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I. Einleitung

Aufgrund der stindigen raschen Entwicklung von Antibiotikaresistenzen der Mikro-
organismen und der zum Teil fatalen Verldaufe von Infektionen mit einem multiresistenten
Keim in der Klinik, ist es ein wichtiges Ziel in der medizinischen Forschung, neue
Wirkweisen fiir Antibiotika zu finden. Um dieses Ziel zu erreichen, muss zunichst die
korpereigene Immunabwehr moglichst genau erforscht werden.

Einen Beitrag zur angeborenen Immunitit leisten auch die Blutplittchen, die primér fiir
ihre Funktion in Blutstillung und Wundheilung bekannt sind. In den letzten Jahrzehnten
fanden sie in vielen Studien zunehmend Beachtung aufgrund ihrer vielféltigen Beteiligung

an Entziindungsreaktionen und Erregerabwehr.

1.1. Mechanismen der unspezifische Abwehr

Der menschliche Organismus ist stindig infektiosen Mikroorganismen ausgesetzt, die tiber
die duBeren und inneren Korperoberflichen versuchen, in das Korperinnere einzudringen.
Hierbei handelt es sich z.B. um Bakterien, Parasiten, Pilze und Viren. In den meisten
Fillen konnen sie durch die korpereigene Immunabwehr erkannt und zerstort werden. Man
unterscheidet eine angeborene, unspezifische Immunitiit und eine erworbene, spezifische.
Die angeborene kann sehr rasch zwischen korpereigen und korperfremd unterscheiden.
Durch die angeborene Immunitit werden pathogene Mikroorganismen sofort abgewehrt,
auch wenn der Korper vorher noch nie mit dem entsprechenden Antigen konfrontiert war.
Die Mechanismen der unspezifischen Immunabwehr konnen in humorale und zellulidre
Komponenten unterteilt werden (Keller, 1987). Die humoralen umfassen: das
Komplementsystem, Lysozym, C-reaktives Protein, Interferon, antimikrobielle Peptide,
Interleukine. Zellulire Komponenten sind: Phagozytose, Produktion freier Radikale,
Zytolyse (Keller, 1987; Zander, 2007).

Im natiirlichen Ablauf sind als erste Barriere fiir einen infektiosen Erreger die Epithelien
der inneren und @uBeren Korperoberflichen zu nennen, die ein mechanisches, chemisches
und mikrobiologisches Hindernis fiir eindringende Mikroorganismen darstellen (Janeway
et al., 2002). Die mechanische Abwehr besteht aus den tight junctions, die einzelne
Epithelzellen fest zusammenhalten, sowie dem Luft- oder Fliissigkeitsstrom entlang des

Epithels und der Schleimbewegung durch Zilien (Janeway et al., 2002). Chemische
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Wirkstoffe der Epithelien sind Fettsduren der Haut, Lysozym in Speichel, Schweifl und
Tridnen, Pepsin im Darm, ein niedriger pH-Wert im Magen sowie die Bildung von
antibakteriellen Peptiden (Janeway et al., 2002). Diese Peptide haben unabhingig vom
Gewebetyp einige Grundeigenschaften gemeinsam: Sie sind klein (bis 9 kD), bestehen aus
ca. 20-40 Aminosiuren (Sima et al., 2003), sind kationisch und enthalten viele Cysteinreste
verbunden durch Disulfidbriicken. Eine groB3e Gruppe dieser Peptide in der unspezifischen
Abwehr beim Menschen sind z.B. die Defensine, Cathelicidine und Histatine (Bals, 2000).
Sie kommen in vielen verschiedenen Zellarten und Geweben vor. Sogar bei Insekten,
Pflanzen und Froschen konnte man antimikrobielle Peptide (AMP) finden (Schroder,
1999). So ist z.B. bei der Fruchtfliege Drosophila melanogaster das fungizide Peptid
Drosomyzin bekannt (Lemaitre et al., 1996). Insbesondere fiir Lebewesen, die kein
spezifisches Abwehrsystem haben, sind diese Peptide der unspezifischen Abwehr von
groBer Bedeutung (Sima et al., 2003). Aus der Zunge und dem Respirationstrakt von
Rindern wurden antimikrobielle Peptide erstmals aus Zellen eines Sidugetiers isoliert
(Schroder, 1999). Man fand sie beim Menschen zunidchst in Leukozyten und in
verschiedenen epithelialen Geweben. Weiterhin fand man sie in den Paneth-Zellen im
Darm von Miusen (Oulette und Lualdi, 1990; Huttner et al., 1994), im Epithel der
menschlichen Atemwege (Goldman et al., 1997) und des Urogenitaltraktes (Valore et al.,
1998) sowie in der Haut (Harder et al., 1997; Schroder, 1999).

Zusitzlich zu den bisher genannten Zellen konnen auch die Blutplidttchen von Siugetieren
zur unspezifischen Abwehr beitragen. Sie enthalten antimikrobielle Peptide (Weksler und
Nachman, 1971; Yeaman et al., 1992a; Yeaman 1997; Krijgsveld et al., 2000), speichern
Immunglobuline (Harrison und Cramer, 1993; Klinger, 1997), setzen Radikale frei
(Marcus et al., 1977; Iuliano et al., 1997) und nehmen mit einer Vielzahl von Mediatoren
an Entziindungsreaktionen teil (Herd und Page, 1994; Klinger, 1997; Klinger, 2002;
Klinger und Jelkmann, 2002). Auf die plattchenvermittelte Abwehr wird im folgenden
Abschnitt genauer eingegangen (siehe Kap. 1.2.4.3.).

Die mikrobiologische Abwehr der Epithelbarrieren beinhaltet die normale Mikro-
organismenflora, die um Néhrstoffe und Bindungsstellen an Epithelzellen konkurriert und
antibakterielle Substanzen synthetisieren kann (Janeway et al., 2002). Werden die
Epithelien iiberwunden, treffen die Pathogene auf Phagozyten (Makrophagen und
neutrophile Granulozyten). Diese binden die Eindringlinge iiber Rezeptoren, kdnnen sie
dann aufnehmen und verdauen. Die Phagozyten konnen auferdem durch Cytokine und

Chemokine eine Entziindungsreaktion und eine Reaktion der adaptiven Immunabwehr
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auslosen (Janeway et al., 2002). Cytokine sind von Zellen gebildete Proteine, die das
Verhalten anderer Zellen beeinflussen (Janeway et al., 2002). Sie werden nach ihrer
biologischen Funktion eingeteilt in Wachstumsfaktoren, Interleukine, Interferone und
Chemokine (Heinrich et al., 2007). Chemokine sind Migration-auslosende Cytokine. Sie
werden nach ihrer Aminosduresequenz in CC- und C-X-C-Chemokine unterteilt (Heinrich
et al., 2007).

Die Phagozyten sind bevorzugt zur Aufnahme von partikuldren Stoffen befihigt. Sie
verfiigen iiber wirkungsvolle Instrumente zum Abtdten und Abbau des aufgenommenen
Materials, wie z.B. niedriger pH, verschiedene Proteasen, Phosphatasen, Lysozym, Peroxi-
dasen, Produkte des oxidativen Stoffwechsels (u.a. Superoxidanion; Babior et al., 1973;
Wasserstoffperoxid; Keller, 1987). Auch bei Blutplittchen gibt es Hinweise auf Phago-
zytosetdtigkeit. Elektronenmikroskopische Studien konnten eine Internalisierung von
Partikeln und Fremdkorpern aus der Blutstrombahn sichern (Lewis et al., 1976; Copley,
1979; White und Clawson, 1981; Herd und Page, 1994; Youssefian et al., 2002).

Eine weitere Komponente der unspezifischen, aber auch spezifischen, Abwehr ist das
Komplementsystem, ein System aus Plasmaproteinen, das auf Oberflichen von Mikro-
organismen aktiviert werden kann. Hier entstehen Poren, durch die manche Bakterien
bereits lysiert werden konnen. Hauptsédchlich dient das Komplementsystem jedoch dazu,
die Oberfldache von Krankheitserregern zu bedecken, damit sie durch Phagozyten leichter
erkannt und zerstort werden konnen (Janeway et al., 2002). Die Aktivierung des
Komplementsystems 10st eine Kaskade von rasch aufeinanderfolgenden, initial vorwiegend
enzymatischen Vorgingen aus, in deren Verlauf verschiedene Stoffe mit biologischer
Aktivitit entstehen. Sie erfiillen u.a. die folgenden Funktionen: Aktivierung von Zellen
(z.B. Neutrophilen), Elimination von Zellen (Zytolyse), Opsonisierung, Begiinstigung der
Phagozytose (Keller, 1987).

Die Blutplittchen arbeiten durch die Komplementrezeptoren C3b und C5b eng mit dem
Komplementsystem zusammen (Yeaman und Bayer, 2002). Wesentliche Teilkompo-
nenten des Komplementsystems sind der zytolytisch wirkende Komplex C5b-C9, der zur
Porenbildung in der Zellmembran fiithrt und einige Bakterien auf diese Weise schon direkt
zerstoren kann (Keller, 1987; Janeway et al., 2002). In Anwesenheit von Thrombin fordern
Plittchen die Aktivierung des Komplementsystems und die Bildung dieses Komplexes
(Zimmerman und Kolb, 1976; Polley und Nachman, 1978; Yeaman und Bayer, 2002).
Andererseits werden Plittchen durch diesen Komplex stidrker aktiviert, aggregieren und

degranulieren (Polley und Nachman, 1978; Yeaman und Bayer, 2002).
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Das Komplementsystem ist sowohl an der angeborenen, als auch an der erworbenen
Immunitidt beteiligt. Konnen die Pathogene diese angeborenen Mechanismen der
unspezifischen Abwehr tiberwinden, wird die erworbene spezifische Immunitiit aktiviert.
Dieses Immunsystem reagiert jedoch nicht sofort, denn die fiir das eingedrungene
Pathogen spezifischen B- und T- Zellen miissen sich zunichst durch klonale Expansion
vermehren, bevor sie die Infektion durch spezifische Antikorper beseitigen (Janeway et al.,
2002). Bis dahin wird iiber die erstgenannten Mechanismen versucht, die Infektion
einzuddmmen. Antikorper sind spezifische Produkte der adaptiven Immunantwort. Sie
kommen im fliissigen Bestandteil des Blutes (Plasma) und in extrazelluldren Fliissigkeiten
vor (Janeway et al., 2002). Die Antikérper konnen sich auf drei Arten an der
Immunabwehr beteiligen: Sie binden Antigene direkt, um deren Wechselwirkungen mit
anderen Zellen zu blockieren, sie opsonisieren Krankheitserreger und Fremdpartikel, damit
diese besser erkannt und phagozytiert werden konnen, und sie aktivieren das
Komplementsystem (Janeway et al., 2002).

Infektionen werden meistens unter Auslosung einer Entziindung bekdmpft. Eingedrungene
pathogene Organismen und Gewebeverletzungen initiieren iiber die lokale Wirkung von
Mediatoren, Cytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren die Entziindungsreaktion.
Diese ist im Allgemeinen durch Calor (Uberwirmung), Dolor (Schmerzen), Rubor
(Rotung), Tumor (Schwellung) und Functio laesa (Funktionseinschrinkung)
gekennzeichnet. Der physiologische Ablauf einer Entziindungsreaktion kann in drei
Hauptereignisse unterteilt werden. An erster Stelle steht die GefdBreaktion mit
Vasodilatation und Exsudation, an zweiter Stelle die zellulire Reaktion bestehend aus
Migration, Adhédsion, Phagozytose, Degranulation und an dritter Stelle die Binde-
gewebsreaktion: Matrixbildung zur Defektreparatur, Angiogenese (Gefdneubildung;
Egger, 2005). Diese Abldufe einer Entziindung resultieren im Wesentlichen aus typischen
Verdnderungen der lokalen Blutgefidle. Sie werden durch Mediatoren bewirkt, die von
Makrophagen und Blutplittchen produziert und freigesetzt werden, z.B. Prostaglandine,
Leukotriene und der plittchenaktivierende Faktor (PAF). Auf diese und weitere Ent-
ziindungsmediatoren wird in den Unterkapiteln ,,Inhalt der a-Granula® und ,,Beteiligung
der Plittchen an Entziindungsreaktion und Wundheilung® (Kap. 1.2.2. und 1.2.4.2.)

ausfiihrlich eingegangen.
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1.2. Blutpléttchen

Im anglo-amerikanischen Sprachraum unterscheidet man zwischen kernhaltigen
,thrombocytes, die z.B. bei Vogeln und Reptilien vorkommen, und den kernlosen
platelets* der Saugetiere. Daher soll in dieser vorliegenden Arbeit der missverstidndliche
Ausdruck Thrombozyt vermieden und vorwiegend der Ausdruck Blutplittchen benutzt

werden.

1.2.1. Ultrastruktureller Aufbau

Die Plittchen entstehen im Knochenmark durch Abschniirung aus dem Zytoplasma der
Megakaryozyten. Im Ruhezustand sind sie diskusformig. Sie sind 1-4 pm grof8 und ihr
Volumen betrdgt etwa 6 fl. Von diesen flachen, kernlosen Blutplittchen findet man in
einem Mikroliter Blut etwa 150.000 bis 300.000. Hier betridgt ihre Verweildauer etwa 5 bis
11 Tage, danach werden sie in Milz, Leber und Lunge abgebaut. Die Plittchen sind reich
an Strukturproteinen. Zum einen zeigt sich ein marginales Mikrotubulusbiindel, das sich
radformig peripher um das Zytoplasma zu wickeln scheint. Desweiteren befindet sich im
Zytoplasma viel monomeres Aktin. Es ist besonders unter dem Plasmalemm als F-Aktin
dicht gelagert und bildet hier ein Membranskelett, das in Verbindung mit den
Membranglykoproteinen steht (Fox, 1993). Nach Stimulation bildet sich im Inneren des
Plittchens das Zytoskelett aus polymerem Aktin. Im Zytoplasma kommen reichlich
Glykogengranula vor und einige wenige Mitochondrien. Im humanen Blutplittchen finden
sich iiber 30 o-Granula und etwa 5 ,dense bodies* (Wurzinger, 1990; Harrison und
Cramer, 1993; Klinger, 1997). Sie ent-stehen wéhrend der Reifung im Megakaryozyten.
Die o-Granula haben einen Durchmesser von etwa 150 bis 250 nm und enthalten
verschiedene Proteine, die man nach ihrer Funktion in unterschiedliche Gruppen einteilen
kann. Sie sind zum einen im Megakaryozyten synthetisiert worden, zum anderen aus dem
Blutplasma durch Endozytose in das Plédttchen aufgenommen worden und werden hier
gespeichert (storage granules). Im nichsten Abschnitt wird genauer auf den Inhalt der
o-Granula eingegangen.

AuBerdem gibt es im Plittchen die ,,dense bodies“ oder 8-Granula. In diesen befinden sich

u.a. Serotonin, Kalzium, Adenin- und Guaninnukleotide und anorganisches Phosphat. In
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den Lysosomen oder A-Granula befinden sich saure Hydrolasen und in den Peroxisomen
Katalase.

Die Plittchen enthalten selten Golgi-Apparate oder endoplasmatisches Retikulum, dafiir
haben sie ganz spezielle Endomembransysteme: Das offene kanalikuldre System (open
canalicular system, OCS) und das dense tubular system (DTS). Das DTS spielt eine
wesentliche Rolle im Ca**-Haushalt des Plittchens als Speicherort und priziser Regulator
und ist der Hauptort des Arachidonsdurestoffwechsel. Das OCS, auch ,,Surface Connected
Canalicular System* (SCCS) genannt, besteht aus Kanédlen und Hohlen innerhalb des
Plittchens und hat Verbindung zur dufleren Oberfliche. Es ist wichtig fiir Endo- und
Exozytoseprozesse. Das OCS dient der Endozytose von z.B. Plasmabestandteilen (Fibri-
nogen, Albumin, Immunglobuline) und kann auch andere Partikel aus dem Blut aufnehmen
(Clawson und White 1971, Lewis et al. 1976, Klinger 1997). Es dient aber auch der Exo-
zytose, indem z.B. ein aktiviertes Plittchen iiber das OCS im Rahmen der sogenannten
Freisetzungsreaktion (release reaction) den Granulainhalt in das umgebende Plasma
ausschiitten kann. Deswegen wird das OCS auch als ,,two-way street” bezeichnet (White
und Escolar, 1991). Diese beiden Vorginge konnen auch gleichzeitig ablaufen. Durch das
OCS konnen die Plittchen auflerdem auf Veridnderungen des Aufenmediums reagieren.
Bei Aktivierung zeigen sie dann einen duBleren Formwandel (Deranleau et al., 1982;
Hantgan, 1984). Die vorher diskoide Plittchenform erhilt unregelmiBige Konturen. Uber
diese Zwischenform kommt es zur endgiiltigen Form des angeregten Plittchens mit langen
Pseudopodien (Deranleau et al., 1982; Hantgan, 1984). Hierbei dient das OCS als
Membranreservoir fiir die Ausbildung der Pseudopodien (Wurzinger, 1990). Durch diese
kommt es vermehrt zu Beriihrungen der Pléttchen untereinander und die Aggregation wird
begiinstigt. Wihrend der Aktivierung kommt es auch zu einem inneren Formwandel der
Plittchen, hierbei zentralisieren sich die Organellen (Wurzinger et al., 1987). So stehen die
Speichergranula in engem Kontakt zum OCS und es kann zur Freisetzungsreaktion (release
reaction) kommen, indem die Granula ihre Inhaltsstoffe in den Extrazelluldrraum
ausschiitten. Hierbei hingt es von Art und Stirke des Stimulus ab, welche Granula ihren
Inhalt freisetzen. Bei nur schwachen Stimuli sind es die o--Granula und ,,dense bodies*, bei
starkeren auch die Lysosomen, die ihren Inhalt abgeben (Kaplan et al., 1979; Holmsen et

al., 1982).
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1.2.2. Inhalt der o-Granula

Die Vielfalt bekannter Molekiile aus o-Granula wird immer grofer und beinhaltet adhésive
Proteine, antimikrobielle Peptide, Entziindungsmediatoren, Gerinnungsfaktoren, gespei-
cherte Immunglobuline, Protease-Inhibitoren und Wachstumsfaktoren. Sie konnen grob in
zwei Klassen unterteilt werden: Proteine, die wihrend der Entwicklung des Pléttchens im
Megakaryozyten synthetisiert wurden, im Gegensatz zu Proteinen, die in anderen Zellen
hergestellt wurden und in den Granula der Plittchen gespeichert werden, wie z.B. Faktor
V, von-Willebrand-Faktor, Fibronektin, Fibrinogen, IgG (Harrison und Cramer, 1993).

