3 oder durch die
Freisetzung von Anaphylatoxinen (C3a, C5a) vermittelt werden. Allerdings hatten weder
Compstatin noch die C3a- und C5a-Rezeptor-Inhibitoren hatten einen signifikanten Einfluss
auf die Adhasionsreduktion nach Zugabe der Pathogenitatsfaktoren im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Um diesen Versuch zu erweitern, wurde mit murinen Thrombozyten von
C5aR17-Mausen gearbeitet und die Ergebnisse mit denen von Wildtyp-Mausen verglichen.
Bei Zugabe von Hamolysin o ergaben sich weder bei den Wildtyp-, noch bei den C5aR17-
Tieren eine signifikante Adhdsionsreduktion. Bei Zugabe von Lipoteichonsdure war die
Adhasionsreduktion in Relation zu den C5aR1/-Tieren nicht signifikant anders. Es ergaben sich

somit bei humanen und murinen Thrombozyten dhnliche Ergebnisse.

Vor Beginn der eigentlichen Versuchsreihe sollte eine komplette Zytotoxizitdit der
Pathogenitatsfaktoren ausgeschlossen werden. Dazu wurde jeweils mit Hamolysin a und
Lipoteichonsiure ein Assay mit Calcein AM® zur Messung der Zytotoxizitit auf Thrombozyten
durchgefiihrt. Wir wollten dabei erfahren, ob prinzipiell nach Zugabe der

Pathogenitatsfaktoren noch vitale Plattchen vorhanden sind. Dieses Verfahren basierte auf
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einer Methode von Gillissen et al., die eine Modglichkeit gefunden hatten, mittels
Durchflusszytometrie einzelne vitale, auch adharierende Zellen anzufarben und nachzuweisen
(Gillissen et al. 2016). In der Vergangenheit hatten bereits weitere Forschungsgruppen Calcein
verwendet, um vitale Zellen nachzuweisen (Neri et al. 2001; Galluzzi et al. 2009). Die Methodik
schien von Vorteil, da sie recht unkompliziert und sensitiv war. Durch die Messung der
enzymatischen Umsetzung von Calcein durch intrazelluldre Esterasen, somit also der direkten
Messung vitaler Zellen, konnten unspezifische Signale, die bei nekrotischen oder

apoptotischen Vorgangen entstehen kdnnen, vermieden werden (Gillissen et al. 2016).

Hauptsachlich bediente sich die vorliegende Arbeit aber einer anderen, recht gut umsetzbaren
und gleichzeitig auch gut reproduzierbaren Methodik. Die Voraussetzung fir die
durchgefliihrten Methoden war die Isolation der humanen und murinen Thrombozyten. Diese
folgte einem etablierten Protokoll, das in der Arbeitsgruppe haufig genutzt wird (Nording et
al. 2021). Die isolierten Zellen wurden dann nach einem von Bellavite et al. entwickelten
Versuchsaufbau weiterverwendet. Diese Arbeitsgruppe hatte bereits in den 1990er-Jahren ein
vielversprechendes und sensitives Adhdsionsassay entwickelt, mit dem die Adhdsionsreaktion
von Thrombozyten auf einer mit extrazelluldren Bestandteilen beschichteten Wells-Platte
untersucht wurde. Die Messwerte beruhen auf der Aktivitat der zelluldren, unter anderem in
Thrombozyten enthaltenen, sauren Phosphatase. Dieses Enzym wird unabhdngig vom
Aktivierungszustand der Zelle freigesetzt. Wir orientierten uns an dem bereits entwickelten
Versuchsprotokoll und maflen das Ausmal} der Thrombozytenadhdsion mittels Microplate
Reader bei 405 nm. Wir konnten ebenfalls, zumindest beim Grofteil der Versuche, feststellen,
dass die Adhasionsreaktion von Thrombozyten auf der mit Plasmabestandteilen
beschichteten Oberflache bei Zugabe von ADP als Aktivator von Thrombozyten starker war. In
den durchgefiihrten Versuchen wurde ADP als Positivkontrolle verwendet. Allerdings konnte
festgestellt werden, dass der Unterschied zur Losung ohne ADP (nur PBS) nicht allzu gro war.
Daher kdénnte man hinterfragen, ob die Zugabe von ADP Uberhaupt von Noéten ist. Auch
Bellavite et al. kamen zu dhnlichen Resultaten. Vermutlich hatte allerdings mehr ADP auch zu
mehr Adhasion geflihrt, was aber bei diesem Versuchsaufbau nicht ausschlaggebend fir die
Resultate mit den Pathogenitatsfaktoren war. Zieht man weitere, Thrombozyten-aktivierende
Substanzen in Erwdgung, stollt man in der Literatur oft auf Thrombin. ADP regt allerdings im

Vergleich zu Thrombin eher die Adhasions- als die Aggregationsreaktion an, was gewiinscht
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war. Bellavite et. al konnten mikroskopisch eine reine Adhdsionsreaktion nachweisen,

weshalb die Entscheidung in der vorliegenden Arbeit auf ADP fiel (Bellavite et al. 1994).