In der Membran der Granula gibt es einige Rezeptormolekiile, unter anderem Glykoprotein
(GP) IIb/IlIa (ouB3) und P-Selektin, die auch als dynamische Rezeptoren bezeichnet wer-
den (Harrison und Cramer, 1993), da sie bei Aktivierung der Plittchen auf die Plasma-
membran transloziert werden. Die o-Granula entstehen schon wiéhrend der Mega-
karyozytenreifung. Sie beanspruchen etwa 6 bis 15 % des Pliattchenvolumens (Wurzinger,
1990). Thre typischen Inhaltsstoffe sind PF4 und B-TG. Beide entstammen der C-X-C-
Subfamilie der Chemokine und entstehen als Spaltprodukte des ,,platelet basic protein®
(PBP), einem 15 kD Protein. Vom PBP entstammen auch das ,,connective tissue activating
protein-1II* (CTAP-III) und das ,,neutrophil activating peptide-2“ (NAP-2) (Ibelgaufts,
1992; Brandt et al., 2000a; Brandt et al., 2000b). Auf diese und weitere Entziindungs-
mediatoren wird im Unterkapitel ,,Beteiligung an Entziindungsreaktionen und Wund-

heilung* (1.2.4.2.) ausfiihrlicher eingegangen.

PBP

CTAP-Ill
NAP-2(-4
BTG gl
NAP-2 NAP-2-7]
-24 15 11 1 10 20 30 40 S0 &0 70
SSTKGQTKRNLAKGKEESLDSDLY_CMCIKTTSGIHPKNIQSLEVIGKGTHCNQVEVIATLKDGRKICLDF‘DAPRI KKIVQKKLAGDESADI
!

5.5 if |

Abbildung 1 Aminosduresequenzen der 8-TG Proteine und PF-4. Die Pfeile markieren die Lokalisation der Abspaltung
vom PBP, nach der dann z.B. CTAP-IlIl, B-TG oder NAP-2 iibrig bleiben. Die schwarzen Balken markieren
Sequenzhomologien von PF-4 mit NAP-2. Aus: Brandt et al.: Platelet- derived C-X-C chemokines: old players in new
games. Immunological Reviews 177, 204-216 (2000)
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Funktionelle Gruppe | Protein Funktion
Adhisive Proteine Von-Willebrand-Faktor Plittchenadhésion
Fibronektin an Fibrin gebundenes F. begiinstigt die Anla-

gerung von Zellen an Blutgerinnsel

Thrombospondin Regulation von Kollagenfibrillenbildung und
Angiogenese, Plittchenaggregation
Gerinnungsfaktoren Faktor V, VII, XI, XII, Blutgerinnungsfaktoren
Fibrinogen
Entziindungsmediatoren | PF-4* wirkt chemotaktisch auf Neutrophile und
(die hier aufgelisteten Monozyten
Proteine sind -~ Spaltpro- B-TG* wirkt chemotaktisch auf Fibroblasten, hemmt

dukte des platelet basic

protein, PBP) Prostacyclinproduktion d. Endothelzellen

NAP-2#%* Neutrophil-activating peptide-2
- ** . . . . .
CTAP-III Connective tissue-activating peptide-IIT
Up- und Down-Regulation von Rezeptoren
der Neutrophilen
Antimikrobielle Peptide TC-] %% Spaltprodukt des NAP-2 mit mikrobiozider Wirkung
TC-2#%* Spaltprodukt des CTAP-III mit mikrobiozider Wir-
kung
Mikrobiozide Wirkung in Plittchen von Kaninchen
Gespeicherte IgG, IgA unterstiitzen adaptive Abwehr
Immunglobuline
Wachstumsfaktor PDGF* stimuliert die Proliferation von Fibroblasten und
glatten Muskelzellen in Arterien
Membranglykoproteine GPIIb/IIIa unterstiitzt die Exozytose bei der Freisetzungs-
reaktion
P-Selektin® die Expression unterstiitzt die Interaktion zwischen

Plittchen und Leukozyten

Tabelle 1 Proteine in den o-Granula des Pliittchens (nach *Harrison und Cramer, 1993; **Brandt et al., 2000a; Brandt

et al., 2000b; ***Krijgsveld et al., 2000; ****Yeaman et al., 1992a).

1.2.3. Plittchenaktivierung

Bereits im 19. Jahrhundert entdeckten Eberth und Schimmelbusch allein durch
Lichtmikroskopie den Formwandel der Pléttchen, der mit einem aktivierten Zustand
einhergeht (Wurzinger, 1990). Am Ort einer GefiBBwandverletzung kommen die Plittchen
mit der Basallamina und subendothelialem Bindegewebe in Berithrung. Am freiliegenden

Kollagen und Fibronektin binden nichtstimulierte Plittchen iiber Zelladhidsionsmolekiile
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vom Integrintyp (Wurzinger und Zanner, 2005). Auflerdem vermittelt der im Blutplasma
enthaltene von-Willebrand-Faktor (vWF) die Bindung zwischen dem Glykoprotein
GPIb/IX der Plittchenmembran und Kollagen (Wurzinger und Zanner, 2005). ADP (Ade-
nosindiphosphat), das aus geschiddigten Zellen austritt, aber auch Kollagen, Kate-
cholamine, Thrombin und viele andere Substanzen stimulieren die Plittchen. Dadurch
fiihren sie innerhalb weniger Sekunden ihren Formwandel (shape change, viskose Meta-
morphose) durch und es entstehen kugelige Gebilde mit langen Fortsédtzen (s.o.). Bei der
VergroBerung der Pléttchenoberfliche dient das OCS als Membranreserve (Wurzinger,
1990). Das Integrin Glykoprotein IIb/IIIa wird aktiviert und bindet u.a. Fibrinogen. Es ist
ein Rezeptor fiir zytoadhdsive Proteine mit RGD-Sequenz. Die RGD-Sequenz besteht aus
Arginin, Glyzin, Asparagin. Diese ist z.B. in Fibrinogen, Fibronektin, von-Willebrand-
Faktor enthalten (Jaschonek, 1991).

So kommt es zur Anlagerung weiterer Plittchen. Gleichzeitig mit dem Formwandel und
der Aggregation sezernieren die Plittchen den Inhalt ihrer Granula (release reaction;
Kaplan et al., 1979; Holmsen et al., 1982;Wurzinger und Zanner, 2005).

Typische Stimulatoren der Plittchen in vivo und in vitro sind u.a.:

e Kollagen
e ADP
e PAF

e Thromboxan A,

e (Glasoberflachen

¢ mechanische Einfliisse

e fremde Mikropartikel im Blut (z.B. Latexpartikel, Bakterien)

e Thrombin

e das Peptid SFLLRN

e das Peptid SFLLRNPNDKYEPF

Mit dem Kollagen kommen die Plittchen wie beschrieben bei einer GefiBwandverletzung
in Kontakt, wenn die Endothelschicht defekt ist. Es veranlasst die Aktivierung der
Plittchen (Clawson und White, 1971; Wurzinger und Zanner, 2005). Das ADP wird aus
zerstorten Zellen, z.B. des Endothels, freigesetzt und fiihrt zur Pldttchenaktivierung. PAF,
der plattchenaktivierende Faktor, ist ein Produkt stimulierter Zellen, z.B. von
Makrophagen. Bereits durch sehr geringe Mengen kann die Pléittchenaggregation ausgelost

werden (Petrides, 2007).
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Das Thromboxan A, wird in den Plittchen synthetisiert und stimuliert wiederum weitere
Plittchen zur Verformung, Aggregation und Freisetzung ihrer Inhaltsstoffe. Auf
Glasoberflichen werden Pléttchen in vitro aktiviert. Auch andere mechanische Einfliisse,
wie z.B. pathologisch verdnderter BlutfluB}, fithren zur Anregung der Pléittchen (Wurzinger
et al., 1987; Wurzinger, 1990). Treffen die Pléttchen in den Blutgefiden auf korperfremde
Partikel wie z.B. Latexpartikel oder Bakterien, konnen sie aggregieren und werden

aktiviert (Clawson und White, 1971; White und Clawson, 1981; Yeaman, 1997).

1.2.3.1. Thrombin/ SF

Thrombin ist eine Peptidase, die Arginylbindungen spaltet und zu einer teilweisen
Proteolyse des Fibrinogenmolekiils fithrt. Es spaltet die Arginylglyzinbindungen des
Fibrinogen und setzt so Fibrinopeptide frei. Nach weiterer Abspaltung bleiben
Fibrinmonomere zuriick (Jelkmann, 2007). Insofern hat das Thrombin eine sehr wesent-
liche Aufgabe bei der Blutgerinnung. Thrombin ist aber auch ein potenter Stimulator zur
Plittchenaktivierung in vivo und in vitro (Shuman, 1986; Tolentino u. Bahou, 2002).
Zunidchst zur Thrombinbildung: Der Prothrombinaktivatorkomplex aus FX,, FV,, Ca®" und
Phospholipid spaltet proteolytisch aus dem Proenzym Prothrombin, das in der Leber
gebildet wird, an der Plittchenplasmamembran (Tolentino und Bahou, 2002) das enzy-
matisch aktive Thrombin ab (Fenton, 1986; Jelkmann, 2007). Thrombin bindet an
spezifische Rezeptoren der Plittchenmembran und induziert dadurch die Phosphorylierung
intrazellulirer Proteine sowie die Abgabe von Ca®* aus den elektronendichten Granula.
Dadurch wird die Ca**-abhingige Phospholipase A, aktiviert, welche die Freisetzung von
Arachidonsédure katalysiert (Jaschonek, 1991; Jelkmann, 2007). Diese wird durch die
Enzyme Zyklooxygenase und Thromboxan-Synthetase in die zyklischen Endoperoxide
PGG; und PGH; und weiter in Thromboxane umgewandelt. Die Endoperoxide und
Thromboxan A, losen eine Verformung und Aggregation weiterer Plittchen aus, die
daraufhin ebenfalls ihre Inhaltsstoffe freisetzen (Jelkmann, 2007). Infolge der Struktur-
auflosung der Plittchen werden negativ geladene Phospholipide der inneren Schicht der
Zellmembran und der Granula nach auflen gekehrt. Die Phospholipide (fritherer Name:
Plittchenfaktor 3) binden bestimmte Faktoren des Fibringerinnungssystems (z.B. Faktor V,
und VIIL,), die damit lokal angereichert werden (Jelkmann, 2007).

Thrombin fithrt am Plattchen insgesamt zur Aggregation und Sekretion (Tolentino u.

Bahou, 2002). Thrombin bindet iiber bestimmte PAR-Rezeptoren an Zellen (Protease
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Activated Receptors). Beim humanen Plittchen sind dies vor allem PAR-1 und PAR-4.
Der PAR-1 Rezeptor wird durch eine proteolytische Spaltung durch die Protease Thrombin
in der ersten extrazelluldren Schleife aktiviert (Xu et al., 1998; Tolentino u. Bahou, 2002).
PAR-1 ist der hauptsichliche Rezeptor fiir thrombinvermittelte Plittchenaktivierung und
wird durch die Aminosduresequenz SFLLR aktiviert (Tolentino u. Bahou, 2002).

Bereits 1993 untersuchten Kinlough-Rathbone et al. die synthetischen Peptide SFLLRN
und SFLLRNPNDKYEPF, die ebenfalls am Thrombinrezeptor PAR-1 ansetzen. Sie sind
Teil der Thrombinrezeptorsequenz, die durch die Endoprotease Thrombin am PAR-1
freigelegt wird. Bei einem Vergleich zwischen SFLLRN und Thrombin als Aktivatoren
stellte sich insgesamt heraus: SFLLRN degranuliert hauptsichlich, wohingegen Thrombin
die ganze Thromboxankaskade, Aggregation der Plittchen und Fibrinbildung initiiert. Das
synthetische Peptid ist in der Lage, den Thrombin-Rezeptor PAR-1 zu aktivieren, indem es
als Teil der Thrombin-Rezeptor-Sequenz das sonst durch die Endoprotease Thrombin
freigelegte neue N-terminale Ende imitiert (Vu et al., 1991). Dem so iiber den PAR-1
aktivierten Plittchen ist es nun mdoglich, seinen Granulainhalt freizusetzen. Sowohl
Thrombin als auch SF bewirken eine Freisetzung des Granulainhaltes der Pléttchen von
iiber 90%. Thrombin induziert auferdem die Synthese von grolen Mengen von
Thromboxan B,, demgegeniiber bewirkt SFLLRN nur etwa 25% der Thromboxan B,-
Syntheseleistung. Thromboxan B, entsteht aus dem Abbau von Thromboxan A,.

Beide Aktivatoren fithrten nach Stimulierung der Plittchen dazu, dass elektronen-
mikroskopisch Vakuolen anstelle der Granula zu sehen waren. Unter Thrombinwirkung
ging jedoch die diskoide Form der Plittchen verloren und sie bildeten Aggregate. Unter
Einwirkung von SFLLRN blieb die diskoide Form erhalten, es wurden keine Aggregate
gebildet (Kinlough-Rathbone et al., 1993).

Fiir die Versuche in der hier vorliegenden Arbeit sollte das aus 14 Aminosiduren
hergestellte synthetische Peptid SFLLRNDKYEPF Verwendung finden, in dem die
Sequenz SFLLRN strukturell enthalten ist.

Aufgrund der verschiedenen Wirkungsweise gegeniiber dem Thrombin sollte der

Vergleich Aufschluss tiber den Wirkmechanismus der Bakterizidie geben.
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1.2.4. Funktionen

1.2.4.1. Blutstillung und Blutgerinnung

Die wohl bekannteste Funktion der Plittchen ist die Teilnahme an der Blutstillung und
Blutgerinnung. Sie dichten verletzte Gefid3e ab und initiieren die Himostase.

Hierbei spielen Kollagen, Thrombin und der von-Willebrand-Faktor eine wesentliche
Rolle. Das Blutpldttchen wird z.B. bei einer Gefdlverletzung durch subendotheliale
Strukturen wie Kollagen, aber auch durch Thrombin aktiviert und vollzieht einen inneren
und duBeren Formwandel oder viskdse Metamorphose. Die Plittchen aggregieren und
schiitten ihre Granulainhalte aus. Hierbei werden u.a. vasokonstriktorische Substanzen wie
Serotonin, Katecholamine und ADP frei. Die Gefdle werden also verengt und durch
Plittchenaggregate verstopft. Diese zusammengeballten Plittchen bilden schlieflich den
,weiBen* Thrombus. Fiir eine endgiiltige Vernetzung ist Fibrinogen erforderlich, das mit
dem GPIIb/Illa der aktivierten Blutplittchen reagiert und diese irreversibel miteinander
verkniipft. Fibrin bildet zusammen mit Erythrozyten und Plittchen den endgiiltigen ,,roten
Thrombus*. Fibronektin und der von-Willebrand-Faktor (vWF) bewirken die Adhirenz der
Plittchen an einem Defekt in der GefiBwand (Wurzinger, 1990). So wird verletztes

GefiBlendothel in wenigen Minuten abgedichtet.

1.2.4.2. Beteiligung an Entziindungsreaktionen und Wundheilung

Wie zuvor beschrieben enthalten die Plittchen in ihren o-Granula eine grole Anzahl von
Mediatoren. Unter ihnen sind u.a. die Chemokine PF-4, B-TG, RANTES (regulated upon
activation normal T cell expressed and secreted), MIP-1a¢ (macrophage inflammatory
protein-1at) sowie Wachstumsfaktoren wie z.B. VEGF (vascular endothelial growth
factor), PDGF (platelet derived growth factor), Angiopoietin und EGF (epidermal growth
factor). Die Pléttchen konnen jedoch nicht nur diese gespeicherten Mediatoren abgeben,
sondern auch iiber den Arachidonsiduremetabolismus unter anderem Thromboxan A,,
Prostaglandin E,, Prostaglandin F,, und 12-HETE (12-hydroxyeicosatetraenoic acid)
herstellen (Herd und Page, 1994).

PF-4 und B-TG rekrutieren und aktivieren Leukozyten, Neutrophile, Monozyten,

Fibroblasten und Eosinophile. Weiterhin veranlasst PF-4 Neutrophile zur Freisetzung von
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Histamin und steigert die Expression von Fc-IgG- und Fc-IgE-Rezeptoren des Plittchens
(Herd und Page, 1994). B-TG kann Neutrophile hemmen oder aktivieren. Wie B-TG sind
auch CTAP-III und NAP-2 Spaltprodukte des platelet basic protein. Alle drei sind C-X-C-
Chemokine. Chemokine sind kleine Chemoattraktor-Proteine, die besonders die
Wanderung und Aktivierung von Phagozyten und Lymphozyten stimulieren (Janeway et
al., 2002). Sie sind bei Entziindungsreaktionen von zentraler Bedeutung.

Die Neutrophilen haben mehr C-X-C-Rezeptoren als CC-Rezeptoren und reagieren
deswegen besser auf die C-X-C-Chemokine (Brandt et al., 2000b). NAP-2, welches, durch
Neutrophile konvertiert, aus B-TG entsteht, lockt wiederum Neutrophile an. Es bewirkt
ihre Adhédrenz und sorgt fiir die Ausschiittung lysosomaler Enzyme (Brandt et al., 2000b).
Um die Neutrophilen-Aktivierung im Rahmen einer Entziindungsreaktion wieder zu
limitieren, erfolgt iiber NAP-2 und CTAP-III spiter eine Down-Regulation der C-X-C-
Rezeptoren der Neutrophilen (Brandt et al., 2000b).

Die CC-Chemokine RANTES und MIP-1a stimulieren Plittchen dazu, cytosolisch den
Kalzium-Spiegel zu steigern, zu aggregieren und den Inhalt ihrer Granula freizusetzen
(Klinger und Jelkmann, 2002). RANTES lockt auerdem Basophile, Eosinophile und
Monozyten an.

VEGF bewirkt eine Migration von Leukozyten und Endothelzellen, den Austritt von
Plasmaproteinen aus den GefiBen und die Bildung eines lokalen Odems. PDGF wirkt
chemotaktisch auf Neutrophile und kontrolliert die Proliferation von Fibroblasten und
glatten Muskelzellen (Deuel et al., 1982; Deuel und Huang, 1984). Angiopoietin bewirkt
eine  Proliferation der Endothelzellen. EGF unterstiitzt die Bildung von
Granulationsgewebe.

Thromboxan A, und Prostaglandin Fy, sind Vasokonstriktoren, PGE, wirkt vasodilatierend
und moduliert Schmerzen (Herd und Page, 1994; Klinger, 2002).

Die elektronendichten Granula (dense bodies) setzen u.a. Adenosindiphosphat (ADP),
Serotonin und Histamin frei. Das ADP ist beteiligt an der Auslosung des ,,oxidative burst*
(= Radikalfreisetzung) der Neutrophilen (Ward et al., 1988). Serotonin und Histamin

sorgen fiir eine zunehmende Gefidpermeabilitit im Rahmen der Entziindungsreaktion.
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1.2.4.3. Bereits bekannte Abwehrmechanismen der Pléttchen

Frithere Untersuchungen zeigten, dass eine weitere Aufgabe der Blutplidttchen von
Saugetieren in der Abwehr von korperfremdem Material liegt. Hirsch berichtete 1960, dass
pléttchenfreies Kaninchenserum nur nach Zugabe von Plittchen und Blutplasma bakterizid
wurde, nicht aber nach Zugabe von Leukozyten. Nach diesem anfidnglichen Hinweis gab es
in den letzten fast fiinf Jahrzehnten viele Untersuchungen, um den Wirkmechanismus der
plattchenvermittelten Bakterizidie genauer zu ergriinden. Man stellte fest, dass Bakterien
potente Stimuli der Pldttchenaggregation sind und von diesen in Aggregate eingeschlossen
werden (Clawson und White, 1971).

Dieses Zusammenhaften von Plittchen und Bakterien wurde als reinigende Funktion in der
Blutzirkulation interpretiert, zur Reduzierung des Risikos einer Septikdmie (Clawson und
White, 1971; Page,1989). Man fand auflerdem eine hitzestabile bakterizide Aktivitit des
Blutes und konnte zeigen, dass diese von kationischen Proteinen der Plittchen stammte,
die bei deren Aggregation in die Blutstrombahn abgegeben wurden (Weksler und
Nachman, 1971). Dass Plittchen schnell blutfremde Partikel, auch Mikroorganismen,
eliminieren konnten, nachdem diese in die Blutbahn gelangt waren, bestitigten auch
Copley und Witte 1976. Am Beispiel von Latexpartikeln kam der Verdacht einer
moglichen Phagozytose durch Plittchen auf (Lewis et al., 1976; White und Clawson,
1981).

Eine Abwehrfunktion durch Bildung von Plittchenaggregaten und Adhésion von
Mikroorganismen sowie eine mogliche Phagozytose vermutete auch Copley 1979.
Allerdings gab er schon zu bedenken, dass die Phagozytose-dhnliche Aufnahme von
Partikeln in das Pldttchen moglicherweise nur eine Aufnahme in das OCS sein konnte
(Copley, 1979).

Blutpldttchen wurden bereits 1990 von Wurzinger als Teil des unspezifischen
Abwehrsystems bezeichnet.

Herd und Page vermuteten 1994 ebenfalls, dass die Abwehr von Blutplittchen gegeniiber
korperfremdem Material, insbesondere Bakterien, mit ihrer Fédhigkeit, sich an korper-
fremdem Material anzulagern und dies zu phagozytieren, zusammenhéngt.

Dass Plittchen infektiose Mikroorganismen binden und aufnehmen konnen, zeigten auch
Youssefian et al. 2002 am Beispiel von Staphylococcus aureus und HIV.

Eine franzdsische Arbeitsgruppe beschrieb eine weitere, bisher unbekannte Funktion der

Blutplittchen: Eine IgE-abhédngige zytotoxische Reaktion gegeniiber Schistosoma mansoni
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(Joseph et al., 1983; Joseph et al., 1985). Diese wird iiber einen spezifischen IgE- Rezeptor
auf der Plittchenoberflache und das Membranprotein GPIIb/IIla vermittelt (Capron et al.,
1985; Capron et al., 1987). AuBlerdem gibt es Hinweise auf eine Beteiligung von freien
Radikalen bei der Abwehr von Wurminfestationen durch Plittchen (Cesbron et al., 1987;
Joseph et al., 1993).

Eine andere mogliche Strategie der Plittchen zur Abwehr von Mikroorganismen ist die
Ausschiittung von antimikrobiellen Peptiden (AMP).

1992 isolierten Yeaman et al. die PMP (platelet microbicidal proteins) und untersuchten
ihre Charakteristika. Sie fanden heraus, dass die PMP ein niedriges Molekulargewicht
haben, hitzestabil sind, kationisch sind und eine starke bakterizide Wirkung auf einen
hohen Anteil von Staphylococcus aureus-Isolaten haben (Yeaman et al., 1992a).
Desweiteren stellten sie fest, dass die PMP die Wirkung von Antibiotika auf S. aureus
verstiarkten und den postantibiotischen Effekt in S. aureus verlangerten (Yeaman et al.,
1992b).

Die PMP, die von Kaninchenplittchen nach Aktivierung mit Thrombin in vitro ausge-
schiittet wurden, haben eine Grof3e von 6-9 kD. In vitro konnten die PMP B. subtilis,

S. aureus, E. coli und C. albicans abwehren (Yeaman, 1997).

Auch in humanen Plédttchen wurden antibakterielle Proteine gefunden, die sich mittels
Thrombin-Aktivierung aus den o-Granula freisetzen lieBen (Tang et al., 1995; Krijgsveld
et al., 2000; Tang et al., 2002). Aus thrombinstimulierten Plidttchen bestimmten Tang und
Mitarbeiter verschiedene, u.a. gegen E.coli antimikrobiell wirkende Proteine, und iden-
tifizierten diese als PAF-4, RANTES, CTAP-III, PBP, Thymosin -4 (TB-4), Fibrinopeptid
A (FP-A) und Fibrinopeptid B (FP-B).

Krijgsveld et al. konnten 2000 zwei Proteine isolieren und bezeichneten sie als
Thrombocidine (TC-1 und TC-2). Sie sind C-terminale Deletionsprodukte der C-X-C-
Chemokine NAP-2 und CTAP-III und wirkten in vitro bakterizid gegeniiber B.subtilis,
E.coli, S.aureus, Lactococcus lactis, sowie fungizid gegeniiber Cryptococcus neoformans.
Die Bedeutung der Plittchen in der Infektionsabwehr fiir die Situation in vivo lésst sich
z.B. an folgender Studie erkennen: Thrombozytopenische Kaninchen reagierten
empfindlicher gegeniiber einer Streptokokken-Endocarditis als eine Vergleichsgruppe mit
normaler Anzahl von Blutplittchen (Sullam et al., 1993).

PF-4, PBP und seine Spaltprodukte (z.B. CTAP-III), sowie RANTES sind als Kinozidine

bezeichnet worden, diese Bezeichnung beinhaltet die Kombination aus ihren
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mikrobioziden und chemokinen Funktionen (Yount et al., 2004). Sie haben Anteil an der
Koordination der molekularen und zelluldren antimikrobiellen Abwehr.

Die Verbindung zum leukozytiren System wird durch PAF (Platelet Activating Factor)
hergestellt, der von aktivierten Plidttchen, Granulozyten und Monozyten/Makrophagen

sezerniert wird (Benveniste et al., 1982).

1.2.4.4. Interaktion mit Leukozyten, Endothelzellen und Bakterien

Eine Entziindungsreaktion beinhaltet Chemotaxis, Adhésion und Interaktionen zwischen
Leukozyten, Endothelzellen und Pléttchen an der GefdBwand. Die Plittchen nehmen an
diesen Ablédufen teil, indem sie eine adhisive Oberflidche zur Verfiigung stellen, adhédrente
Leukozyten stimulieren und die Chemokinsynthese der Leukozyten und Endothelzellen
regulieren (Klinger und Jelkmann, 2002).

In den Komplexen aus Plittchen und Neutrophilen im zirkulierenden Blut sind Interleukin
1 (IL-1), B-TG und Plittchen-aktivierender-Faktor (PAF) von Plittchen stammende
Mediatoren, welche die Leukozyten stimulieren (Peters et al., 1999). Diese Plittchen-
Neutrophilen-Komplexe haben stirker ausgeprigte Adhisionsmolekiile, groflere Fiahigkeit
zur Phagozytose und produzieren mehr freie Sauerstoffradikale als Neutrophile alleine
(Peters et al., 1999).

Die hauptsidchlichen Plittchenrezeptoren fiir Zell-Zell-Kontakte sind das Glykoprotein
IIb/1IIa und P-Selektin. Wird das Plittchen stimuliert, werden beide Rezeptoren im aktiven
Zustand an der Oberfldache exprimiert. Z.T. binden sie direkt an andere Zellen, z.T. erfolgt
die Bindung iiber Briickenmolekiile, wie z.B. Fibrinogen.

Stimulierte Plittchen induzieren die Sekretion von Mediatoren aus Endothelzellen und die
Expression inflammatorischer Adhésionsmolekiile auf der Endotheloberfliche. So tragen
die Plittchen direkt zur Adhésion von Leukozyten an der GefdBBwand in der frithen Phase
einer Entziindungsreaktion bei, indem sie adhésive Rezeptoren auf ihrer eigenen Membran
exprimieren und indirekt, indem sie die Ausprigung von Adhésionsmolekiilen auf
Endothelzellen induzieren (Gawaz et al., 1998; Henn et al., 1998).

Blutplittchen konnen aulerdem eine Bindung mit Bakterien eingehen. Beispiele hierfiir
sind die Bindung von Yersinia pseudotuberculosis, die iber Invasin vermittelt wird
(Simonet et al., 1992), und die Bindung von Borrelia burgdorferi an das Integrin oup[33

(Coburn et al., 1993; Coburn et al., 1994).
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Erginzend spielen Plittchen eine wichtige Rolle bei allergischen Reaktionen, z.B. der
Hyperreagibilitit der Atemwege (Herd und Page, 1994), und es wurde eine Beteiligung bei
der Bekdmpfung von Tumorzellen in vitro beobachtet (Sagawa et al., 1990).

Die Teilnahme an Blutungsstillung und Wundheilung ist also nur eine der Funktionen der
Plittchen. In dieser vorliegenden Arbeit soll insbesondere auf die Abwehrfunktion

gegeniiber Bakterien eingegangen werden.

1.3. Borrelien

Nachdem sich in Lyme, Connecticut (USA) 1974 und 1975 Fille von Arthritis bei Kindern
hiuften, fiel im Rahmen von Nachforschungen ein Zusammenhang mit vorausgegangenen
Zeckenbissen auf. Hinzu kamen in den Monaten von Juni bis September vermehrt typische
Hauterscheinungen, neurologische und kardiale Beschwerden. Diese Beobachtungen
wurden vorwiegend in waldreichen Gebieten gemacht.

1981 gelang es erstmals Willy Burgdorfer, eine bis dahin unbekannte Spirochite aus dem
Darm von Zecken (Ixodes dammini) anzuziichten und mit der ,Lyme Disease” in
Verbindung zu bringen (Burgdorfer et al., 1982). Sie wird Borrelia burgdorferi genannt.
Die einzelnen Aspekte der vielgestaltigen Systemerkrankung, deren Erreger B.burgdorferi
ist, waren schon vorher bekannt. Man hatte sie jedoch bislang noch nicht miteinander und
mit einem Bakterium in Verbindung gebracht (Burgdorfer et al., 1982; Hayes et al., 1983).
Borrelien verursachen iiber Vektoren iibertragene Zoonosen. Borrelia burgdorferi ist der
Erreger der Lyme-Borreliose. Sie ist die hdufigste durch Zecken iibertragene Infektions-
krankheit in der nordlichen Hemisphire (Wilske, 2005). Als Vektor dient die Schildzecke,
auch Holzbock genannt. In Mitteleuropa ist es Ixodes ricinus.

Als Erregerreservoir werden kleine Nagetiere und Vogel angesehen. Hier infizieren sich
die Zecken, die den Erreger zunichst in ihren Darm aufnehmen und dann auf ein anderes
Tier oder auf den Menschen iibertragen. Andere Tiere wie Rehe und Hirsche spielen eine
wichtige Rolle als Wirtstiere fiir Zecken (RKI, 2007). Die Zecken sind dreiwirtig, d.h. sie
durchlaufen die Stadien Larve, Nymphe, adulte Zecke und befallen jeweils einen frischen
Wirt (Bennet, 1995). Im Korper der Zecke konnen sich die Borrelien vermehren (Barbour
und Hayes, 1986).

Die Lyme-Borreliose, die aufgrund der Vielfalt ihrer Symptome schon als ,,Chaméleon
aller Infektionskrankheiten* bezeichnet wurde (Wilske und Fingerle, 2000), verliduft in

Stadien. Die klinischen Manifestationen koOnnen isoliert oder in unterschiedlichen
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Kombinationen auftreten (Wilske und Fingerle, 2000). Nachdem es fiir einige Tage bis
Wochen zunidchst zu einer um den Zeckenstich lokalisierten Hautinfektion kommt
(Erythema migrans), die sich im weiteren Verlauf als Wanderrote verbreitet, disseminiert
die Spirochite in viele verschiedene Gewebe. Diese sind unter anderem die Synovia der
Gelenke, das zentrale Nervensystem und das Herz (Stanek und Strie, 2003). Von den
Geweben aus sind die Borrelien in der Lage, Endothel zu durchwandern und so in die
Blutbahn zu gelangen (Wooten und Weis, 2001). Daher besteht in vivo die Moglichkeit
zum direkten Kontakt mit den Blutplidttchen. Aus diesem Grund boten sich fiir die hier
durchgefiihrte Untersuchung insbesondere die Borrelien an. Auflerdem war bekannt, dass
sie an Pléttchen binden konnen (Coburn et al., 1993; Coburn et al., 1994; Leong et al.,
1998; Coburn, 2001).

Die infektiosen Stimme binden am aktivierten Plittchen an das Membranintegrin o33,
auch als Glykoprotein IIb/IIla bezeichnet. Die Stimme, die nicht an das Integrin gebunden
haben, waren nicht infektios (Coburn et al., 1994). Untersucht wurden in einer Studie
Stamme der Spezies Borrelia afzellii, garinii und sensu stricto. Ein eindeutiger
Zusammenhang mit OspA, OspB oder OspC fiir das Bindungsverhalten lie} sich nicht
nachweisen (Coburn et al., 1994). Fiir die Bindung miissen die Plittchen vorher aktiviert
sein (Coburn, 2001). Von Seiten der Borrelien kommt es vermutlich iiber das Ober-
flichenprotein p66 zur Bindung an das GP IIb/Illa der Plittchen (Defoe und Coburn,
2001). AuBerdem sind die Borrelien grofl und eigenbeweglich, sie lassen sich also durch
das Lichtmikroskop im Dunkelfeld gut beurteilen. Fluoreszenzmikroskopisch erscheinen
sie besonders priagnant. Da es bislang mehr Untersuchungen beziiglich der
plattchenvermittelten Abwehr gegen grampositive Erreger gab, waren die Untersuchungen

an diesen gramnegativen Erregern vielversprechend.

1.3.1. Ultrastruktureller Aufbau

Borrelien sind gramnegative Schraubenbakterien. Die mikroaerophilen Spirochiten sind
ungefdhr 10 bis 30 um lang, haben lockere Windungen und einen Durchmesser von ca.
0,18 bis 0,25 um (Burgdorfer et al., 1982). Sie sind sehr beweglich. Lichtmikroskopisch
sind sie als Nativpridparat im Dunkelfeld gut zu beobachten. Elektronenmikroskopisch
zeigt sich in der Borrelie ein Plasmazylinder, umgeben von einer dufleren Membran.
Zwischen Zylinder und Membran gibt es sogenannte Endoflagellen. Es kommen bis zu 18

dieser Flagellen vor (Brade et al., 2005). Diese sind ursdchlich fiir die Beweglichkeit
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(Barbour und Hayes, 1986). Die Windungen der Schraubenbakterien entstehen durch die
Endoflagellen, die an beiden Enden des Protoplasmazylinders verankert sind.

Die Art B.burgdorferi sensu lato kann in mindestens drei Genospezies unterteilt werden:

B. burgdorferi sensu stricto, afzelii und garinii (Sigal, 1998; Wilske u. Fingerle, 2000).

Fiir die Untersuchungen in dieser vorliegenden Arbeit wurden die Stimme B. burgdorferi
sensu stricto B31, B. burgdorferi garinii B29 und B. burgdorferi afzelii PKo38, PKo8l,
PKo345 und PLe verwendet. B31 ist ein typischer nordamerikanischer Stamm aus Zecken
(I. dammini) isoliert, B29 kommt aus europidischen Zecken (I. ricinus). Die iibrigen
Stamme sind von europidischen Patienten mit Erythema migrans (Wilske et al., 1993).

Auf molekularer Ebene konnten verschiedene fiir die Borrelien typischen Proteine
identifiziert werden. Es finden sich spezielle Oberflichenproteine, sogenannte ,,outer
surface proteins® (Osp) A-G und Flagellin (Sigal, 1998). Die Osp werden je nach
Fiitterungszustand der Zecke und je nach Temperatur des umgebenden Milieus
unterschiedlich exprimiert: Im Darm der Zecke prigen die Borrelien hauptsédchlich Osp A
aus. Wandern sie jedoch wihrend des Zeckenbisses in die Speicheldriisen der Zecke oder
den menschlichen Korper, sinkt die Expression von Osp A, dafiir wird vermehrt Osp C
ausgepragt (de Silva und Fikrig, 1997; Fingerle et al., 1998; Obonyo et al., 1999; Fingerle
et al., 2000; Kramer et al., 2000). Osp C wird auch bei Anstieg der Temperatur von 31°C
auf 37°C vermehrt ausgeprigt (Obonyo et al., 1999). In der Zellkultur exprimieren die
Borrelien vorwiegend Osp A und Osp B (de Silva und Fikrig, 1997). Bei hohen Passagen
in der Zellkultur veridndern sich die Eigenschaften der Borrelien, so kommt es zu einem
Verlust von Pathogenitit und Infektiositdt der Erreger (Johnson et al., 1984; Giiner, 1994).
Der Wandel der Osp-Exprimierung wihrend der Mahlzeit der Zecke von Osp A zu Osp C

korreliert ebenfalls mit steigender Infektiositit fiir Siugetiere (Obonyo et al., 1999).
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1.4. Reaktive Sauerstoffspezies

1.4.1. ROS

Die Abkiirzung ROS steht fiir reactive oxygen species (= reaktive Sauerstoffspezies). Sie
umfasst unterschiedliche Molekiile, wie z.B. die toxischen Sauerstoffprodukte Superoxid-
Anion (O;’), Hydroxylradikal (OH"), Wasserstoffperoxid (H,O,) oder das Stickstoft-
monoxid NO. Diese wirken, in phagozytierenden Zellen produziert, direkt toxisch auf
Bakterien (Janeway et al., 2002). Sie werden von lysosomalen NADPH-Oxidasen und
anderen Enzymen abgegeben. Dieser ProzeB ist bekannt als ,respiratory burst®
(=Radikalfreisetzung), da wihrenddessen der Sauerstoffverbrauch voriibergehend zunimmt

(Janeway et al., 2002).