Insgesamt ist diese Methode vielseitig und relativ sensitiv. Im Vergleich zu anderen denkbaren
Messmethoden fir Plattchen ergaben sich einige Vorteile. Es wurden eher wenig
Thrombozyten pro Versuchsreihe benétigt (1 x 106 Thrombozyten pro Well). Das bedeutete
auch weniger Bedarf an biologischem Material, was von Vorteil war. Aullerdem war der
Zeitaufwand im Vergleich zur reinen mikroskopischen Analyse recht gering. Die
mikroskopische Messung hatte jedoch den Vorteil einer differenzierteren Darstellung der
Zellen. Darliber hinaus gibt es in der Literatur beschriebene Messmethoden fir Thrombozyten
mittels radioaktiver Markierung, was nattrlich immer ein Risiko der Strahlungsbelastung fiir
das Personal bedeutet und besondere Ausstattung eines Labors erfordert (Lahav, Schwartz &

Hynes 1982; Resmi, Varghese & Krishnan 2004).

Eine Herausforderung besteht beim Arbeiten mit Thrombozyten darin, dass Adhdsion und
Aggregation von Thrombozyten sehr dhnliche Vorgdange sind, die nicht ohne Weiteres
voneinander zu trennen sind. Im beschriebenen Versuchsaufbau wurde jedoch durch
verschiedene Aspekte versucht, eine Thrombozytenaggregation durch sehr vorsichtiges
Arbeiten wadhrend des Inkubationsvorgangs und vorsichtiges Waschen der Wells-Platten
moglichst zu verhindern. Auch die Konzentration der Thrombozyten wurde im Verhaltnis zur
physiologischen Konzentration im Blut geringer gewahlt, was zu weniger Aggregation der
Zellen untereinander fihrt. Dennoch ist der vollstandige Ausschluss der
Thrombozytenaggregation bei solch einem Versuch kaum moglich. Die stichprobenartige
mikroskopische Analyse zeigte jedoch, ebenso wie bei Bellavite et al., dass die Thrombozyten
groBtenteils nicht als Aggregate, sondern als einzelne Zellen auf der Oberflache adharierten.
Ein Nachteil der Methode besteht darin, dass in vitro unter statischen Bedingungen getestet
wurde (Bellavite et al. 1994). Die vorliegenden Ergebnisse beziehen sich auf die Verhaltnisse
in vitro und lassen naturlich nur bedingt die gleichen Schlussfolgerungen in vivo zu. Sicherlich
ware der Versuchsaufbau unter dynamischen Bedingungen auch sehr interessant. Dennoch
schien die Methode fiir diese Arbeit passend und lieferte interessante Ergebnisse. Die
vorhandene StichprobengréRe war ausreichend, um signifikante Ergebnisse zu zeigen. Zudem
konnte der Versuchsaufbau mit murinem Blut ebenso wie mit humanem durchgefiihrt

werden. Allerdings waren die messbaren Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen bei
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murinem Blut geringer. Es stellt sich daher die Frage, ob die Methode fir weitere
Versuchsreihen mit murinem Blut bei zuklnftigen Versuchen perfektioniert werden misste.
Zudem ist es selbstverstandlich nicht von der Hand zu weisen, dass mehr Probanden oder
mehr Versuchstiere moglicherweise bei manchen Versuchen klarere Tendenzen gezeigt
hatten. Positiv hervorzuheben ist schlieRRlich, dass sich der nun etablierte Versuchsaufbau fiir
eine unkomplizierte Erweiterung der Untersuchungen anbieten wiirde und daher weitere

Moglichkeiten eroffnet.

In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass unter Zugabe und Inkubation von
Thrombozyten mit Staphylokokkus aureus eine verstarkte Thrombozytenaktivierung
stattfinden kann. Eine Verallgemeinerung dieser Aussage ist jedoch nicht ohne Weiteres
moglich, denn einige Pathogenitatsfaktoren, wie etwa Enterotoxin B von Staphylokokkus
aureus, scheinen die Aggregation zu verringern (Tran et al. 2006). Da, wie bereits im
Einleitungsteil beschrieben, Thrombozytenaktivierung und -adhdsion eng verknipfte
physiologische Vorgdnge im Aktivierungsprozess darstellen, liegt die Vermutung nahe, dass
auch die Adhdsionsreaktion verstarkt werden kdnnte. Andererseits sprachen Fitzgerald et al.
von zwei differenziert zu betrachtenden Vorgangen. Es ist denkbar, dass eine
Thrombozytenaggregation verstarkt wird, wahrend die Adhdsion verringert wird. Es gibt
moglicherweise einen ,aktivierenden” und ,adhasiven Phanotypen®, den Bakterien haben
und der zur Entwicklung von Infektionen beitrdagt (Fitzgerald et al. 2006). Es gibt
wahrscheinlich bakterielle Proteine, die nur zu Adhdsion beitragen. Manche scheinen aber

auch Adhéasion und Aggregation voranzutreiben (Cox et al. 2011).

Divyakolu et al. untersuchten im Jahr 2019 Hamolysin a sehr detailliert und lieferten wertvolle
Grundlagen fir diese Arbeit. Sie arbeiteten wie wir mit sublytischen Konzentrationen. Die
Interaktion des Toxins mit Zellen ist konzentrationsabhdngig und Interaktionen mit
Rezeptoren sind eher bei geringeren Konzentrationen zu beobachten. Eine Zelllyse scheint bei
einer Konzentration von Hamolysin a > 33 ng/ul stattzufinden. Das entspricht 330 U/ml
Losung. Wir verwendeten minimal 1 U/ml bzw. maximal 20 U/ml, was weit unter der von
Divyakolu et al. angegebenen Konzentrationsgrenze liegt (Divyakolu et al. 2019). Es ist
anzunehmen, dass eine Zelllyse umgangen wurde. AuBerdem konnte bei Erythrozyten
beobachtet werden, dass bei geringeren Konzentrationen eine spezifischere Reaktion

stattfindet als bei hoheren Konzentrationen (Hildebrand et al. 1991). Es ware denkbar, dass
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dies bei Thrombozyten dhnlich ist. Allerdings ist anzumerken, dass unterschiedliche Zellen
auch unterschiedlich auf das Toxin reagieren und daher Erkenntnisse mit anderen Zelltypen
nicht direkt auf Thrombozyten Ubertragbar sind (Divyakolu et al. 2019). Es konnte eine
verringerte Adhdsion der Thrombozyten auf Bestandteilen der extrazellularen Matrix in
nahezu allen durchgefiihrten Versuchen mit Hamolysin a festgestellt werden. Leeten et al.
untersuchten ebenfalls das Adhdsions- und Aggregationsverhalten von Thrombozyten und
zeigten bei ,sublytischen Konzentrationen” eine verringerte Adhasionsreaktion. Hinzuzufiigen
ist dem jedoch, dass , lytische Konzentrationen” des Toxins eher das Gegenteil bewirken
(Bhakdi et al. 1988; Powers et al. 2012; Surewaard et al. 2018). Die verringerte
Adhasionsreaktion flhrten sie auf die Spaltung des GP-VI-Rezeptors durch die Bindung des
Toxins an ADAM10 auf Thrombozyten zuriick (Leeten et al. 2021). Glykoprotein-VI prasentiert
sich auf der Thrombozytenoberflache als Dimer aus einem Fc-Rezeptor und dem eigentlichen
Glykoprotein und bindet Kollagen. Es scheint bei der Thrombenbildung beteiligt zu sein (Moroi
& Jung 2004). Auch Jahn et al. stellten eine verringerte Thrombenbildung bei Zugabe des
Toxins fest und sprachen von ,instabilen” Thromben (Jahn et al. 2022). Surewaard et. al
konnten andererseits eine verstarkte Thrombenbildung in Blutgefdllen in Zusammenhang
nach intravendser Verabreichung von Hamolysin o in sublytischen Konzentrationen in Mdusen
zeigen. Sie fihrten die Entstehung von Organschaden mitunter auf die Ablagerung dieser
Thromben in kleinsten BlutgefaBen zuriick. Interessanterweise zeigten sie in ihrer Arbeit eine
verstarkte Adhasion dieser Thromben in Leber und Niere, nicht aber in MikrogefaBen der Haut
oder der Lunge. Dies ist ein Hinweis auf eine sehr heterogene Wirkung des Toxins auf die
Thrombozytenadhdsion und widerspricht somit nicht den Daten dieser Arbeit (Surewaard et
al. 2018). Schubert et al. zeigten verdanderte Plattcheneigenschaften durch Hamolysin o und
vermuteten einen Zusammenhang zur Entwicklung einer Endokarditis. Bei adharierten
Thrombozyten auf Bestandteilen extrazellularer Matrix stellten sie einen Erhalt der
Adhasionsfunktion auf extrazellularer Matrix bei Zugabe von Hamolysin o fest. Sie fanden
interessanterweise heraus, dass die Wirkung des Toxins auf adharierte Thrombozyten eine
andere sein konnte als auf zirkulierende Thrombozyten und zeigten verdanderte
morphologische Eigenschaften der adharierenden Plattchen. Die unveranderte Adhdsion geht
nicht einher mit den Erkenntnissen dieser Arbeit. Dies konnte mitunter darin begriindet sein,

dass Schubert et al. die Thrombozyten und Hamolysin a zeitgleich zum Fibrinogen gaben, wir
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jedoch die Thrombozyten vorher mit dem Toxin inkubierten und dieses schon im Voraus mit

den Thrombozyten interagieren konnte (Schubert et al. 2011).

Es gibt zahlreiche Staphylokokkus-aureus-Bakterienstamme. Wir verwendeten Hamolysin a
des Stammes NCTC 8325, einen Wildtyp-Stamm. Bayer et al. verwendeten diesen unter
anderen auch. Sie konnten unterschiedliche Auswirkungen auf die Entwicklung der
Herzklappenvegetationen in der infektiosen Endokarditis bei der Verwendung von Hamolysin
o, unterschiedlicher Stamme feststellen. So zeigten sie etwa, dass Hamolysin o einiger
Stamme, wie auch des Stammes NCTC 8325, trotz hoher Konzentrationen im Blut dennoch
weniger Infektionskraft aufwiesen, da durch die Lyse der Plattchen teilweise bakterizide
Proteine entstanden, die in vivo wiederum Staphylokokkus aureus bekampften. Leider ist in
dieser Hinsicht unser Modell begrenzt und es bleibt die Frage offen, ob sich Himolysin o
anderer Stamme, wie zum Beispiel eines Methicillin-resistenten Stammes, bezliglich der
Wirkung auf das Adhéasionsverhalten der Plattchen anders verhalten hatte (Bayer et al. 1997,

Enright et al. 2002).