1.4.2. ROS im Blutplittchen

Nicht nur die primér als Phagozyten bekannten neutrophilen Granulozyten und Makro-
phagen produzieren die reaktiven Sauerstoffspezies, sondern auch Plattchen (Marcus et al.,
1977; luliano et al., 1997). Die ROS entstehen vorwiegend durch die NAD(P)H-Oxidase
(Pulcinelli et al., 2001; Krotz et al., 2002). Die Bildung von z.B. O, ist auBerdem abhingig
vom Arachidonsiduremetabolismus (Caccese et al., 2000).

In Anlehnung an die bakteriziden Fihigkeiten der Phagozyten lag also der Verdacht nahe,
dass die ROS der Plittchen Einfluss auf die plittchenvermittelte Abwehr haben wiirden,
bzw. sogar deren Ursache sein konnten. Um diesen Sachverhalt niher zu untersuchen,
sollten den Plittchen Antioxidantien hinzugefiigt werden, damit moglicherweise ein

verandertes Abwehrverhalten auffallen wiirde.

1.4.3. Antioxidantien

Die Vitamine C und E sind als Antioxidantien und Radikalfidnger bekannt (Loffler und
Brigelius-Flohe, 2007). Damit der Einfluss freier Radikale aus Stoffwechselvorgingen der
humanen Blutpléttchen auf das pléttchenabhédngige Killing der Bakterien ausgeschlossen
werden konnte, wurden diese Antioxidantien in einer Versuchsreihe zur Hemmung der

freien Radikale eingesetzt.
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1.4.4. Vitamin C

L-Ascorbinsiure ist ein wasserlosliches Vitamin, das in groBen Mengen z.B. in griinen und
roten Paprikaschoten, Tomaten, Petersilie, Zitronen und Spinat vorkommt. Der tédgliche
Bedarf in der Nahrung eines Erwachsenen betrdgt im optimalen Fall etwa 75 mg pro Tag,
der tigliche Minimalbedarf zur Verhinderung des Skorbut betrigt 10 mg. Ascorbinsdure
wirkt biochemisch als starkes Reduktionsmittel.

Bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit wird eine protektive Eigenschaft der
Ascorbinsdure vermutet, da sie am Kollagenstoffwechsel beteiligt ist (Schindler et al.,
2002). Auch ein direkter Effekt auf Plittchenaggregation und —adhision ist schon
untersucht worden. So fanden Bordia und Verma 1985 bei oraler Ernidhrungsergénzung
von lg Vitamin C alle 8 Stunden iiber 10 Tage bei Versuchspersonen eine verminderte
Plittchenaggregation und -adhésion gegeniiber der Kontrollgruppe. Darauthin vermuteten
sie, dass Vitamin C einen priaventiven Effekt auf arteriosklerotische Prozesse haben kann.
2002 untersuchten Schindler et al. die Wirkung von Vitamin C als Antioxidans im
humanen Plasma auf die Thrombozytenaggregation bei Rauchern und Nichtrauchern. Es
wurden einmalig 3 g Vitamin C gelost in physiologischer Kochsalzlosung intravendos
verabreicht. Sie fanden einen hemmenden EinfluB auf die kollageninduzierte
Thrombozytenaggregation. Dies deutete ebenfalls auf eine protektive Wirkung von Vita-
min C bei der Entwicklung der koronaren Herzerkrankung hin. Bekannt ist auch die anti-
oxidative Wirkung gegeniiber Guanin (Bland, 1998) nach Supplementierung von 500 mg
Vit. C taglich.

Diese bekannten Ergebnisse lieBen vermuten, da L-Ascorbinsdure fiir Versuche an den
Plittchen zur Ermittlung des Wirkmechanismus der plittchenvermittelten Abwehr als

Radikalféanger bzw. Antioxidans dienen konnte.

1.4.5. Vitamin E

Vitamin E wurde vor etwa 80 Jahren entdeckt und ist als effektives Antioxidans bekannt
(Steiner, 1993). Tocopherol (Vitamin E) ist ein lipidlosliches Vitamin. Der tdgliche Bedarf
fiir einen Erwachsenen betrigt 25-30 mg. Besonders viel Tocopherol ist in Weizen
enthalten. Tocopherole konnen in Tocochinone umgewandelt werden und bei diesen
Reaktionen insgesamt zwei Elektronen abgeben und so die Reaktionspartner reduzieren.

So konnen sie freie Radikale von der oxidativen Schiddigung von Membranfettsduren
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abhalten (Tappel, 1972; Loffler und Brigelius-Flohe, 2007). Hierbei muss allerdings in
einem Zwischenschritt das Tocopherylradikal mit Ascorbat oder Glutathion reduziert
werden. Diskutiert werden derzeit priventive Effekte von Vitamin E bei kardiovaskulidren
Erkrankungen oder Neoplasien. Im Zusammenhang von Vitamin E mit Pléttchen ist bereits
ein hemmender Einfluss auf Plittchenaggregation (Steiner, 1991; Calzada et al., 1997;
Williams et al., 1997), Plittchenadhision (White et al., 1979; Jandak et al., 1988 und 1989;
Steiner, 1992) und auf die Thromboxansynthese (White et al., 1977 und 1979) festgestellt
worden. Die Priinkubation von Pldttchen mit o-Tocopherol, der biologisch aktiven
Unterform, inhibierte in vitro die Pléttchenaktivierung durch z.B. ADP, Fibrinogen, Kolla-
gen, Thrombin. Das zeigte sich in verminderter Freisetzung von Granula (Steiner, 1993),
verminderter Aggregation (Calzada et al., 1997; Williams et al., 1997) und verminderter
Ausbildung von Pseudopodien und Adhidsion (White et al., 1979; Jandak et al., 1989;
Steiner, 1992). Die durch H,O, ausgeloste Plittchenaggregation konnte ebenfalls durch
Vitamin E unterbunden werden (Higashi und Kikuchi, 1973).

1999 untersuchten Williams et al. die Effekte von Vitamin E und Vitamin C auf Plittchen
in vitro. Auch in dieser Studie wiesen mit Vitamin E priinkubierte Plittchen, die mit ADP,
Kollagen oder Thrombin stimuliert worden waren, eine signifikant geringere Aggregation,
Adhision und Pseudopodienbildung auf. Es fiel jedoch auf, dass sich Aggregation und
Adhasion durch Vitamin C nicht signifikant mindern lieen.

Klinisch bedeutsam ist der Einfluss von Vitamin E auf die Plittchenadhision und die
Produktion von Adhédsionsmolekiilen, wie z.B. P-Selektin. Im Vergleich zweier
Patientengruppen nach PTCA, von denen eine iiber vier Wochen oral eine Vitamin-E-
Supplementierung bekam, die andere Gruppe aber nur ein Placebo (Sojabohnendl), zeigte
sich, dass bei der Placebogruppe der P-Selektin-Spiegel signifikant nach PTCA anstieg,
nicht jedoch bei der Gruppe, die Vitamin E bekam (Ferns et al., 2000).
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1.5. Fragestellung

Humane Blutplittchen konnen auf vielféltige Weise an der unspezifischen Abwehr gegen
eingedrungene Pathogene teilnehmen. Sie vermogen Krankheitserreger aufzunehmen und
reaktive Sauerstoffspezies freizusetzen, sie geben nach Thrombin-Stimulierung mikro-
biozide Peptide ab, sie interagieren mit dem Komplementsystem und iiber freigesetzte
Chemokine mit Leukozyten und anderen Komponenten der spezifischen Immunabwehr.
Die freigesetzten mikrobioziden Peptide (platelet microbicidal protein = PMP), ihr
Wirkmechanismus und ihr Wirkspektrum sind bei verschiedenen Siugetieren z.T. gut
untersucht, entsprechende Kenntnisse iiber humane Plittchen sind dagegen erst wenige
vorhanden.

Aus Vorversuchen der Arbeitsgruppe war bekannt, dass humane Blutplittchen Borrelien
der Stimme Borrelia garinii B29, Borrelia burgdorferi sensu stricto B31 und Borrelia
afzelii PLe abwehren konnten.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen nun die bereits genannten und weitere ausgesuchte
Borrelienstimme auf ihre Sensitivitit gegeniiber der humanen pléttchenvermittelten
Abwehr untersucht werden. Dabei handelt es sich um die Stimme B29, B3I, PLe sowie
Borrelia afzelii PKo38, PKo81 und PKo345. Hierbei stellt sich die Frage, ob die Stamme
aus Zeckenisolaten (B29 und B31) anders reagieren als die iibrigen Stidmme, die aus
Patienten isoliert sind. Zudem soll gekldrt werden, ob Verdnderungen der Infektiositat /
Pathogenitit einzelner Bakterienstimme, wie sie nach ldngerer in-vitro-Kultivierung
(PKo81 und PKo345) beobachtet werden, mit einer verdnderten Sensitivitidt der
Mikroorganismen gegeniiber der pldttchenvermittelten Abwehr einhergehen.

SchlieBlich soll der theoretisch mdogliche Wirkmechanismus der plittchenvermittelten
Abwehr gegeniiber Borrelien herausgearbeitet werden. Zu diesem Zweck werden
Teilaspekte der Thrombinwirkung gezielt ausgeschlossen (Stimulierung nur iiber PAR-1
durch ein synthetisches Peptid).

Desweiteren werden mogliche Effekte von Sauerstoffradikalen durch Einsatz von
Antioxidantien ausgeschaltet.

AbschlieBend erfolgen ultrastrukturelle Untersuchungen, um die Reaktionsabldufe

zwischen Pléttchen und Borrelien auch qualitativ morphologisch genau zu beschreiben.
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2.1. Borrelienkulturen

2.1.1. Borrelienisolate aus Zecken

Die aus Zecken isolierten Stimme von Borrelia garinii B29 und Borrelia burgdorferi
sensu stricto B31 stellte Dr. Michael Rittig (Nottingham, UK) zur Verfiigung. Die
Borrelien wachsen in einem modifizierten BSK-H-Medium (BioConcept, Umkirch,
Deutschland), das mit 6,25 % Kaninchenserum (BioConcept) und 2 mmol/l L- Glutamin

(SIGMA) angereichert ist. Die Kulturen befinden sich im Brutschrank bei 37°C und wer-
den regelméBig anhand folgender Kriterien auf ihren Zustand iiberpriift: Beweglichkeit,
Zelldichte, Anzahl toter Borrelien (unbeweglich, strichférmig), Kontaminationen. Zweimal
wochentlich werden die Stimme mit neuem Medium iiberimpft. Die Konzentration der

Borrelien in Kultur betrug durchschnittlich 2-3x10/ml.

2.1.2. Borrelienisolate aus Patienten

Die aus der Haut von Patienten mit Erythema migrans isolierten verschiedenen Passagen
des Stammes Borrelia afzelii PKo38, PKo81, PKo345 sowie Borrelia afzelii PLe erhielten
wir von Prof. Dr. Bettina Wilske vom Max-von-Pettenkofer-Institut fiir Mikrobiologie,
LMU Miinchen. Diese Patientenisolate wachsen in einem modifizierten Kelly-Medium
(MKP-Medium; Praec-Mursic et al. 1986). Dieses wurde ebenfalls aus Miinchen bezogen.
Unter den verschiedenen PKo- Passagen finden sich frithe (PKo38 ) sowie spite (PKoS81
und PKo345). PKo345 ist nicht in der Lage, das Oberflidchenprotein Osp C zu exprimieren
(Fingerle et al. 2000).

Diese Kulturen wurden ebenso wie die Zeckenisolate regelméfig auf ihren Zustand iiber-
priift und zweimal wochentlich mit Medium iiberimpft. Sie gedeihen im Brutschrank bei

33°C am besten.
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2.2. Thrombozytenpriparate

Einzelspender-Thrombozytenkonzentrate (TK) wurden vom Institut fiir Immunologie und
Transfusionsmedizin des UKL mit freundlicher Unterstiitzung von Herrn PD Dr. Peter
Schlenke und Zustimmung der Spender zur Verfiigung gestellt.

Die Herstellung der fiir diese Arbeit verwendeten TK fand mit Hilfe von zwei technisch
verschiedenen Priparationsverfahren statt. Es wurden zunichst gepoolte Priparate ver-
wendet, die aus Vollblutspenden gewonnen wurden. Die Herstellung dieser Priparate
wurde dann eingestellt, so dass fiir alle weiteren Versuche Priparate vom Zellseparator

Verwendung fanden.

2.2.1. Thrombozytenkonzentrate aus Buffy- Coats

Zur Herstellung der Einzel- Thrombozytenkonzentrate wird zunichst durch eine Vollblut-
spende 450 ml Vollblut gewonnen. Dieses wird fiir 8 Min. bei 4500 x g zentrifugiert.
Anschlieend erfolgt die Fraktionierung der Vollblutbestandteile durch den automatischen
Extraktor (Optipress®, Baxter, Miinchen) in Erythrozytenkonzentrat, Plasma und den
Buffy- Coat (BC) in die entsprechenden Beutel. Der Buffy- Coat enthilt Leukozyten und
Thrombozyten. Zu dem BC- Beutel werden 50 — 60 ml Plasma des Spenders dazugegeben.
Nach einer weiteren Zentrifugation fiir 2 Min. bei 500 x g wird der plittchenreiche Plasma-
tiberstand in den Lagerungsbeutel tiberfiihrt. Diesen Thrombozytenlagerungsbeutel (Hemo-
care, T- 2813, Fresenius) lagert man bei 22 + 2°C im Thrombozytenschrank, bis er

etikettiert und infektionsserologisch freigegeben ist.

2.2.2. Apherese- Priparate

Sie werden durch maschinelle Thrombapherese mit Hilfe des Zellseparators Amicus™
(Baxter, Biotech, Miinchen) gewonnen. Bei diesem Verfahren betrigt das entnommene
und an den Spender zuriickgefiihrte Gesamtblutvolumen 3500 ml. Zur Antikoagulation
wird eine ACD- Losung im Verhiltnis 1:10 verwendet. Innerhalb von 20 Minuten nach
Separation werden die Thrombozyten vom Spenderbeutel in einen Lagerungsbeutel
(Lifecell PL- 2410, Baxter, Briissel, Belgien) iiberfiihrt und mit 300 ml Plittchen- additiver

Losung PAS 2 oder mit 200 ml autologem Plasma resuspensiert.
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Die TK enthalten durchschnittlich 6x10® Plittchen /ml und sind 5 Tage haltbar. Sie wurden

frisch, also spétestens am ersten Tag nach der Herstellung, verwendet.

2.3. Plattchenstimulation

2.3.1. Plittchenvermittelte Bakterizidie gegeniiber verschiedenen Borrelienstimmen

Ziel war die quantitative Ermittlung der bakteriziden Wirkung der Pléttchen auf

verschiedene Borrelienstimme, die einerseits aus der Zecke und andererseits aus humaner

Haut isoliert wurden. Die Inkubationen erfolgten fiir 30 Minuten auf Objekttridgern in einer

feuchten Kammer. Fiir die Vergleiche zwischen Borrelienisolaten aus Zecken und denen

aus Erythema migrans von Patienten betrug die Zahl der Versuche zwischen n = 18 und

n = 20. Die Versuchsanzahl war abhingig vom Zustand der Bakterienkulturen. Sie betrug

fiir den Stamm PLe n = 18, fiir PKo81 n = 19 und fiir PKo38, PKo345, B29 und B31

n =20. Die Anzahl n ist die Anzahl der Thrombozytenkonzentrate unterschiedlicher Spen-

der, mit denen jeweils sdmtliche Staimme getestet wurden. Es wurde nie zweimal mit dem

gleichen Spenderpriparat getestet. In diesen Versuchen erfolgte stets eine Stimulation der

Plittchen mit Thrombin.

Versuchsablauf:

e S5ul Borrelien und 5ul Thrombozyten auf dem zuvor in Ethanol gereinigten
Objekttriger vermischen

e zur Stimulation der Pldttchen Thrombin in einer Endkonzentration von 2 U/ml hinzu-
fiigen

¢ diese Inkubation 30 Min. in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur durchfiihren

Die oben genannte Konzentration von 2 U/ml Thrombin hatte sich in Vorversuchen als
potente Anregung fiir die Pldttchen erwiesen. Geringere Mengen hatten entsprechend
geringere Effekte erzielt und elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten bei einer
Endkonzentration von 2 U/ml eine starke Anregung der Plittchen mit fast kompletter
Degranulation.

Um in Kontrollpriparaten den tatsdchlichen Einflul der Thrombin-stimulierten Pléttchen
auf die Borrelien zu iiberpriifen, gab es zur Kontrolle Koinkubationen von Borrelien mit

Thrombin ohne Plittchen. So lieB sich der EinfluB des Thrombins alleine auf die Borrelien
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tiberpriifen. Thrombin ist eine hochaktive Protease, die in kurzer Zeit grole Mengen
Fibrinogen in Fibrin umwandeln kann (Petrides, 2007).

Aus Vorversuchen der Arbeitsgruppe war bekannt, dass Plittchen, die nicht mit Thrombin
angeregt wurden, zwar auch schidigend auf die Borrelien einwirken konnten, aber in

wesentlich geringerem AusmaB.

2.3.2. Experimente zur Ermittlung des Wirkmechanismus der Bakterizidie

2.3.2.1. Modelle zur Aktivierung der Plittchen

Zur qualitativen Untersuchung der bakteriziden Effekte der Blutplittchen wurden,
vergleichend zu den Inkubationen mit Thrombin, Inkubationen mit einem synthetischen
Thrombin-Rezeptor-Agonisten, der die Plittchen hauptsidchlich degranuliert (Kinlough-
Rathbone et al., 1993), durchgefiihrt.

Fiir die selektive Degranulation der Plidttchen wurden je Sul Borrelien der Stimme B29,
B31 und PKo38 mit Sul Plittchen vermischt und anschlieBend das synthetische Peptid
SFLLRNPNDKYEPF (SF) in einer Endkonzentration von 500 pmol/ 1 hinzugefiigt. In
Vorversuchen zeigte sich bei dieser Konzentration eine durchschnittliche Degranulation
der Plittchen von ca. 75% im Transmissionselektronenmikroskop (TEM).

Auch hier wurden Kontrollen mit Borrelien und Aktivator ohne Pléttchen durchgefiihrt.
Dabei betrug die Anzahl der Versuche, gleichbedeutend mit der Anzahl der Thrombo-

zytenkonzentrate unterschiedlicher Spender, n = 10.

2.3.2.2. Untersuchungen zum Einfluss freier Radikale auf die Bakterizidie

Um die Wirkung freier Radikale aus Stoffwechselvorgédngen der humanen Blutplittchen
gezielt ausschlieBen zu konnen, erfolgten weitere Versuchsreihen. Hierzu fanden die Vita-
mine C und E Verwendung, die als Antioxidantien und Radikalfinger bekannt sind. Sie

wurden mit Pliattchen, Thrombin und den Borrelien koinkubiert.

In einer Vorversuchsreihe konnten mit den verwendeten Substanzen L-Ascorbinséure,
o- Tocopherol gelost in Chloroform und o-Tocopherol gelost in Sojabohnendl anhand
von Dosis-Wirkungs-Kurven die effektivsten Konzentrationen ermittelt werden.

Fiir Vitamin C wurden 0 mM, 5 mM, 10 mM, 50 mM, 100 mM und 250 mM ausgetestet.
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Fir Vitamin E gelost in Chloroform beobachtete man ebenfalls effektive Endkonzen-
trationen von 0 mM, 5 mM, 10 mM, 50 mM, 100 mM und 250 mM.

Vitamin E geldst in Sojabohnendl wurde entsprechend untersucht.

Aus dieser Vorversuchsreihe zeigte sich, welche Mengen den grofiten Effekt auf die Bak-

terizidie haben, bzw. dass, unabhéngig von der Konzentration, kein Effekt zu erwarten ist.

a) Pri- Inkubationen mit Vitamin C

Verwendung fand in PBS geloste Ascorbinsdure in einer wirksamen Konzentration von
100 mM. Sie wurde mit 180 ul Pléttchen fiir 20 Min. vorinkubiert. Als Kontrollprédparat
diente eine Inkubation von 180 ul Pldttchen nur mit 20 ul PBS. Anschlieend wurden je
5 ul dieser vorbehandelten Plidttchen entnommen, mit Thrombin (2 U/ml) stimuliert und

mit 5 ul Borrelien der Stamme B29 und B3/ fiir 30 Min. inkubiert (n = 5).

b) Pri- Inkubationen mit Vitamin E

198 pl Plittchen wurden mit 10 mM a-Tocopherol, gelost in Chloroform, 60 Min. pri-
inkubiert. Zu dieser Versuchsreihe wurden Kontrollen durchgefiihrt, in denen 198 pul
Plattchen nur mit 2 pl Chloroform vorinkubiert waren. Anschliefend wurden je 5 ul
dieser vorbehandelten Plittchen entnommen, mit Thrombin (2 U/ml) stimuliert und mit

5 ul Borrelien der Stamme B29 und B3/ fiir 30 Min. inkubiert (n = 5).

Diese Versuchsreihe mit o-Tocopherol, gelost in Chloroform, fiihrte auf den Objekt-
tragern hiufig zu massiven Artefakten. Mikroskopisch, z.T. auch schon makroskopisch
erkennbar, imponierten weille Flecken von ausgefillten Proteinen unter dem Deck-
glidschen, so dass die iibrigen Strukturen, wie z.B. Borrelien, nicht mehr beurteilt werden
konnten.

Obwohl Chloroform allein mit den Borrelien unter dem Lichtmikroskop nachweislich
keinen schidigenden Einflu auf die Bakterien ausgeiibt hat, wurde eine weitere
Versuchsreihe mit Vitamin E durchgefiihrt. So fand ein anderes Vitamin E-Priparat,
bereits in Sojabohnendl gelost, Verwendung. 180 ul Pldttchen und 20 pl von diesem

a- Tocopherol, gelost in Ol, wurden bei einer Endkonzentration von 0,1 U/ul fiir 60 Min.
priainkubiert. Umgerechnet in mol bedeutet dies eine Endkonzentration von 156 nmol.

Die Konzentration des o-Tocopherol betrdgt in diesem Pridparat ca. 670 mg/g. Hier

28



Material & Methoden

erfolgte ein Vergleich mit 180 pl Pldttchen und 20 pl Sojadl, um die Wirkung des
Vitamin E als normalem Nahrungsbestandteil zu iiberpriifen. In 1g Sojabohnendl sind
durchschnittlich 0,076 mg o-Tocopherol enthalten (Information von Fauser Vitaquell,
Hamburg).

Anschlieend wurden je 5 pl dieser vorbehandelten Pldttchen mit 5 pul Borrelien der
Stimme B29 und B3/ fiir 30 Min. inkubiert und mit Thrombin (2 U/ml) stimuliert (n =
5).

In dieser Versuchsreihe zum Einfluss freier Radikale auf die Bakterizidie wurden neben
den Priparaten mit Antioxidantien bestimmte Kontrollpriparate ausgewertet. Einerseits
zeigte sich in jedem Experiment der Zustand der Bakterienkultur durch Kontrollen mit
Borrelien und Thrombin ohne Plittchen. Andererseits lieB sich eine intakte
Abwehrfunktion der Plittchen vom jeweiligen Spender fiir den Versuch durch

Kontrollpriparate mit Borrelien, unbehandelten Plidttchen und Thrombin belegen.

2.4. Fluoreszenzmikroskopie

Zur Beurteilung der Vitalitit der Bakterien wurde das DNA - Farbstoffgemisch
LIVE/DEAD®BacLight™ Viability Kit (L- 7012) der Firma Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA verwandt. Durch seine zwei Komponenten SYTO 9 und Propidiumjodid im
Verhiiltnis 1:6 bewirkt es eine Fluoreszenzdoppelmarkierung. Nutzt man SYTO 9 einzeln,
wiirde es alle Bakterien einer Population griin markieren. Im Gegensatz dazu durchdringt
Propidiumjodid nur geschidigte Bakterienmembranen und verdridngt dann SYTO 9 aus der
Bindung an die DNA. Das Farbstoffgemisch dient also als Indikator fiir eine gestorte
Zellmembranpermeabilitit. Hiermit durchgefiihrte Untersuchungen korrelieren gut mit
dem Prozentanteil toter Bakterien in der Kultur (Molecular Probes, product information).

Die Emissionsmaxima fiir SYTO 9 sind bei 500 nm, fiir Propidiumjodid 635 nm.
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2.5. Mikroskopische Auswertung der Priparate

Nach der Inkubationszeit von 30 Min. erfolgte fiir die verschiedenen Versuchsansitze die
gleiche Art der Farbung und Fixierung. Zundchst wurden 10 pl des Farbstoffs
LIVE/DEAD® BacLight™, 200fach verdiinnt in PBS, hinzugefiigt. Nach einer kurzen
Einwirkzeit von 2 Min. wurde mit 2 pl von 10%igem Paraformaldehyd, gelost in PBS,
fixiert.

Die Untersuchung und Dokumentation der Priparate erfolgte am Axiophot (Carl Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) in einer VergroBBerung von 630 x bzw. 1000 x mit einer elektro-
nischen Kamera (Axiocam, AxioVision 2.05, Carl Zeiss Oberkochen, Deutschland). Pro
Objekttrager wurden 10 Gesichtsfelder per Zufall ausgewihlt und jeweils 100 bis 500 Bak-
terien ausgezahlt.

Die Stimme PLe, PKo38, PKo8I und PKo345, die aus menschlichen Hautbiopsien
angeziichtet waren, wiesen meist geringere Konzentrationen in der Kultur auf als die
Zeckenisolate, die im Allgemeinen etwas weniger anspruchsvoll in der Ziichtung sind.

Fiir jeden Stamm wurden pro Versuch die Werte von drei Objekttrigern gemittelt und mit
der natiirlichen Absterberate der Borrelien in der Kultur (nA) in Bezug gesetzt. Es kam
eine bestimmte Formel zur Anwendung, um die effektive Absterberate zu ermitteln:
Experimentinduzierte Absterberate (eA —nA) / (100- nA) = effektive Absterberate.

Die effektive Absterberate wird mit verschiedenen Abkiirzungen bezeichnet, die
gleichzeitig Hinweis auf das verwendete Stimulans enthalten.

Die Anzahl nA entspricht der natiirlichen Absterberate der Bakterien in ihrer Kultur
unmittelbar vor dem Versuch, die experimentinduzierte Absterberate (eA) entspricht dem
Mittelwert der nach dem Experiment beobachteten Absterberate von Borrelien der drei
ausgezihlten Objekttriger. Die durch die Formel errechneten Werte fiir jeden Stamm bei
jedem Versuch entsprechen dem tatsdchlichen Anteil an Bakterien, der durch die
hinzugefiigten Bestandteile (iiberwiegend aktivierte Plittchen) abgetttet bzw. geschidigt

worden ist. Diese Werte wurden im weiteren Verlauf statistisch ausgewertet.

2.6. Auswertung der Ergebnisse und Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde mit Microsoft Excel 97 und SPSS
fir Windows 7.5, SPSS Software GmbH, Miinchen, durchgefiihrt. Die untersuchten

Stichproben entstammen einer nicht normalverteilten Grundgesamtheit. Daher kamen mit

30



Material & Methoden

SPSS der parameterfreie Rangsummentest nach Wilcoxon fiir die Inkubationen zur
Bakterizidie mit Thrombin, SF und den Vitaminen; und der Mann-Whitney-U-Test zum
Vergleich der verschiedenen Pléttchenaktivatoren Thrombin und SF, sowie zum Vergleich
der verschiedenen Thrombozytenpridparate zur Anwendung. Hiermit kann gepriift werden,
ob die Werte der gleichen Grundgesamtheit entstammen oder ob signifikante Unterschiede
zwischen den Werten zweier Gruppen bestehen (Sachs, 2004). Deskriptiv sind Median und
Quartilbereiche ermittelt worden. Die graphische Darstellung ist der Boxplot. Da diese
Verfahren fiir den Leser vermutlich ungewohnt sind, sind zusétzlich in Excel Mittelwert
und Standardabweichungen erstellt worden. Bei einem p-Wert < 0,05 (bzw. < 0,01) wurde
der Unterschied in der zentralen Tendenz als statistisch signifikant ( bzw. hochsignifikant)

betrachtet.

2.7. Transmissionselektronenmikroskopie

Fiir elektronenmikroskopische Untersuchungen wurden 50 ul Plittchen mit Thrombin in
einer wirksamen Konzentration von 2 U/ml angeregt und mit 50 ul Borrelien fiir 15
Minuten koinkubiert. Eine Vorfixation erfolgte durch Zugabe von 1 ml 2,5%igem
Glutardialdehyd (GA) in 0,1 mol/l Cacodylatpuffer (CP) ,pH 7,4 , fiir 5 Minuten bei 37° C.
Nach Zentrifugation mit 200 g iiber 5 Minuten wurde das Sedi-ment aus Borrelien und
Thrombozyten entnommen und in 1 ml 5%igem GA in obigem Puffer bei 22° C fiir 1 h
fixiert. AnschlieBend wurde der Ansatz dreimal in CP gewaschen und bei 4° C iiber 2 h in
1%iger Osmiumsdure (OsO4) nachfixiert. Nach dreifachem Waschen in CP wurde in
aufsteigender Azetonreihe entwissert, fiir je 15 Minuten in 40%igem, 50%igem und
60%igem Azeton. Danach erfolgte eine Blockkontrastierung mit 0,5%igem Uranylazetat
und 0,05%iger Phosphorwolframsdure in 70%igem Azeton bei 22° C iiber Nacht. Nach
weiterer Entwésserung, je 15 Minuten in 80%igem, 90%igem und 2 x 100%igem Azeton,
wurden die Thrombozyten zweimal fiir 30 Min. mit Propylenoxid behandelt und
anschliefend iiber 4 h mit Araldit (Fluka, Buchs, Schweiz) infiltriert. Die Polymerisation
erfolgte bei 65° C iiber 36 h . Ultradiinnschnitte mit einer Dicke von 60 — 80 nm wurden
mit Hilfe eines Ultracut E (Reichert-Jung, Nussloch, Deutschland) hergestellt. Die
Schnittkontrastierung erfolgte mit 1%igem Uranylazetat sowie gesittigter Bleizitratlosung
in einem Ultrasteiner (LKB, Bromma, Schweden). Die Schnitte wurden mit einem Philips

EM 400 ausgewertet und fotografiert.
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Die elektronenmikroskopischen Bilder wurden ausgewertet, um die pléttchenbedingten
Schidigungen an den Borrelien darzustellen.

Zusitzlich wurden die Thrombozytenaktivatoren Thrombin und SF beziiglich ihrer
Fihigkeit, die Plittchen zu degranulieren, untersucht.

Die Plittchen wurden jeweils entweder mit 0,2 U/ml, 2 U/ml und 20 U/ml Thrombin
stimuliert. Als Kontrollpriparat diente eine Inkubation mit Plittchen und Borrelien ohne
Thrombin. In den Untersuchungen mit SF fanden verschiedene Endkonzentrationen von
dem synthetischen Peptid Verwendung: 50umol, 100pmol und 200umol. Hier erfolgte
ebenfalls die Kontrolle mit Pléittchen und Borrelien ohne Aktivator. Die Einwirkzeit betrug
1 bzw. 10 Min. Dann erfolgten die weiteren Einbettungen und Schnitte wie zuvor
beschrieben und die Anzahl der o- Granula wurde in jeweils 200 Plittchen ausgezéhlt und
daraus der Mittelwert errechnet. Die Versuchsanzahl betrug jeweils n = 3, d. h. es wurden
sowohl fiir die Aktivierung mit Thrombin, als auch fiir die Aktivierung mit SF humane
Blutplidttchen von drei verschiedenen Spendern verwendet. Hieraus wurden wieder
Mittelwert und Standardabweichung ermittelt, und anhand des Mann-Whitney-U-Tests lie3

sich ein Vergleich der Wirkung der beiden Stimulanzien durchfiihren.
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2.8. Benutzte Chemikalien

1. BSK-H-Medium (BioConcept, Umkirch, Deutschland)
2. Rabbit-Serum (BioConcept, Umkirch, Deutschland)
3. L-Glutamin (SIGMA G-7513)
4. MKP-Medium (modifiziertes Kelly-Medium; Praec-Mursic et al.
1986) pH=7,6
5. PBS-Losung (Dulbeco’s Phosphate buffered saline SIGMA D-5652)
pH=7,4
6. L-Ascorbic Acid (SIGMA A-7631)
7. a-Tocopherol (SIGMA T-3126)
8. (+)-a-Tocopherol in soybean oil (SIGMA T-3634)
9. Thrombin (SIGMA T-4648)
10. synthetischer Thrombinrezeptoragonist mit der Aminosduresequenz
SFLLRNPNDKYEPF (SIGMA S-7152)
11. Paraformaldehyd (Merck 4005) pH=7,0
12. Chloroform reinst (Merck 2431)
13. Sojabohnendl (Fauser Vitaquell, Hamburg)
14. Dimethyl Sulfoxid DMSO (SIGMA D-2650)
15. Glutardialdehyd (Merck 4239)
16. Dimethylarsinsdure-Natriumsalz (Merck 820670)
17. CaCl,-Dihydrat (Merck 2382)
18. Saccharose (Merck 7651)
19. Osmiumséiure (OsOy) (Fluka 75630)
20. Azeton (Merck 14)
21. Uranylazetat-Dihydrat (Merck 8473)
22. Phosphorwolframsédure (Merck 582)
23. Propylenoxid (Merck 12492)
24. Araldit (Fluka 10952)
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2.9. Nidhrmedien und Pufferlosungen

Modifiziertes Kelly- Medium fiir

Borrelien aus Patientenisolaten:

100ml  CMRL-1066  (Zellkulturmedium,
Gibco), 900ml Aqua bidest, 3g Neopepton, 6g
Hepes, 0,7g Natriumcitrat, 3g Glucose, 0,8g
Natriumpyrovat, 0,4g N-Acetylglucosamin,
2g Natriumbicarbonat, 200ml Gelatine, 35 ml
Rinderserumalbumin und 70 ml
Kaninchenserum. Der pH wird auf 7,6

eingestellt.

Additive Losung fiir Thrombozyten
aus der Zellseparation: PAS 2

Natriumchlorid 6,75 g; Natriumazetat 4,08 g;
Natriumcitrat 2,94 g; Aqua ad injectabilia ad
1000 ml, pH 7,2; Baxter Biotech, Briissel,
Belgien

Losung zur Antikoagulation bei der

Zellseparation: ACD

22,4 g Glukose, 22 g Natriumzitrat und 8 g

Zitrat pro 1 Wasser.

Vorfixation von EM- Prdparaten:

Cacodylatpuffer (CP)

21,403 g Dimethylarsinsdure-Natriumsalz,
0,5 g CaCl,, 50 g Saccharose in 11 Aqua
bidest , pH 7,4
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3.1. Lichtmikroskopisch erkennbare Effekte

Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie sieht man sehr eindrucksvoll das unterschiedliche
farberische Verhalten der Borrelien, aber auch die alleinige Morphologie der Bakterien im
Phasenkontrast ermoglicht bereits Aussagen iiber die Vitalitit. Kriterien fiir die Vitalitit
sind die helikale Struktur der Bakterien, Beweglichkeit und die Firbung mit dem griinen
Fluoreszenzfarbstoff, die auf eine intakte Zellmembran hinweist.

In der Abbildung 2 sind Beispiele der Fluoreszenzdoppelfirbung mit dem Farbstoff LIVE/
DEAD BacLight™ der Firma Molecular Probes dargestellt. Dieser enthilt Propidiumjodid
und SYTO-9 im Verhiltnis 6:1. Die Borrelien mit einer intakten Membran sind durch
SYTO-9 griin markiert (A-C) und haben die typische helikale Struktur der Spirochiten, die
auf funktionierende Endoflagellen hinweist. Borrelien mit einer gestdrten Membran-
integritit werden durch Propidiumjodid rot geféarbt (D-F). Sie haben eine weniger helikale,
eher lineare Form und verraten damit den Funktionsausfall ihrer Flagellen. Zudem weisen
sie hdufig massive Anschwellungen, sogenannte Gemmata, auf. Diese kommen zwar
vereinzelt auch bei griin gefiarbten Borrelien vor, dann aber stets bei noch deutlich
erhaltener Schraubenform der Spirochite. Die gestorte Membranintegritéit der rotgefdrbten
Bakterien wird in den Versuchsreihen als kennzeichnend fiir eine ,,tote* Borrelie ange-
sehen. Dieser morphologische Ansatz bietet zwar keine Sicherheit, ob die Bakterien
tatsidchlich tot sind, aber laut Herstellerangaben sind die Versuchsergebnisse mit dem
Fluoreszenzfarbstoffgemisch in guter Ubereinstimmung mit dem Bakterienwachstum in

der Kultur (Molecular Probes, Product Information Sheet).
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Abbildung?2: Qualitative Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie

Mit dem Fluoreszenzfarbstoffgemisch LIVE/DEAD BacLight ™wurde die Membranpermeabilitdt der
Spirochdte Borrelia burgdorferi unter dem Einfluf3 thrombinstimulierter humaner Blutpliittchen

in vitro untersucht. Die ca. 20-30 um langen und 0,3 um dicken Borrelien zeigen im intakten
Zustand eine helikale Struktur und firben sich mit SYTO-9 griin an (A -C).