Es konnte in dieser Arbeit bei Thrombozyten nach Inkubation mit Lipoteichonsdure lber
Stunden eine verringerte Adhdsion auf Bestandteilen der extrazelluldren Matrix festgestellt
werden. Sheu et al. untersuchten die Plattchenaggregation und konnten eine zeit- und
konzentrationsabhdngige Reduktion der Aggregation in Zusammenhang mit Lipoteichonsaure
feststellen. Die Adhdsion wurde nicht separat untersucht. Sie verwendeten jedoch eine
vergleichbare Konzentration der Sdure wie wir (zwischen 0,1 — 1 pg/ml). Betrachtet man
Konzentrationen der Lipoteichonsaure in vivo, findet man Konzentrationen bis zu 10 ug/ml
der Sdure. Das zeigt, dass wir uns in einem realistischen Bereich bewegten. Sheu et al. fanden
heraus, dass die Anwesenheit von Lipoteichonsdure einen Anstieg von cAMP intrazellular,
jedoch nicht von cGMP bewirkt. Ein Anstieg von cAMP fihrt zu einer verringerten
intrazelluldaren Calciumkonzentration und geringerer Proteinkinase-C-Aktivitat, was letztlich
zu einer gesteigerten Blutungsneigung fiihrt (Sheu et al. 2000; Travers et al. 2010). Dieser
Vorgang konnte (ber den PAF-Rezeptor (Plattchen-aktivierender-Faktor-Rezeptor)
stattfinden. Lemjabbar et al. zeigten in Epithelzellen der Lunge, dass dieser G-Protein—
gekoppelt ist (Lemjabbar & Basbaum 2002). Es ware denkbar, dass in Thrombozyten dhnliche
Vorgange ablaufen. Ob diese Erkenntnisse mit unserer gezeigten Adhdsionsreaktion

vereinbar sind und eventuell dhnliche Vorgange stattfinden, bleibt unklar. Eine gehemmte
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Aktivierung von Thrombozyten durch Lipoteichonsdaure konnte auch in anderen
Arbeitsgruppen gezeigt werden. Waller et al. zeigten eine Aggregationsreduktion und fihrten
dies wiederum auf den PAF-Rezeptor auf Thrombozyten zurilick. Auch sie zeigten einen cAMP-
Anstieg. Sie zeigten daruber hinaus, dass fiir eine vollstandige Inhibition der Aggregation D-
Alanin notwendig ist (Waller et al. 2013). Auch Rajagopal et al. zeigten eine fiir die vollstandige
Entfaltung der Toxizitdat notwendige Modifikation der Lipoteichonsdure durch D-Alanin. Sie
schlugen eine Unterbindung der Reaktionskaskade als mdglichen Therapieansatz vor
(Rajagopal & Walker 2015). Auch Wu et al. zeigten eine dosisabhadngige Aggregationreduktion
stimulierter Plattchen durch Lipoteichonsdure und schlussfolgerten daraus, dass
Lipoteichonsdure zur Immunevasion von Staphaphylokokkus aureus beitragt (Wu et al. 2011).
Alles in allem sind unsere Erkenntnisse zum Einfluss von Lipoteichonsdaure auf die
Plattchenadhdsion bisher recht neu. Untermauern lassen sich doch die Ergebnisse damit, dass
viele Versuchsgruppen zumindest eine verringerte Aggregationsreaktion zeigen konnten und
die Vorgange letztlich doch eng zusammenhangen kénnten. Die denkbare Mdoglichkeit, dass
die Pathogenitatsfaktoren direkt an Bestandteile der extrazellularen Matrix binden und so die
Bindungsstelle fir die Thrombozyten blockieren kdnnten, wurde ausgeschlossen. Diesen
Ansatz verfolgten Liesenborghs et al., die eine Studie zur Adhdsion von Staphylokokkus aureus
auf Herzklappen durchfihrten. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass Staphylokokkus aureus
bei Epithelschdaden auf Herzklappen ohne vorherige Inflammation direkt und unabhangig von
Thrombozyten Uber Adhdsine an Fibrin oder von-Willebrand-Faktor (vVWF) binden kann
(Liesenborghs et al. 2019). Es ist aufgrund der Erkenntnisse anzunehmen, dass dieser Prozess

unabhangig von den untersuchten Pathogenitatsfaktoren stattfindet.

In der Vergangenheit konnte ein Zusammenhang zwischen Plattchen und dem
Komplementsystem in der Reaktion auf bakterielle Infektionen hergestellt werden (Verschoor
et al. 2011). Nahid et al. fiihrten eine Untersuchung zur Bindung von Ficolin-a. an
Lipopolysaccharide von Bakterien durch. Dabei war auch Lipoteichonsdure von Staph. aureus.
Sie fanden heraus, dass Lipoteichonsaure unter anderem auch mit Ficolin-a reagiert (Nahid &
Sugii 2006). Dieses ist involviert bei immunologischen Vorgdngen des angeborenen
Immunsystems. Das bedeutet, dass es zur Aktivierung des Komplementsystems (iber den
Lektinweg beitragt (Endo, Matsushita & Fujita 2007). Zusammengefasst konnte
Lipoteichonsdaure nach diesen Erkenntnissen zur Komplementaktivierung beitragen. Wir

wollten wissen, ob Lipoteichonsdaure moglicherweise auch mit dem Komplementfaktor C3
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oder den Rezeptoren von C5a bzw. C3a interagiert. Der gravierende Unterschied zu unserer
Untersuchung im Vergleich zu Nahid et al. bestand darin, dass im in-vitro-Versuchsmodell
Mediatorstoffe, wie etwa Ficolin-a, nicht vorhanden waren. Wir waren in unserem
Versuchsaufbau darauf fokussiert zu untersuchen, ob die Inhibition der ausgewdhlten

Komplementrezeptoren oder -faktoren zu einer veranderten Thrombozytenadhdsion fiihrte.