Im Gegensatz dazu werden Borrelien mit einer geschdidigten Membran rot markiert, sie verlieren
meist ihre helikale Struktur und erscheinen langgestreckt. Einige Borrelien zeigen zudem typische

Anschwellungen, sogenannte Gemmata (Pfeile in D-F). Die Originalvergrofierung betrug x 1000.
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3.2. Quantitative Auswertung der pliattchenvermittelten Abwehr am Fluoreszenzmikroskop

Bei der quantitativen Auswertung der Prédparate diente das firberische Verhalten der
Bakterien der Einteilung in lebende (griin gefirbte) und abgetotete (rot gefirbte) Borrelien.
Bereits im Kulturmedium gab es bei allen Stimmen einen unterschiedlich groen Anteil
von toten Bakterien, die natiirliche Absterberate (nA). Diese reichte von minimal 2% bis
zu maximal 30%. Nach Thrombin-Stimulation der koinkubierten Plittchen erhohte sich
entsprechend der Anteil der getteten Borrelien bis auf maximal 100%.

Betrachtet man diesen Anstieg der toten Bakterienpopulation relativ zum Ausgangswert im
Kulturmedium, dann ergeben sich massive Unterschiede zwischen den beiden Zecken-
isolaten einerseits und den Isolaten aus humaner Haut andererseits. Die aus Zecken
isolierten Borrelienstimme B29 und B3/ werden mit hoherer Effektivitit abgetotet als die
aus der Haut isolierten Stimme PLe und PKo.

In Vorversuchen mit unstimulierten Pldttchen, bzw. Kontrollen mit Thrombin ohne
Plittchen, konnte keine Zunahme der abgetiteten Bakterien gegeniiber der natiirlichen Ab-
sterberate beobachtet werden. Beim Vergleich der zwei Abwehrmodelle zeigte sich eine
massive bakterizide Wirkung nur bei Stimulation der Plittchen mit Thrombin; die alleinige
Degranulation der Plidttchen mit dem Peptid SFLLRNPNDKYEPF (SF) ergab nur méBige
Effekte.

Wie in Kap. 2.2. beschrieben, dnderte sich wéhrend des Untersuchungszeitraumes das
Herstellungsverfahren fiir die Thrombozytenkonzentrate (TK). Zu Beginn waren TK aus
Vollblutspenden verwendet worden, ab dem 1.4.2001 wurden nur noch sogenannte
Apheresepriparate vom Zellseparator hergestellt. Deshalb musste zunédchst der Nachweis
gefiihrt werden, dass der Wechsel in der Herstellung zu keiner signifikanten Anderung der
Versuchsergebnisse gefiihrt hat.

Dies betrifft nur die Versuchsreihe der sechs verschiedenen Borrelienstimme im Vergleich
untereinander, da die anderen Versuchsreihen erst nach dem 1.4.2001, also durchgehend
mit Apheresepridparaten durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse dieser ersten Versuchsreihe
wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test gepriift; der Wechsel im Herstellungsverfahren
fiihrte zu keinen signifikanten Unterschieden zwischen den Abwehrraten.

Im ersten Versuchsansatz wurden verschiedene Borrelienstimme, die zum einen aus
Zecken isoliert, zum anderen aus der Haut von Patienten gewonnen wurden, zusammen mit

humanen Blutplittchen und Thrombin koinkubiert.
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Zunichst konnte gezeigt werden, dass humane Pléttchen die Borrelien generell abwehren
konnen, der Wirkmechanismus blieb bei diesem Versuchsansatz unbeachtet. Um dies
statistisch zu untermauern, kam der Rangsummentest nach Wilcoxon zur Anwendung, in
dem die nA aller sechs Borrelienstimme in Kultur mit der tpA verglichen wurde. Die
Versuchsanzahl betrug fiir die Stimme B29, B31, PKo38 und PKo345 n = 20, fiir PKo 81
n= 19 und fiir PLe n = 18. Bei einem p-Wert von < 0,01 wurde der Unterschied der
zentralen Tendenz als statistisch hochsignifikant betrachtet.

Fiir alle sechs Borrelienstimme ergab sich hier ein Wert fiir p, der sogar wesentlich kleiner
war, ndmlich p = 0,0001. Die Irrtumswahrscheinlichkeit fiir die Behauptung, dass
aktivierte humane Plittchen Borrelien verschiedener Stimme in vitro abwehren konnen, ist
also sehr gering.

Es stellte sich also heraus, daB3 aktivierte humane Blutplidttchen unter in-vitro-Be-
dingungen Borrelien abwehren konnten.

Nun sollte im Besonderen darauf eingegangen werden, ob humane Plittchen die
Borrelienisolate B29 und B31 aus Zecken oder die Borrelienisolate PKo 38, 81, 345 und
PLe aus der Haut von Patienten besser abwehren konnten. Hierbei zeigte sich deutlich,
dass die Zeckenisolate um ein Vielfaches besser abgewehrt werden konnten als die
Hautisolate.

So konnten fiir die Zeckenisolate B29 und B3/ nach Uberimpfung mit thrombinaktivierten
humanen Blutpléttchen geschédigte (rote) Borrelien mit einem Anteil von 93,2% + 3,2%
gezihlt werden (B29) und fiir B31 90,8% * 7,8%.

Demgegeniiber konnten der Stamm PLe durch die Plittchen nur zu 68,8% * 16,0%, PKo38
zu 52,9% + 13,0%, PKo81 zu 57,6% * 18,1% und PKo345 zu 56,0% * 13,6% geschidigt
werden.

In Abbildung 3 sind diese Versuchsergebnisse in Form eines Box-Plot-Diagramms
veranschaulicht. Es wurde diese Darstellungsform gewihlt, weil man nicht davon ausgehen
konnte, dass die Werte einer Normalverteilung entsprechen.

Herausragend sind dabei die hohen Absterberaten der mit thrombinaktivierten Plittchen

inkubierten Stimme B29 und B3 1.
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Abbildung3: Bakterizide Wirkung thrombinaktivierter humaner Plittchen auf verschiedene
Borrelienstimme.

Auf der y- Achse ist der Anteil toter Borrelien in % dargestellt, auf der x- Achse die verschiedenen Stimme
(Zeckenisolate B29 und B31, sowie Patientenisolate PKo38, PKo81, PKo345 und PLe) jeweils mit der
natiirlichen Absterberate in der Kultur (linke Box, Punkte) und der durch thrombinaktivierte humane
Pldattchen verursachten Absterberate (rechte Box, tiirkis). In diesem Box-Plot-Diagramm sind die Boxen
durch das untere und obere Quartil begrenzt, die Linie in der Box stellt den Median dar. Die Endwerte der
dufleren Linie bezeichnen den minimalen und maximalen Wert.

Versuchsanzahl n = 20 aufer fiir Stamm PKo8I n = 19 und PLe n = 18.
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Bei einer Uberpriifung mit dem Rangsummentest nach Wilcoxon lieBen sich folgende
hochsignifikante Unterschiede (p < 0,01) in der plittchenvermittelten Abwehr der
verschiedenen Borrelienisolate nachweisen: Die Zeckenisolate B29 und B3/ waren
deutlich empfindlicher gegeniiber den thrombinaktivierten Plittchen als die Patienten-
isolate PLe und die verschiedenen PKo- Passagen.

Ob die Unterschiede in der zentralen Tendenz statistisch signifikant waren, ist in Tabelle 2
veranschaulicht. Die Patientenisolate waren insgesamt anspruchsvoller in der Anziichtung,
und es bestand schon im voraus eine recht hohe natiirliche Absterberate in der Kultur. Die
verschiedenen Eigenschaften der Patientenisolate ( PKo38 — niedrige Passage, PKo81 —
hohere Passage, PKo345 — keine Exprimierung von Osp C ) fiihrten innerhalb der Gruppe
der Hautisolate zu keinen signifikanten Unterschieden in der plittchenvermittelten

Abwehr.

B29
Zeckenisolat

B31
Zeckenisolat

PLe
Hautisolat

PKo38
Hautisolat

PKo81
Hautisolat

PKo345
Hautisolat

B29
Zeckenisolat

kg

ek

ek

ek

B31
Zeckenisolat

kk

sksk

sksk

sksk

PLe
Hautisolat

ek

ek

*k

PKo38
Hautisolat

ek

kg

PKo81
Hautisolat

sksk

PKo345
Hautisolat

ek

In der Tabelle 2 sind die Unterschiede ( ** = hoch signifikant mit p < 0,01; * = signifikant mit p < 0,05;

- = nicht signifikant mit p > 0,05 ) zwischen den Abwehrraten der verschiedenen Borrelienstimme durch
thrombinstimulierte humane Blutpldttchen im Vergleich dargestellt. Die Versuchsanzahl betrug fiir die

Stimme B29, B31, PKo38 und PKo345 n=20, fiir PKo81 n=19 und fiir PLe n= 18.

Es wird deutlich, dass zwischen der Abwehr gegeniiber Zeckenisolaten (B29 und B317) und
der Abwehr gegeniiber Borrelienisolaten aus der Haut von Patienten (PKo38, PKo8l,
PKo345, PLe) ein hochsignifikanter Unterschied besteht. Innerhalb dieser Gruppen sind
jeweils keine signifikanten Unterschiede in der Empfindlichkeit gegeniiber thrombin-

stimulierten humanen Blutpléttchen aufgetreten, auB3er bei PLe im Vergleich zu PKo38.
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3.3. Inkubationen zur Untersuchung des Wirkmechanismus der Bakterizidie

3.3.1. Unterschiedliche Modelle zur Aktivierung der Plittchen

Zur qualitativen Untersuchung der bakteriziden Effekte der Plattchen wurden, im
Vergleich zu den Inkubationen mit Thrombin, Inkubationen mit einem synthetischen
Thrombin- Rezeptor- Agonisten durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um ein Peptid mit der
Aminosduresequenz SFLLRNPNDKYEPF (SF, Sigma), das die Plittchen degranuliert,
aber weitere Stoffwechselwege der Stimulation unbeeinflusst 1a6t.

Die Aminosiduresequenz des SF ist Teil der durch die Endoprotease Thrombin freigelegten
Thrombinrezeptorsequenz und aktiviert den Rezeptor PAR 1 des Plittchens.

Untersucht wurden die drei Stimme B29, B31 und PKo38. Die Versuchsanzahl betrug

n = 10. Die durch die SF- stimulierten Pléttchen erzeugten Absterberaten der Borrelien
sind mit spA abgekiirzt und in Abbildung 4 dargestellt.

Um zu ermitteln, ob sich die Abwehrerfolge thrombinstimulierter humaner Blut-plittchen
von denen mit dem synthetischen Thrombin-Rezeptor-Agonisten SF angeregten Plittchen
tatsdchlich  unterscheiden, kam der Mann-Whitney-U-Test zur Anwendung. Die
Uberpriifung ergab, dass sich die Abwehrraten hochsignifikant un-terscheiden (p < 0,01).
Fiir alle drei Stamme B29, B31 und PKo38 ergab sich ein Wert von < 0,0001 bei n = 10.
Die thrombinaktivierten humanen Blutplittchen erzielten je-weils eine hohere Abwehrrate
gegeniiber allen drei Borrelienstimmen. In Abbildung 4 sind die Raten der
plittchenvermittelten Abwehr der SFLLRNDKYEPF- stimulierten Plittchen im Uberblick
dargestellt. Fiir die Stimme B29, B3l und PKo38 sind jeweils die natiirlichen
Absterberaten in der Kultur und die erzielten Absterberaten durch die stimulierten

Plittchen veranschaulicht.

41



Ergebnisse

50
o
o~
£ 40
C
2
(0]
=
o
gyl
= 30 B
o el
o
=
P o]
5 B et
P e ]
.,6 ettt Mot Pt ]
=2
T 20+ N
P N
é .....
10 4 __I__
———

B29 B31 PKo38

In Abb.4 sind zundchst die natiirlichen Absterberaten der Borrelien in Kultur vor Versuchsbeginn dargestellt
(linke Box, Punkte). Auflerdem ist fiir die Zeckenisolate B29 und B31, sowie fiir das Patientenisolat PKo38
die Menge toter Borrelien in % unter Einflufs von stimulierten Pliittchen dargestellt. Die Pliittchen sind hier

mit dem synthetischen Peptid SF stimuliert (rechte Box, kariert). Versuchsanzahl n = 10.

In Abbildung S sind die Ergebnisse fiir die Stimme B29, B3] und PKo38 noch einmal
zusammenfassend veranschaulicht. Dargestellt sind fiir jeden Stamm die natiirliche
Absterberate (nA) in der Kultur, die Absterberate durch SFLLRNDKYEPF- stimulierte
Plittchen (spA) und die Absterberate durch thrombinstimulierte Plittchen (tpA). So wird
deutlich, dass der maximale Effekt der plattchenvermittelten Bakterizidie durch Thrombin
und nicht durch den synthetischen Agonisten erzielt wird. Und es wird deutlich, dass der
bakterizide Effekt am meisten gegeniiber den Zeckenisolaten, und nicht gegeniiber dem

Patientenisolat PKo38 ausgeprigt ist.
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Mit dem Rangsummentest nach Wilcoxon wurde tiiberpriift, ob die Abwehrraten der
Zeckenisolate signifikant hoher sind als die des Patientenisolates PKo38. Bei Werten fiir
die Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,01 wurden die Unterschiede im Abwehrerfolg
gegeniiber den verschiedenen Borrelienstimmen als hochsignifikant betrachtet.

Eine Ubersicht dariiber gibt Tabelle 3.

B29 B31 PKo38
Zeckenisolat Zeckenisolat Hautisolat

B29
Zeckenisolat

B31
Zeckenisolat

PKo38
Hautisolat

Tabelle 3

Ubersicht iiber die Irrtumswahrscheinlichkeit p, ermittelt mit dem Rangsummentest nach Wilcoxon, zum
Vergleich der Abwehrraten von SF-aktivierten Plittchen (spA) der verschiedenen Borrelienstdmme

( ** = p < 0,01 gilt als hochsignifikant,- = p > 0,05). Versuchsanzahl n = 10.
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Abbildung 5

Abwehr der verschiedenen Borrelienstimme durch unterschiedlich stimulierte humane Blutpliittchen in
%. Fiir die beiden Zeckenisolate B29 und B31, sowie fiir das Patientenisolat PKo38 ist zundchst die
natiirliche Absterberate (linke Box, Punkte), dann die Thrombin-indizierte Absterberate (mittlere Box, tiirkis)
und im Vergleich dazu die SFLLRN-induzierte Absterberate (rechte Box, kariert) dargestellt.
Versuchsanzahlen n = 30 (natiirliche Absterberate);n = 20 (mit Thrombin); n = 10 (mit SFLLRN)

3.3.2. Einfliisse freier Radikale auf die plittchenvermittelte Abwehr

Um die Einfliisse von Antioxidantien auf die pldttchenvermittelte Abwehr ndher zu
beleuchten, wurden den Plittchen Ascorbinsidure und zwei verschiedene o-Tocopherol-
Préaparate (gelost in Chloroform, bzw. gelost in Sojabohnendl) hinzugefiigt. Zunéchst
wurden Vorversuche durchgefiihrt, um eine Dosis-Wirkungs-Kurve zu ermitteln. In der
Versuchsreihe mit Vitamin C stellte sich heraus, dass mit steigender Konzentration keine
Verinderungen in der Bakterienabwehr auftraten. Lediglich bei Zufiigen von tiber 10%
PBS wurde offensichtlich der Verdiinnungseffekt der Plittchen so stark, dass die

Abwehrrate geringer wurde. Dies lag nicht am Vitamin C, denn die Abwehrrate sank
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ebenso im Kontrollpriparat, in dem nur PBS ohne Vitamin C verwendet wurde. Fiir die
Versuchsreihe wurde dann eine Menge von 20 pul 1 M Vitamin C in PBS verwandt, also

eine Endkonzentration von 100 mM.
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Abbildung 6 : Dosis- Wirkungs- Beziehungen der Antioxidantien
A: Vitamin E in Sojabohnendl; B: Vit. E in Chloroform; C: Vitamin C in PBS

Die markierten Konzentrationen sind jene, die fiir die Versuche Verwendung fanden.
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Bei Zugabe von Vitamin E, gelost in Chloroform, zeigte sich deutlich, dass die Abwehrrate
insgesamt sank. Ein spezielles Minimum, also eine maximale Hemmung der Abtotung der
Borrelien durch Plittchen, lag bei einer wirksamen Konzentration von 10 mM. Diese
Menge wurde fiir die Versuche verwendet. Vitamin E geldst in Sojabohnendl erbrachte
ebenso insgesamt eine Abnahme im Abwehrerfolg der iiber 60 Min. prédinkubierten
Plittchen gegeniiber Borrelien. Ein Wendepunkt in der Reaktion zeigte sich bei der
Verwendung von 20 ul, also einer wirksamen Endkonzentration von 156 nmol, die dann

fiir die Versuche beibehalten wurde.

3.3.2.1. Einfluss von L-Ascorbinsdure auf die pliattchenvermittelte Abwehr

Die mit Vitamin C pridinkubierten humanen Blutpldttchen (CPBStpA) wiesen insgesamt
keine signifikante Abnahme in ihrer Abwehrrate gegeniiber den Borrelienstimmen B29
und B3/ (jeweils n = 5) auf. In Abbildung 7 sind die Ergebnisse dargestellt. Die ver-
schiedenen Ansitze beinhalten die thrombinstimulierten Plittchen ohne sonstige Zusitze
(tpA), die Kontrollgruppe aus thrombinstimulierten Plittchen mit PBS (PBStpA) und die
eigentliche Versuchsgruppe der mit Vit.C in PBS priinkubierten thrombinstimulierten
Plittchen (CPBStpA). Zum Vergleich ist jeweils die natiirliche Absterberate der Borrelien
ermittelt worden. Mit dem Wilcoxon-Test ermittelte Werte fiir p ergaben fiir die
Vergleiche aller drei Pléttchenansitze mit der nA p < 0,05, also eine signifikante Abwehr
gegeniiber beiden Borrelienstimmen, (p = 0,043). Die mit Vitamin C vorbehandelten
humanen Plittchen unterscheiden sich hier nicht in der Abwehrleistung. Die verschiedenen
Plittchenansitze erzielten vergleichbare Abwehrerfolge gegeniiber den Borrelien B29.
Ahnliche Ergebnisse wurden fiir den Stamm B3/ ermittelt. Die natiirliche Absterberate war
signifikant geringer als die durch die verschiedenen Plittchenansitze ermittelten

Abwehrraten (p = 0,043).
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Abbildung 7 Einfluss von 100 mM Vitamin C auf die bakterizide Wirkung thrombinstimulierter Pliittchen
am Beispiel von B29 (tiirkis) und B31 (violett).

Die nA ist die natiirliche Absterberate der Borrelien in der Kultur, tpA sind thrombinstimulierte Pldttchen,
PBStpA ist die Kontrollgruppe von thrombinstimulierten Pldttchen, die mit PBS prdinkubiert wurden und
CPBStpA ist die Versuchsgruppe von mit Vit.C geldst in PBS prdinkubierten thrombinstimulierten Pldttchen.
Veranschaulicht als Box-Plot-Diagramm, in der Box ist der Median dargestellt, obere und untere
Begrenzung sind das obere und untere Quartil. Die Endwerte der dufleren Linie bezeichnen den minimalen

und maximalen Wert. Versuchsanzahl n = 5.

Mit dem Wilcoxon-Test wurde die Irrtumswahrscheinlichkeit p ermittelt. Ein p-Wert

< 0,05 als Unterschied zwischen zwei zentralen Tendenzen bedeutet in dieser
Versuchsreihe eine statistische Signifikanz. Dabei zeigte sich, dass die mit Vitamin C
vorbehandelten Plittchen vergleichbare Abwehrraten entsprechend den nicht mit dem
Vitamin prédinkubierten Plittchen gegeniiber den Borrelien erzielten. Es konnte also keine
Verianderung im Abwehrverhalten durch die Einwirkung dieses Vitamins gefunden

werden.
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3.3.2.2. Einfluss von a- Tocopherol auf die pliattchenvermittelte Abwehr von Borrelien

Die mit Vitamin E vorbehandelten Plittchen schidigten die Borrelien insgesamt deutlich
weniger. In Abbildung 8 sind die Ergebnisse fiir die Versuchsreihe zusammengefasst, in
der Plattchen mit 10mM o-Tocopherol, gelost in Chloroform, vorbehandelt wurden
(EChltpA). Die humanen Pléttchen wurden fiir eine Stunde mit dem Vitamin prdinkubiert.
Weiterhin wurde der Wilcoxon-Test zur Uberpriifung auf Signifikanz der Unterschiede
beziiglich der Abwehrraten durchgefiihrt. Die Versuchsanzahl betrug n = 5. Die nA ist bei
beiden Stammen B29 und B3 vergleichbar niedrig gewesen. Die mit Vitamin E vorbe-
handelten und thrombinaktivierten Plittchen erzielten jeweils einen signifikanten
Abwehrerfolg gegeniiber der natiirlichen Absterberate in Kultur (p = 0,043). Die Plittchen
der Kontrollgruppe, die lediglich mit Chloroform ohne Vitamin E priinkubiert wurden
(ChltpA), unterschieden sich im Abwehrverhalten nicht signifikant von den nicht mit
Vitaminen vorbehandelten Plittchen. Signifikant unterschieden sich jedoch die
Abwehrraten der Plittchen, die mit Vitamin E gelost in Chloroform vorbehandelt waren
(EChltpA), gegeniiber den nur mit Thrombin behandelten Plittchen (tpA) und gegeniiber
der Kontrollgruppe mit Chloroform (ChltpA) (p jeweils = 0,043). Diese Abwehrquoten
waren auflerdem noch immer signifikant grofler als die natiirliche Absterberate in Kultur

(p = 0,043), jedoch signifikant kleiner als der Abwehrerfolg von nicht mit Vitamin E
behandelten Plittchen (ChltpA und tpA; p = 0,043).
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Abbildung 8  Einfluss von 10 mM Vitamin E gelost in Chloroform auf die Bakterizidie
thrombinstimulierter Plittchen am Beispiel von B29 (tiirkis) und B31 (violett). Die Vorinkubation mit dem
Losungsmittel Chloroform (ChltpA) zeigt keinen Einfluf3 auf die Bakterizidie der thrombinstimulierten
Plattchen, aber durch Zugabe von Vitamin E (EChltpA) wird der Abwehrerfolg statistisch signifikant

beeintrdchtigt. Versuchsanzahl n = 5.
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3.3.2.3. Einfluss von Vitamin E gel0st in Sojabohnenol auf die plattchenvermittelte

Abwehr von Borrelien

Diese Versuchsreihe wurde in gleicher Weise durchgefiihrt wie die vorherige. Diesmal
wurde jedoch o-Tocopherol geldst in Ol benutzt (Gehalt ca. 670 mg/g). Als Vergleichs-
gruppe dazu diente eine Vorbehandlung mit handelsiiblichem Sojabohnendl, um die Wir-
kung des Vitamin E als normalem Lebensmittelbestandteil in seinem Effekt zu iiberpriifen.
Die Konzentration von o-Tocopherol in handelsiiblichem Sojabohnendl betrigt durch-
schnittlich 0,076 mg/g. Verwendet wurde eine wirksame Endkonzentration von 0,1 IU o-
Tocopherol bzw. 156 nmol und fiir die Vergleichsgruppe die entsprechende Menge Sojadl.
Die Versuchsergebnisse finden sich in Abbildung 9.

Die Vergleichsgruppe der Plittchen, die fiir eine Stunde mit Sojabohnendl pridinkubiert
wurde (OtpA), erzielte statistisch signifikant erniedrigte Abwehrraten gegeniiber den nur
mit Thrombin behandelten Plittchen (tpA; p = 0,043), was darauf zuriickzufiihren sein
kann, dass das Sojabohnendl ebenfalls Vitamin E enthilt.

Die geringsten Abwehrquoten erzielten jedoch auch diesmal die Plittchen, die mit
gelostem o-Tocopherol vorbehandelt waren (EOtpA). Diese Werte sind signifikant
niedriger (p = 0,043) als die Abwehrrate unbehandelter Pléttchen (tpA) und signifikant
hoher als die natiirliche Absterberate in Kultur. Fiir den Stamm B3/ bestehen signifikante
Unterschiede in der bakteriziden Wirkung von Plittchen, die zum einen mit
handelsiiblichem Sojabohnensl vorbehandelt wurden (OtpA) gegeniiber dem Vitamin E in
Ol (EOtpA), unter dessen Einfluss die geringsten bakteriziden Wirkungen erreicht wurden
(p =0,043).

In der Versuchsreihe mit dem Stamm B29 bestehen beim Vergleich der Bakterizidie
zwischen den humanen Blutplittchen, die nur mit Sojabohnensl (OtpA) und denen, die mit
Vitamin E gelost in Sojabohnensl (EOtpA) vorbehandelt wurden, nur statistisch
signigikante Unterschiede, wenn man die einseitige Irrtumswahrscheinlichkeit ermittelt (p
= (0,04). Nur dann ist die Einschrinkung der plittchenvermittelten Abwehr der mit Vit. E
vorbehandelten Plittchen (EOtpA) deutlich niedriger. Dies kann auf die niedrige
Versuchsanzahl (n = 5) und auf die Mengen von Vitamin E in dem normalen Sojabohnendl

zuriickzufiihren sein. Die Prozentwerte erscheinen jedoch deutlich niedriger.
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Abbildung 9 Einfluss von 156 nmol Vitamin E gelist in Sojabohnendl auf die pliittchenvermittelte Abwehr

am Beispiel von B29 (tiirkis) und B31 (violett). Bereits in der Kontrollgruppe der thrombinstimulierten

Pliittchen nur mit Ol (OtpA) zeigte sich eine Abnahme der plittchenvermittelten Abwehr, besonders fiir den

Stamm B29. Durch Zugabe von Vitamin E (EOtpA) wird der Abwehrerfolg aber auch hier statistisch signi-
fikant weiter beeintrdchtigt, sowohl fiir B29 als auch fiir B31 (p<0,05).
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3.4. Untersuchungen mit dem Transmissionselektronenmikroskop

In den elektronenmikroskopischen Untersuchungen sind Schidigungen der Bakterien zu
erkennen, die auf eine Beeinflussung der Bakterienmembran hinweisen (Abbildung 10).
Normalerweise sind die Borrelien ca. 10 — 30 um lang und etwa 0,3 pm im Durchmesser
und haben eine helikale Form. Nach der Inkubation mit thrombinstimulierten humanen
Blutplittchen kommt es zu Anschwellungen sowohl des duBleren Membranzylinders als
auch des inneren Zytoplasmazylinders (D). Diese Schwellungen sind offenbar Folge einer
gestorten Integritit und erhohten Permeabilitét der Borrelienmembranen.

In unmittelbarer Umgebung degranulierter Plidttchen findet man viele kleine Vesikel, die
einer vollig zerfallenden Bakterienmembran entsprechen diirften (B). In seltenen Fillen
fanden sich Plittchen mit internalisierten Bakterien, die vermutlich in den Hohlrdumen des
offenen kanalikuldren Systems (OCS) liegen. Diese Kanile stehen nicht nur untereinander,

sondern auch mit der Pliattchenoberfliache und somit mit dem AuBenmedium in Kontakt.

52



Ergebnisse

53



Ergebnisse

Abbildung 10 Blutplittchen und Borrelien im elektronenmikroskopischen Bild.

In A-D stellt der Vergrofierungsbalken 300 nm dar.

A: Borrelien konnen von Pldttchen internalisiert werden. Der orange Pfeil markiert einen intakten
Querschnitt einer Borrelie im OCS, die orangen Pfeilspitzen markieren kleine Vesikel, die auf den Zerfall
von Bakterienmembranen hinweisen. B: Hier sind in der unmittelbaren duferen Umgebung eines fast
vollstandig degranulierten humanen Blutplittchens gehduft viele kleine Vesikel zu finden, die fiir die
Zerstorung einer Borrelienmembran sprechen (orange Pfeilspitzen). C: Vitale Borrelien des Stammes B
29 in ihrer normalen Grofie von etwa 10- 30um x 0,3um. Deutlich zu erkennen ist die helikale Form und
in den Querschnitten die duflere Membran um den inneren Protoplasmazylinder, dazwischen
Endoflagellen (Pfeile).

D: Die Bakterien schwellen teilweise an und bilden sogenannte Gemmata (G). Daneben ist vergleichend

ein Querschnitt einer intakten Borrelie zu sehen.
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3.4.1. Degranulation von Plittchen durch SF

In dieser Versuchsreihe wurden zum einen thrombinstimulierte, zum anderen SF-
stimulierte humane Blutplittchen beziiglich der Anzahl ihrer o- Granula ultrastrukturell
untersucht. Hierbei wurden zwei verschiedene Einwirkzeiten (nach 1 Min. und nach 10
Min.) miteinander verglichen. Normalerweise haben humane Plittchen ca. 35 o- Granula.
In dieser Untersuchung zeigte sich, dass sowohl die Stimulation mit Thrombin, als auch
mit dem synthetischen Peptid SF, in hoheren Konzentrationen und mit 10 Min. Einwirkzeit
eine nahezu vollstindige Degranulation bewirken. So enthielten Plittchen nach 10 Min.
Einwirkung von 200umol SF nur noch durchschnittlich 0,72 + 0,27 o- Granula und
Plittchen nach 10 Min. Einwirkung von 2 U/ ml Thrombin nur noch 0,73 + 0,51 «-
Granula. Diese Werte sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Bei einer statistischen Uberpriifung der Werte mit dem Test nach Mann- Whitney- U
stellte sich heraus, dass sich die degranulierende Wirkung der beiden Stimulantien nicht
signifikant (p > 0,5) unterschied.

SF kann also in einer hohen Konzentration von 200umol humane Plittchen ebenso effektiv

beziiglich der Ausschiittung ihrer Granula anregen, wie Thrombin.

SFLLRNPNDKYEPF | Thrombin
Thrombin
SF in pmol | 1 Min. 10 Min. 1 Min. 10 Min.
in U/ ml
0 5,320,39 |5,7£0,67 |5,65%1,12 |5,44£1,03 |0
50 2,1£0,12 | 1,56x0,26 |5,65+1,48 |5,5£1,26 0,2
100 1,47£0,34 |1,15+£0,33 |1,66+0,6 |0,73£0,51 |2
200 1,38+0,56 |0,72+0,27 |0,66+0,47 |0,4910,34 |20

Tabelle 4 Anzahl der o+ Granula in humanen Blutpliittchen nach Stimulation mit dem synthetischen Peptid
SF bzw. Thrombin in verschiedenen Konzentrationen und verschiedenen Einwirkzeiten.
Dargestellt sind Mittelwert £ Standardabweichung. Versuchsanzahl n = 3 bei jeweils 200 ausgezihlten

Pldttchen.
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1V. Diskussion

4.1. Geschichtlicher Riickblick

Schon vor iiber 100 Jahren wurde erstmals iiber bakterizide Wirkungen des Blutes be-
richtet, und vor fast 50 Jahren speziell iiber die antibakterielle Wirkung der Blutplittchen
(Hirsch, 1960). Wie Weksler und Nachman 1971 beschrieben, entdeckte Fodor bereits im
19. Jahrhundert, ndmlich 1887, einen hitzestabilen bakteriziden Wirkstoff im Serum, der
gegen grampositive Bakterien aktiv war. Er wurde Betalysin genannt. Hirsch stellte 1960
fest, dass es die Anwesenheit von Blutplittchen war, die dem Serum eine bakterizide
Aktivitdt gegen grampositive Bakterien vermittelte, nicht die Anwesenheit von Leukozy-
ten. Er fand aber auch heraus, dass die Plittchen allein nicht ausreichten, es musste
auBerdem der Gerinnungsprozef3 aktiv sein (Hirsch, 1960). Packham et al. beschrieben
1968 die Fihigkeit von Plittchen, unter Einfluss von Bakterien und nichtbiologischem
Material in vitro ihre Inhaltsstoffe freizusetzen, aber auch die fremden Partikel zu
phagozytieren. 1979 hob Copley die Arbeit der Plittchen in der Inmunabwehr mit als ihre
wichtigste Eigenschaft hervor. Dass die Plittchen an der sofortigen unspezifischen Abwehr
im GefdBsystem beteiligt sind, fasste auch Wurzinger 1990 zusammen. 1992 untersuchten
Yeaman et al. in vitro thrombinstimulierte Blutpldttchen von Kaninchen. Sie fanden die
sogenannten PMP, platelet microbicidal proteins, mit bakterizider Aktivitdt gegeniiber
Staph. aureus. Die Arbeitsgruppe stellte weiterhin fest, dass die PMP ein niedriges
Molekulargewicht haben, hitzestabil sind und kationisch geladen (Yeaman et al., 1992a).
Yeaman et al. ermittelten 1992 in einer weiteren Studie, dass PMP die antibiotische
Wirkung gegeniiber S. aureus steigerten, ebenso wie die Dauer des postantibiotischen
Effektes gegeniiber S. aureus. Diese in-vitro-Untersuchungen boten eine vielversprechende
Grundlage fiir die synergistische Rolle von plittchenvermittelter Abwehr und anti-
biotischer Prophylaxe von infektioser Endokarditis (Yeaman, 1992b).

1997 fasste Yeaman die hervorstechenden Eigenschaften der Plittchen, die ihnen in der
unspezifischen Abwehr eine Schliisselrolle zukommen lassen, zusammen:

Zunidchst sind sie rasch und in grofer Anzahl am Ort der Infektion oder
GefidBwandverletzung. Sie haben strukturelle und funktionelle Gemeinsamkeiten mit

Phagozyten, wie z.B. Neutrophilen und Monozyten: Sie enthalten Granula mit bioaktiven
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Molekiilen, weisen bestimmte Oberflichenantigene auf, wie z.B. P-Selektin und den
Immunglobulin-Fcyll Rezeptor. Sie exprimieren den CR3 Rezeptor fiir Komplement.

Diese strukturellen Eigenschaften lassen eine Rolle der Plittchen in der unspezifischen
Abwehr vermuten. Auferdem akkumulieren Pldttchen dort, wo grofere Mengen der
Komplementproteine C3a und C5a vorkommen. Sie senden am Ort einer Infektion positive
chemotaktische Signale fiir andere Zellen aus. Plittchen interagieren direkt und indirekt
mit einer Vielzahl mikrobieller Pathogene. Plittchen internalisieren Mikroorganismen in
Phagosom-#hnlichen Vakuolen. Dies trigt dazu bei, den Blutstrom von Pathogenen zu
reinigen (White, 2005). Stimulierte Pldttchen konnen zytotoxische Sauerstoffspezies
freisetzen. Wie bei Neutrophilen und Makrophagen kann aus aktivierten Plittchen
Granulainhalt unter Beteiligung des Zytoskelett freigesetzt werden.

In Anwesenheit von IgE wirken Plittchen zytotoxisch auf Mikrofilarien (Joseph et al.,
1983). 2002 untersuchten Tang et al. thrombinstimulierte humane Blutplittchen in vitro
beziiglich ihrer antimikrobiellen Proteine. Sie fanden und identifizierten sieben anti-
mikrobielle Proteine, die bislang als Entziindungsmediatoren bekannt waren: platelet factor
4 (PF-4), RANTES, connective tissue activating peptide III (CTAP-III), platelet basic
protein, thymosin -4 (TP-4), fibrinopeptide B (FP-B) und fibrinopeptide A (FP-A). Die
mikrobioziden Effekte wurden gegeniiber E.coli, Staph.aureus, Candida albicans und
Cryptococcus neoformans getestet. Insgesamt war die Abwehr gegeniiber Bakterien stérker
als gegeniiber Pilzen, stirker bei sauren pH-Werten und die Effekte waren dosisabhéngig.
Einige antimikrobielle Proteine aus Plittchen sind Kinozidine, das sind mikrobiozide
Chemokine, die Leukozyten an den Ort der Infektion locken (Yount et al., 2004; Yeaman
und Bayer, 2006). Die Kinozidine konnen auch Pathogene markieren, so sind diese dann
durch Leukozyten leichter zu phagozytieren und zu toten. Kinozidine sind z.B. PF-4,

CTAP-III und RANTES (Yount et al., 2004).

Auch in der hier vorliegenden in-vitro-Untersuchung stellte sich heraus, dass die Plittchen
bei der gemeinsamen Inkubation mit Thrombin und Borrelien in der Lage waren, die
Bakterien zu schéddigen. Je nach verwendeten Bakterien und Stimulationsmodus wurden

bis iiber 90% der koinkubierten Bakterien durch Plittchen abgetétet.
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4.2. Bivalente Betrachtung

Blutplidttchen wurden aber auch schon als ambivalente Akteure der unspezifischen
Immunabwehr bezeichnet (Jurk und Kehrel, 2008): Durch verschiedene Mechanismen
kann ein Pathogen von Plittchen in der Blutbahn geschiitzt werden. Diese sind vor allem
das ,,Untertauchen* im Thrombozytenaggregat, welches z.B. den Schutz vor Leukozyten,
Schutz vor Antibiotika (Schierholz et al., 2000), eine Immobilisierung des Pathogens,
endovaskuldre Kolonisierung und Adhision an Fibrinmatrix, z.B. mit Verstirkung der
Virulenz einer Endocarditis (Herzberg et al., 1990), zur Folge haben kann.