Es besteht die Annahme, dass Plattchen Vorlaufer fir den Komplementfaktor C3 enthalten,
die in a-Granula gespeichert sind. Die Freisetzung konnte den klassischen Komplementweg in
Gang setzen (Maynard et al. 2007). C3 kann die Adhdsions- und Aggregationsreaktion
verandern (Rawish et al. 2021). Sauter et al. zeigten, dass das Inhibieren des
Komplementfaktors C3a eine Veranderung der Blutungszeit bewirkte (Sauter et al. 2018). Das
passt auch zu Erkenntnissen von Gushiken et al., die einen Zusammenhang zwischen Mangel
von C3 und einer resultierend verringerten Thrombozytenaktivierung zeigten (Gushiken et al.
2009). Es konnte gezeigt werden, dass bei Mdusen der C3-Serum-Spiegel nach Injektion von
Lipoteichonsdure anstieg (Jung et al. 2021). Wir wollten sehen, ob die Verhinderung einer
potenziellen Wirkung von C3 in unserem Versuchsaufbau eine Anderung im
Adhdsionsverhalten der Thrombozyten bewirkt. Es ware denkbar, dass Lipoteichonsaure oder
Hamolysin o in Konkurrenz mit dem Komplementfaktor C3 stehen kénnte und ebenfalls Giber
dessen Bindungsstellen am Thrombozyten binden kénnte. Darliber hinaus ware es denkbar,
dass der primdre Effekt von Lipoteichonsdure oder Hamolysin o auf die
Thrombozytenadhasion liber die opsonisierende Wirkung von C3 vermittelt wird. Aus diesem
Grund untersuchten wir unseren Versuch bei Zugabe des C3-Antagonisten Compstatin. Im
Versuchsaufbau mit Lipoteichonsdaure und Hamolysin a zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen mit und ohne Compstatin. Somit ist, zumindest in diesem

Versuchsaufbau, nicht von relevanten Effekten durch Compstatin auszugehen.

Es gibt Hinweise in der Literatur, dass Bakterien oder deren Bestandteile
Komplementrezeptoren nutzen, um an Wirtszellen zu binden (Lukacsi et al. 2020). Nording et
al. konnten die Expression des C5a-Rezeptors (genauer: C5a-Rezeptor 1) auf Thrombozyten
feststellen. Sie zeigten, dass kein Zusammenhang zwischen klassischen Plattchenfunktionen,
wie beispielsweise der Adhdsion, und der Bindung von C5a besteht (Nording et al. 2021).
Sauter et al. konnten im Gegensatz dazu zeigen, dass der Komplementrezeptor C3aR, der auch

auf Thrombozyten zu finden ist, eine Rolle in der Thrombenbildung und beim Anstieg der
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Plattchenadhésion spielt (Sauter et al. 2018). Wir wollten herausfinden, ob das gezielte
Ausschalten von Komplementrezeptoren eine Veranderung der Thrombozytenadhasion auf
Bestandteilen der extrazellularen Matrix in Gegenwart von Lipoteichonsdure oder Hamolysin
o bewirkt. In der Literatur ist bereits eine unterschiedliche Empfanglichkeit des Organismus
far Infektionen mit Staphylokokkus aureus je nach Expression des Komplementrezeptors
C5al1/2 beschrieben. Jedoch wurde hierbei nicht konkret auf Thrombozyten eingegangen
(Horst et al. 2015). Wir vertieften diese Ansatze durch Erweiterung der Experimente mit
Komplement-Rezeptor-Inhibitoren. Die Zugabe der C3a- und C5a-Rezeptor-Inhibitoren
(5B290157 bzw. PMX53) bewirkte keinen signifikanten Adhasionsunterschied im Vergleich zur
Gruppe ohne Inhibitor. Im Mausversuch mit Wildtyp- und C5aR1-/- -Mausen ergaben sich
teilweise dhnliche Ergebnisse. Beim Vergleich der Thrombozyten der Wildtyp- und C5aR17-
Tiere fiel auf, dass die Adhasionsreaktion vor und nach Zugabe von Hamolysin a dhnlich
ausgepragt war und durch die Zugabe von Hamolysin a weder bei Wildtyp- noch bei Knockout-
Mausen signifikant verringert wurde. Allerdings adharierten die Thrombozyten der Wildtyp-
Tiere signifikant weniger als die der C5aR17/--Tiere. Nach Zugabe von Lipoteichonséure fiel auf,
dass die Adhasionsreaktion in beiden Gruppen dhnlich ausgepragt war. Durch die Zugabe von
Lipoteichonsdure konnte die Adhasionsreaktion bei Wildtyp- und bei Knockout-Mausen
signifikant verringert werden. Zwischen den Gruppen zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. Dies stiitzt nicht die denkbare These, dass der C5al-Rezeptor eine
Bindungsstelle flr Lipoteichonsdure sein konnte. Daraus ldsst sich ableiten, dass der Rezeptor
C5aR eher nicht an der veranderten Thrombozytenadhdsion nach Zugabe von Hamolysin a
und Lipoteichonsdure beteiligt ist. Dennoch ist dies sicherlich ein interessanter Ansatz flr
weitere Forschung. Die C3a- und C5a-Rezeptoren kdnnten zwar an der Entziindungsreaktion
beteiligt sein, haben aber keinen direkten Einfluss auf die Thrombozytenadhdasion unter den
gegebenen Bedingungen. Andererseits ware es moglich, dass die Blockade der C3a- und C5a-
Rezeptoren zu kompensatorischen Mechanismen fiihren, die die Effekte von LTA und
Hamolysin o maskieren. Die Inhibitoren kdnnten neben ihren primaren Zielmolekiilen auch

andere zelluldre Prozesse beeinflussen.

Aus den Ergebnissen und Schlussfolgerungen dieser Arbeit ergeben sich weitere Fragen und
einige Kritikpunkte. Die Arbeit kann nicht erklaren, weshalb Bakterien-Thrombozyten-
Aggregate an Herzklappen binden und Vegetationen bilden (McNicol & Israels 2010; Jung et

al. 2015). Es ist jedoch wahrscheinlich, dass Lipoteichonsaure und Hamolysin o eher nicht fiir
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diesen Prozess verantwortlich sind. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse ist aber davon
auszugehen, dass die untersuchten Pathogenitdtsfaktoren dennoch die Eigenschaften der
Thrombozyten beeinflussen. Kritisch anzumerken ist dartber hinaus, dass die vorliegenden
Versuche alle in vitro durchgefiihrt wurden. Die Versuchsbedingungen entsprechen
selbstverstandlich nicht einem lebendigen Organismus, in dem der Blutfluss eine
entscheidende Rolle spielt. Besonders Herzklappen sind hohen Scherkraften und turbulenten
Stromungen ausgesetzt. Unter Scherkrdften interagieren einige Pathogenitatsfaktoren, wie
etwa SpA (Staphylokokkus-aureus-Protein A), starker mit Thrombozyten durch Verdanderung
der Rezeptorspezifitdt (Fitzgerald et al. 2006). Es ist moglich, dass Hamolysin o oder
Lipoteichonsdure einen anderen oder verstarkten Effekt unter Scherkraften zeigen wirde.
Auch mogliche Wechselwirkungen mit anderen Koérperzellen wurden aufgrund des
Versuchsaufbaus ausgeschlossen. Dariber hinaus ware es sicherlich wichtig und interessant,
die Rezeptoren, an die die Pathogenitatsfaktoren binden, genauer zu untersuchen, um
weitere Aussagen treffen zu konnen. Auch die Verwendung der isolierten
Pathogenitatsfaktoren wirft die Frage auf, ob kommerziell aufbereitete LTA oder Hamolysin a
die gleichen Funktionen wie deren natiirliche Form haben (Waller et al. 2013).

Von klinischer Relevanz sind die erzielten Daten, weil sie fundamentale Hinweise darauf
geben, dass Pathogenitatsfaktoren die Eigenschaften von Thrombozyten beeinflussen.
Infektionen mit Staphylokokkus aureus sind hdufig. Die Kenntnis Uber relevante
Mechanismen bei einer bakteriellen Besiedelung kann die Medikamentenforschung
vorantreiben. Leeten et al. verglichen beispielsweise den Einsatz von Aspirin oder Ticagrelor
in der infektiosen Endokarditis mit Staphylokokkus aureus und kamen zu dem Schluss, dass
eine Kombination mit antibiotischen Wirkstoffen in Zukunft durchaus denkbar wére (Leeten
et al. 2021). Surewaard et. al entwickelten die Idee einer Antikérper-vermittelten

Neutralisierung von Hamolysin a (Surewaard et al. 2018).

Bisher stellen Impfstoffe gegen Staphylokokkus aureus die Wissenschaft vor
Herausforderungen und sind bisher nur in klinischen Studien erprobt und nicht zugelassen. Es
gibt beispielsweise Ansdtze, eine Vakzin-assoziierte B-Zell-Produktion im Kdérper anzuregen,
woraufhin solche spezialisierten B-Zellen Antikdrper gegen Pathogenitdtsfaktoren, wie etwa
Hamolysin o, bilden (Clegg et al. 2021). Auch aus diesem Grund kann die Untersuchung von
Pathogenitatsfaktoren sicherlich einen relevanten Beitrag zur Arzneimittelentwicklung

beitragen. Unabhangig von bakteriellen Infektionen ist die Thrombozytenadhasion sicherlich
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ein relevanter Faktor bei der Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen. Die
Auseinandersetzung mit diversen dabei beteiligten Rezeptoren bietet groRBes Potential fur
neue Therapiemethoden neben den bekannteren Angriffspunkten bei der
Thrombozytenaggregation. Denn beispielsweise GP-Ilb-llla-Inhibitoren, wie Abciximab, sind

bereits auf dem Markt und vielversprechende Therapiemethoden (Xu et al. 2016).
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6. Zusammenfassung

Bakterielle Infektionen mit Staphylokokkus aureus kommen sehr haufig vor. Die infektidse
Endokarditis als Komplikation einer solchen Infektion ist auch in hoch entwickelten Landern
eine schwer behandelbare Erkrankung. Trotz zahlreicher Therapiemdoglichkeiten birgt sie eine
hohe Mortalitdt. Zudem treten zunehmend Antibiotikaresistenzen auf.

Bisher wurde gezeigt, dass Staphylokokkus aureus mit Thrombozyten interagiert und deren
Eigenschaften  verdndern kann. Die genauen Mechanismen, (ber welche
Pathogenitatsfaktoren und Rezeptoren die Interaktion zwischen Bakterium und Thrombozyt
geschieht, sind jedoch unvollstandig charakterisiert. Wir konzentrierten uns auf das
Adhasionsverhalten der Thrombozyten unter Zugabe von zwei relevanten
Pathogenitatsfaktoren mit der Fragestellung, ob die Adhdsionsreaktion verstarkt oder
vermindert wird. Mittels eine Adhéasionsassay konnten wir zeigen, dass die beiden
Pathogenitatsfaktoren Hamolysin o oder Lipoteichonsdaure das Adhdsionsverhalten von
Thrombozyten verdandern. Die Inkubation isolierter Thrombozyten mit dem jeweiligen
Pathogenitatsfaktor flhrte zu einer signifikant verminderten Adhdsionsreaktion der
Thrombozyten auf Komponenten der extrazellularen Matrix im Vergleich zu Thrombozyten
ohne vorherige Inkubation. Der Versuchsaufbau wurde unter verschiedenen Bedingungen
wiederholt und die Ergebnisse bestdtigt. Darliber hinaus wurde untersucht, ob die
Komplementrezeptoren C3aR bzw. C5aR an den Wechselwirkungen mit den
Pathogenitatsfaktoren beteiligt sind. Wir konnten zeigen, dass weder Lipoteichonsdure noch
Hamolysin o Uber diese Rezeptoren das Adhdsionsverhalten der Thrombozyten verandern
kdénnen.

Zusammenfassend lasst sich schlieBen, dass beide Pathogenitdtsfaktoren die
Thrombozytenadhdsion verringern, was sicherlich Auswirkungen auf den gesamten
Organismus hat. Bei der Entstehung einer bakteriellen Endokarditis scheinen
Lipoteichonsdure und Hamolysin a jedoch eine untergeordnete Rolle zu spielen, da sie eher

die Thrombenadhasion an Herzklappen eher vermindern wiirden.
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8.2 Materialien

8.2.1 Gerate

Gerat:

Apotom Mikroskop Observer.Z1 (Software AxioVision

V4.8.2.0)

Brutschrank CO; Inkubator MCO-18 AIC
Durchflusszytometer CytoFLEX Flow Cytometer
ELISA Lesegerat Microplate Reader 550
Eppendorf-ReaktionsgefalR-Stander
Falconstander

Feinwaage ED 6202S

Inkubationsschuttler Innova 40/40 R
Lichtmikroskop Axiovert 200

Magnetrihrer IKAMAG RCT basic

Netzgerat Elektrophoresis Power Supply PS304
Objekttrager

pH-Meter

Pipetten Eppendorf research (Automatik Pipetten)
Pipettierhilfe Accu Jet Pro

Rundschuttler IKA KS 260 basic
Schlauchpumpe Rotarus standard 50
Sterilbank HERAsafe

Stoppuhr TR118

Thermomixer comfort

Transferpipette

Vakuumpumpe Vacusafe comfort

Vortex Schiittler
Wasseraufbereitungssystem TKA-GenPure
Wasserbad Typ 1003

Zellzdhlautomat KX-21N

Zentrifuge Centrifuge 5415C

Zentrifuge Centrifuge 5427R

Zentrifuge Centrifuge 5810R

Zentrifuge Hettich EBA 3 S
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Hersteller:

Carl Zeiss, Jena

SANYO, Gunma-Ken, Japan
Beckman Coulter, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Brand, Wertheim

Brand, Wertheim

Sartorius, Gottingen

New Brunswick Scientific, USA

Carl Zeiss, Jena

IKA Werke, Staufen

Life technologies, Carlsbad, USA
Langenbrink, Emmendingen

Hanna Instruments, Kehl a.R.
Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

IKA Werke, Staufen

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Hereaus, Hanau

Oregon Scientific, Neu-Isenburg
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg

INTEGRA
Schweiz

Biosciences, Zizers,

IKA Werke, Staufen
TKA, Niederelbert

GFL, Burgwedel
Sysmex KX-21N, Gorlitz
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Hettich, Tuttlingen



Zentrifuge Hettich Rotina 380
Zentrifuge Multifuge® 3S

8.2.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Einmalspritze (1ml, 5ml, 10ml, 20 ml)
Eppendorf Reaktionsgefal (0,5 ml, 1,5 ml, 5ml)
FACS-Rundbodenréhrchen
Falcon®-Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)
Filter-Einheit 0,22 um Millex GS
Glasdeckplattchen 25 mm

Glaskivette 500 pl

Glaspasteurpipetten

Multiflex 200 ul Ecoflex Tips
Perfusorspritzen 50 ml

Glas-Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Pipettenspitzen

Rihrfischchen

Transferpipetten (3 ml)

96-Well Platte costar®
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Hettich, Tuttlingen

Hereaus, Hanau

Hersteller

Braun, Melsungen

Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Millipore, Bedford, USA
Glaswaren Hecht, Sondheim
Chronolog, Leiden, Niederlande
Brand, Wertheim

Roth, Karlsruhe

Braun, Melsungen

Costar, Bodenheim

Eppendorf, Hamburg
Chronolog, Leiden, Niederlande
Becton Dickinson, Heidelberg

Corning Incorporated, Corning, USA



8.2.3 Losungen, Medien, Reagenzien, Proteine

Material

ADP

Calcein AM®

Calciumchlorid (CaCl,)-Dihydrat
Citratpuffer

Compstatin

D (+)-Glukose, wasserfrei

DMSO

Fibrinogen, Fraction | (aus humanem Plasma)

Fibronectin (aus humanem Plasma)
Ketamin-Hydrochlorid

Kollagen, human Typ |

Lipoteichonsaure (Staphylococcus aureus)

Methanol

N-2-Hydroxyethylpiperazin-
N’-2-Ethansulfonsaure (HEPES)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumcitrat

Natriumdodecylsulfat
(Sodium dodecyl sulfat, SDS)

Natriumhydroxid (NaOH)
Paraformaldehyd 2% (PFA)
PBS-L6sung

Phosphat-gepufferte Salzlosung
(Phosphate buffered saline, PBS)

PMX-53
p-Nitrophenylphosphat

SB290157

vWF (Von Willebrand Faktor)

Xylazin-Hydrochlorid

a-Hamolysin (Staphylococcus aureus)
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Bezugsquelle

Chronolog, Leiden, Niederlande
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma, St.Louis, USA

Thermo Fisher, Fremont, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma, St.Louis, USA
AppliChem, Darmstadt

Sigma, St.Louis, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen

VWR, Fontenay-sous-Bois,
Frankreich

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma, St.Louis, USA
Sigma, St.Louis, USA

E. Merck, Stockholm, Schweden
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Carlsbad, USA

PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich

Sigma-Aldrich, Miinchen

Sigma-Aldrich, Miinchen

Santa Cruz Biotechnologie,

Heidelberg

Abcam, Cambridge, Vereinigtes
Konigreich

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen



8.2.4 Puffer

Puffer
ACD-Puffer

Citratpuffer

PBS-T Puffer (0,1% Tween)

Tyrodes-Gebrauchslésung

Tyrodes-Puffer (10x)

Zusammensetzung

12,5 g Natriumcitrat

6,82 g Zitronensaure

10 g Glukose

Agua dest. ad 500 ml und mit NaOH auf pH 4,69
einstellen

41ml tri-Natriumcitrat-dihydrat 0,1M (2,94g in
100ml dH,0)

9ml Citronensaure 0,1M (1,92g in 100ml dH,0)
450ml dH,0

1000 ml Aqua dest.

2 Stlick PBS Tabletten (PBS Tablets)

1 ml Tween 20

20 ml Tyrodes-Puffer (10x)

0,2 g BSA

0,2 g Glukose

Agua dest. ad 200 ml

mit HEPES auf pH 7,4 einstellen, 50 ml abnehmen,
den Rest mit HCl auf pH 6,5

80 g Natriumchlorid

10,15 g Natriumhydrogencarbonat

1,95 g Kaliumchlorid

Agua dest. ad 1000 ml
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8.2.5 Versuchstiere

Stammbezeichnung

C57BL/6

C.12954(B6)-
C5ar1tmicee/)

(abgekiirzt: C5aR17")

Bezugsquelle

Janvier Labs (Frankreich),

weitere Zlchtung in GTH

(Gemeinsame Tierhaltung)

(Universitat zu Liibeck)

Dr. C. Gerard Gerard (Harvard Medical
School, Boston, MA, USA),

weitere Zlchtung in GTH

(Gemeinsame Tierhaltung)

(Universitat zu Liibeck)
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Beschreibung

Wildtyp

Name: complement component
5a receptor 1; targeted mutation
1, Craig Gerard

Synonyme: C5aR-, C5aRKO
Stamm #:006845
RRID:IMSR_JAX:006845
homozygot flir vorliegende
Target-Mutation (targeted
mutation 1, Craig Gerard)

Gen: C5arl

Locus: Chr7:15980668-15993465
bp, - strand

Genetische Position: Chr7, 8.77
cM

Genotyp: C5arl1tmiee/C5gr]micee
Phanotyp: erhohte Level freier
Fettsdauren im Blut, abnormale C-

Wellen im Elektroretinogramm


https://www.informatics.jax.org/allele/MGI:1934246
https://www.informatics.jax.org/allele/MGI:1934246

8.3 Abkirzungsverzeichnis

Abb.

ACD

ADP
BSA
C1-9
C3aR

C5aR
C5aR17

cD

CR

dH20 oder Aqua dest.
DMSO

ELISA

etal.

Fab

Fc
FACS

g

GP (Ib, lIb/NA, IV, V, IV, IX)
HEM

HEPES

Ig

LTA
min

ml

Abbildung

Acid Citrate Dextrose; Citronensdurehydrat-

Natriumzitrat-Dextrose
Adenosindiphosphat

Bovines Serumalbumin
Komplementfaktor 1-9
C3a-Rezeptor
C5a-Rezeptor
C.12954(B6)-C5ar1tmicae/)
(genveranderte Mause)

Cluster of differentiation
Complement Receptor

Destilliertes Wasser

Dimethylsulfoxid

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Et alii; und andere

Fragment antigen binding
Fragment crystallisable

Fluorescence-activated Cell Sorter
Relative Zentrifugalkraft
Glykoprotein

Hamolysin o / a-Toxin
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl]-
Ethansulfonsdure

Immunglobulin
Listeria monocytogenes

Lipoteichonsaure (Lipoteichoic acid)
Minute

Milliliter

81



NacCl
NET
ns

p-Wert

PAF
PBS

PF-4

PFA

pH

PPP

PRP

rpm

Staph. aureus

Tab.

TLR

VWF / GPlb-IX-V-Rezeptorkomplex
WT

Hg
ul
[TLY]
um
%
°C
*

Stlickzahl

Natriumchlorid

Neutrophil Extracellular Traps

Nicht signifikant (p > 0,05)

Probabilitas = Wahrscheinlichkeit,
Signifikanzwert

Plattchen-aktivierender Faktor
Phosphate-buffered Saline

Plattchenfaktor 4

Paraformaldehyd

Potenzial des Wasserstoffs

Platelet Poor Plasma; plattchenarmes Plasma
Platelet Rich Plasma; plattchenreiches Plasma
Rounds per minute; Umdrehungen pro Minute
Staphylococcus aureus

Tabelle

Toll-like-Rezeptor

Von-Willebrand-Faktor

Wildtyp

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromol

Mikrometer

Prozent

Grad Celsius

Signifikant (p < 0,05)
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