Wirklich im Thrombozytenaggregat ,,abtauchen® kann ein Erreger aber nur, wenn er
entsprechende ,,immune-escape‘-Mechanismen beherrscht, d.h., sich durch bestimmte
Eigenschaften den Effekten der Immunabwehr entziehen kann. Denn die Plittchen haben
auch ihre bakteriziden Eigenschaften, denen der Erreger im Aggregat ausgesetzt ist:

Zu diesen gehoren die Sekretion von antimikrobiellen Substanzen aus den Granula,
Sekretion von reaktiven Sauerstoffspezies, Komplementaktivierung auf Pléittchen (Jurk

und Kehrel, 2008).

4.3. Plattchenvermittelte Abwehr gegeniiber verschiedenen Borrelienstimmen

Ziel meiner Untersuchung war zundchst die quantitative Ermittlung der bakteriziden
Wirkung humaner Blutplidttchen auf Bakterien am Beispiel von Borrelien. Es wurden fiir
diese Untersuchung die gramnegativen Borrelien ausgewdhlt, da die plittchenvermittelte
Abwehr bis zu Beginn dieser Studie ganz iiberwiegend an grampositiven Bakterien
untersucht worden war (Yeaman et al., 1992a; Yeaman, 1997). AuBlerdem stellen sich die
Borrelien unter dem Mikroskop durch ihre Grofe, ihre Eigenbeweglichkeit und ihre
helikale Form besonders eindrucksvoll dar, und eine Bindung von Borrelien an Plittchen
war bereits gezeigt worden: Coburn et al. stellten 1993 fest, dal Borrelien in vitro an
aktivierte Pléttchen iiber das Integrin GPIIb/IIIa binden kénnen. Dies tun sie vermutlich
iber ihr Oberfldchenprotein p66 (Defoe und Coburn, 2001).

Fiir die in dieser Arbeit vorliegende Versuchsreihe wurden die Plidttchen mit Thrombin
stimuliert und mit Borrelien verschiedener Stimme koinkubiert. Zur Ermittlung der bak-
teriziden Wirkung der Plittchen auf die Bakterien kam das DNA-Farbstoffgemisch
LIVE/DEAD BacLight aus Propidiumjodid und SYTO 9 zum Einsatz, das Bakterien mit

einer geschidigten Membran rot und solche mit einer intakten Membran griin firbt
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(s.Kap.2.4.). Laut Virta et al., 1998, stimmen die ausgezidhlten Daten der fluoreszenzmar-
kierten Bakterien mit dem tatsdchlichen Zustand in der Kultur iiberein. Die so erhobenen
Daten wurden statistisch ausgewertet.

Es zeigte sich sehr deutlich, dass in diesem Versuchsansatz zu einem hohen Prozentanteil
(iiber 90% fiir die Stimme aus Zeckenisolaten Borrelia garinii B29 und Borrelia burgdor-
feri sensu stricto B31) Borrelien plittchenvermittelt abgetdtet werden konnten.

Somit gilt die bakterizide Wirkung der plittchenvermittelten Abwehr nicht nur fiir die
bislang unter anderem vielfach untersuchten Staphylokokken, Streptokokken, E.coli,
Chlamydien, Klebsiellen, Bacillus subtilis (Clawson und White, 1971; Yeaman et al.,
1992a; Yeaman, 1997; Krijgsveld et al., 2000; Tang et al., 2002; Klinger und Ulbricht,
2003; Zander, 2007).

Stattdessen hat es sich hier erneut und mit intensiveren Killingraten bestdtigt, was in
fritheren Versuchen der Arbeitsgruppe anhand von drei Staimmen (B29, B31, PLe) ermittelt
worden war (Riebandt et al., 1999b): Die thrombinstimulierte blutplittchenvermittelte
Abwehr des Menschen kann in vitro sehr erfolgreich die Borrelien der Stimme B29, B3],
PLe, PKo38, PKo81, PKo345 abtoten. Aus den fritheren Versuchsreihen war auch bekannt,
dass Thrombin im Vergleich zu ADP der effektivere Stimulator war (Riebandt et al.,
1999a; Riebandt et al., 1999b).

Im Folgenden sollte nun ermittelt werden, wie sich die Wirkung der thrombinaktivierten
Plittchen auf die verschiedenen Borrelienstimme unterscheidet. Die Borrelienstimme
Borrelia garinii B29 (europdisch) und Borrelia burgdorferi sensu stricto B3l
(nordamerikanisch) sind Isolate aus Zecken, die Stimme Borrelia afzelii PLe, PKo38,
PKo81 und PKo345 sind Isolate aus der Haut von Patienten mit Erythema migrans. PKo
345 exprimiert auBerdem kein Osp C (= outer surface protein, s.a. Kap.2.1.2.; Fingerle et
al., 2000). Die verschiedenen PKo-Stamme unterscheiden sich in der Zahl der Passagen in
Kultur (s.a. Kap.2.1.2.).

In dieser Versuchsreihe war sehr auffillig, dass die Zeckenisolate B29 und B3 deutlich
empfindlicher auf die Wirkung Thrombin-stimulierter Pléittchen reagierten als die
Patientenisolate. Unter den Zeckenisolaten B29 und B3/, bzw. innerhalb der Gruppe der
Patientenisolate PLe, PKo38, PKo81 und PKo345 gab es keine signifikanten Unterschiede
in der Empfindlichkeit gegeniiber dem plittchenvermittelten Killing.

Mogliche Ursachen fiir die Unterschiede in der Sensitivitit koénnten in den
unterschiedlichen molekularen Eigenschaften der verschiedenen Stimme begriindet sein.

So ist ein unterschiedliches Bindungsverhalten infektioser und nicht infektioser
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Borrelienstimme an Proteoglykane und Integrine, insbesondere an das Integrin ouypPm, das
sich auch in der Plittchenmembran befindet, bekannt (Coburn et al., 1994; Leong et al.,
1998). Infektiose Borrelienstimme, zu denen die Patientenisolate zdhlen, binden besser an
dieses Integrin und somit auch an Plittchen.

Als Bindungspartner des Integrins kommen auf der Borrelienoberfliche moglicherweise
die so genannten ,,outer surface proteins* (Osp) in Frage. Diese Osps werden von den
Borrelien in Abhingigkeit vom jeweiligen Wirt (Zecke, Sidugetier) unterschiedlich
exprimiert (de Silva und Fikrig, 1997) und #4ndern sich auch bei langer in-vitro-
Kultivierung (Giiner, 1994; Busch et al., 1997). So fanden de Silva und Fikrig 1997 heraus,
dass die Borrelien in der Zecke vorwiegend Osp A und Osp B ausbilden. Hat die Zecke
einen Wirt fiir eine Blutmahlzeit gefunden, so wandern die Bakterien aus dem Zeckendarm
in die Speicheldriisen der Zecke und gelangen beim Einstich mit dem Speichel der Zecke
in die Haut des Opfers und von dort weiter in die Blutbahn. In dieser Zeit vermehren sich
die Borrelien stark und exprimieren innerhalb von 48 Stunden nach dem Wirtkontakt
hauptséchlich Osp C.

Langere in-vitro-Kultivierung von Borrelien hat nach vielen Passagen einen Verlust an
Infektiositidt und Pathogenitét zur Folge. In hoheren Passagen wandelt sich die Expression
der Oberfldchenproteine des Stammes PKo von iiberwiegend Osp A zu Osp C, begleitet
von einem Verlust an InfektiGsitit (Johnson et al., 1984; Giiner, 1994). Die zunehmende
Osp C-Expression in Passagen zwischen 30-46 korrelierte mit dem Verlust eines linearen
Plasmids mit 6 kbp (Busch et al., 1997). Da sich jedoch in der hier durchgefiihrten
Versuchsreihe die verschiedenen PKo-Stimme, die zum einen infektids und niedrig
passagiert sind (PKo38), zum anderen aus hohen Passagen stammen (PKo81) oder
ginzlich ohne Osp C- Expression sind (PKo345), nicht signifikant in der Sensitivitit
gegeniiber der plittchenvermittelten Abwehr unterscheiden, ist anzunehmen, dass die
plattchenvermittelte Bakterizidie gegeniiber Borrelien nicht unmittelbar mit deren

Expression der Oberflachenantigene Osp A und Osp C verkniipft ist.
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4.4. Die Mechanismen der Infektionsabwehr im Einzelnen

4.4.1. Mikrobiozide Peptide

Um den Wirkmechanismus der plittchenvermittelten Abwehr niher zu untersuchen,
wurden unterschiedliche Modelle zur Aktivierung der Plittchen erprobt. Vergleichend zu
den Inkubationen mit Thrombin gab es Inkubationen mit dem synthetischen Thrombin-
Rezeptor-Agonisten SFLLRNPNDKYEPF (SF), der die Plittchen hauptsédchlich
degranuliert (Kinlough-Rathbone et al., 1993). Die Wirkweisen von Thrombin und SF
unterscheiden sich wie folgt: Das synthetische Peptid sorgt fiir eine Aktivierung des
Thrombin-Rezeptors PAR-1, indem es als Teil der Thrombin-Rezeptor Sequenz das sonst
durch die Endoprotease Thrombin freigelegte neue N-terminale Ende imitiert (Vu et al.,
1991). Das so iiber den PAR-1 aktivierte Plittchen ist in der Lage, seinen Granulainhalt
freizusetzen. In Abwesenheit von Thrombin wird der PAR-4 nicht aktiviert (Tolentino und
Bahou, 2002), es werden nur kleine Mengen von Thromboxan gebildet, das Plittchen
durchliduft keinen Formwandel, und da ohne Thrombin kein Fibrinogen zu Fibrin
umgewandelt wird, bilden sich keine Plittchenaggregate (Kinlough-Rathbone et al., 1993).
Zusitzlich zur Sekretion der Granulainhalte startet Thrombin die Kaskade des
Arachidonsduremetabolismus mit Synthese von Thromboxan A2, und es veranlasst die
Sekretion bzw. Bereitstellung von platelet activating factor (PAF) und Plittchen-Faktor 3.
In der hierzu durchgefiihrten Versuchsreihe zeigte sich deutlich, dass die thrombin-
stimulierten Plittchen sowohl Borrelien aus Zeckenisolaten als auch das Patientenisolat
PKo38 besser abwehren konnten, als die Pléttchen, die anstelle von Thrombin mit dem
synthetischen Thrombin-Rezeptor Agonisten aktiviert worden waren.

Dies zeigte sich auch in weiteren Studien der Arbeitsgruppe:

Schon in den Untersuchungen von Riebandt et al. erwies sich Thrombin als effektiverer
Stimulator fiir das pléttchenvermittelte Killing im Vergleich zu ADP, auch plittchenfreie
Uberstinde erreichten keine wesentlichen bakteriziden Effekte (Riebandt et al., 1999a;
Riebandt et al., 1999b). Dass die Uberstinde weniger erfolgreich Bakterien abwehren als
direkt agierende aktivierte Pléttchen stellten auch Klinger und Ulbricht 2003 fest: Auch
hier war die Degranulation der Plittchen durch SF weniger effektiv im Bezug auf die
plittchenvermittelte Bakterizidie als der Einsatz thrombinstimulierter Plittchen. Auffillig
war jedoch, dass zuvor durch SF degranulierte Pldttchen noch bakterizide Aktivitit

aufwiesen, wenn sie danach durch Thrombin stimuliert wurden (Klinger und Ulbricht,
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2003). Sie konnen also offenbar ginzlich ohne Granulainhalt bakterizid auf B. subtilis
wirken (Klinger und Ulbricht, 2003). Diese These spricht gegen die Annahme, dass z.B.
die sogenannten platelet microbicidal proteins (PMP) aus Kaninchen (Yeaman, 1997) oder
die Thrombocidine (TC) aus humanen Plittchen (Krijgsveld et al., 2000) allein fiir die
bakterizide Wirkung von Plittchen verantwortlich sind.

Auch eine mogliche Anwendung der in-vitro- Untersuchungen von Krijgsveld et al., 2000
fiir die Verhiltnisse in vivo gestaltet sich schwierig. Zum einen konnten nur geringe
Mengen der TC aus Plittchen isoliert werden (Krijgsveld et al., 2000). Andererseits ist die
Ausschiittung und Wirkung der Peptide systemisch von vielen Faktoren abhingig, wie
dem Grad der Plittchenaktivierung, Blutfluss und der Bindung an zellulire
Blutbestandteile oder Plasmaproteine.

Diese Schlussfolgerung deckt sich mit dem Ergebnis der Untersuchung von Zander. Sie
beschrieb ein optimales Killing, ebenfalls am Beispiel von B. subtilis, durch die Anwesen-
heit von humanen Plittchen, Thrombin, Plasma und Plasmaproteinen von einer Gro3e von
tiber 100 kD. Sobald eine dieser Komponenten fehlte, fiel die plattchenvermittelte Abwehr
deutlich geringer aus. Auch in dieser Studie erwies sich das synthetische Peptid SF als
nicht ausreichender Stimulator der Plittchen fiir eine maximale Bakterizidie. Au3erdem
wurde hier noch ein weiteres synthetisches Peptid, GYP, ein Agonist am PAR-4,
hinsichtlich der bakteriziden Wirkung untersucht. Auch dieses erbrachte nicht den Effekt
des Thrombin (Zander, 2007).

Insgesamt ldsst sich also aus dieser hier vorliegenden Studie und den anderen Unter-
suchungen schlieen, dass die Anwesenheit von Thrombin und von humanen
Blutplittchen, unabhéngig, ob vollstindig oder degranuliert, fiir eine moglichst bakterizide
Wirkung nétig sind. Dies gilt sowohl fiir Untersuchungen der Bakterizidie gegeniiber
Bacillus subtilis als auch fiir die bakterizide Wirkung gegeniiber den unterschiedlichen
Borrelienstimmen, namlich Isolaten aus Zecken und Patientenisolaten. In einer
Vergleichsgruppe von Borrelien, die bei jedem einzelnen Versuch auch mit Thrombin
inkubiert wurden, fand kein Abwehrerfolg statt. Ohne das Blutplittchen und Plasma

kommt also die Protease allein auch zu keiner bakteriziden Wirkung.

In der elektronenmikroskopischen vergleichenden Untersuchung von thrombinstimulierten
gegeniiber SF-stimulierten humanen Pléttchen hinsichtlich der Anzahl von a-Granula gab
es keinen signifikanten Unterschied in der degranulierenden Wirkung. SF konnte hoch-

konzentriert humane Blutplittchen ebenso effektiv beziiglich der Ausschiittung ihrer
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Granula anregen wie Thrombin. Dieses Ergebnis deckt sich mit der Untersuchung von
Kinlough-Rathbone et al. von 1993, die feststellten, dass mit hohen Konzentrationen von
SFLLRN stimulierte Plidttchen nahezu die gleiche Menge von Serotonin aus ihren Granula
abgaben wie thrombinstimulierte Plittchen.

Insgesamt gibt diese Untersuchung einen weiteren Hinweis darauf, dass nicht die
sezernierten Granula oder der sezernierte Granulainhalt allein fiir die pldttchenvermittelte
Abwehr verantwortlich sind, denn sonst miissten die SF-stimulierten Plittchen in der
Versuchsreihe mit Borrelienstimmen ebensoviele Bakterien abtoten, wie die thrombin-
stimulierten Pléttchen.

Fiir die groBtmogliche pléittchenvermittelte Abwehr von Borrelien in vitro scheinen also
andere Eigenschaften des Thrombin oder des ausdriicklich Thrombin-stimulierten

Plittchens eine wichtige Voraussetzung zu sein.

4.4.2. Internalisierung/ Mogliche Phagozytose

Die in den elektronenmikroskopischen Untersuchungen beobachteten Schidigungen an den
Borrelien durch thrombinaktivierte humane Blutplittchen weisen auf eine Beeinflussung
der Bakterienmembran hin. So fanden sich Anschwellungen der Membran als Folge einer
gestorten Integritit und erhohten Permeabilitdt der Membran, sogenannte Gemmata.

Selten fanden sich Pldattchen mit internalisierten Borrelien, die vermutlich in den

Hohlrdumen des offenen kanalikuldren Systems (OCS) liegen.

Die Moglichkeit einer Phagozytose durch Plidttchen wird seit Jahrzehnten kontrovers
diskutiert. Schon Movat et al. stellten bei der Untersuchung von Leukozyten 1965
nebenbefundlich iiberrascht fest, dass Plittchen Latexpartikel zu phagozytieren schienen.
Auch Packham et al. beschrieben 1968, dass Plidttchen Bakterien oder auch
nichtbiologische Partikel phagozytieren konnten. Am Beispiel von Latexpartikeln wurde
einige Jahre spiter untersucht, wie Plittchen die Partikel zunéchst ins OCS aufnahmen,
dann in Vakuolen iiberfiihrten, also scheinbar phagozytierten wie Leukozyten (Lewis et al.,
1976). In fritheren ultrastrukturellen Untersuchungen der Arbeitsgruppe wurden Bakterien
im OCS humaner Pléttchen gefunden (Klinger et al., 1998; Riebandt, 1999a; Riebandt,
1999b).

In elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigten Youssefian et al. 2002, dass

Plittchen HIV und Staphylococcus aureus internalisieren konnten.
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Im Gegensatz dazu gibt es jetzt einige neuere Untersuchungen, die belegen sollen, dass
Plittchen aus bestimmten Griinden keine echten Phagozyten seien. So wiirden sie
Bakterien nur ,bedecken* (covercytes) und in ihr OCS aufnehmen, aber nicht
phagozytieren (White, 2005). AuBerdem wiirden sie die Bakterien nicht, wie zuvor
vielfach behauptet, dhnlich den PMN (polymorphonukleire Leukozyten) in entsprechen-
den Phagosomen toten, denn sie konnten keine echten Phagosomen in Form einer vom
umgebenden Milieu abgeschlossenen ,killing chamber* bilden. Stattdessen blieben die
Bakterien in Kandlen des OCS liegen, in denen das Milieu nie vom Aufenmedium
komplett getrennt werden kann. Also konnten die Plittchen die Bakterien auf diese Weise
nicht toten (White, 2006).

In der hier vorliegenden Untersuchung fanden sich elektronenmikroskopische Hinweise
auf eine Internaliserung der Bakterien in das OCS der Plittchen. Dariiber hinaus zeigten
sich kleine Vesikel im OCS, die die Frage nach einem moglichen Abbau von Borrelien im
OCS aufwerfen. Ob eine echte Phagozytose von Borrelien in Plittchen stattfinden kann,

lasst sich damit nicht belegen, erscheint aber insgesamt eher unwahrscheinlich.

Dies unterstiitzt weiterhin die kontroverse Diskussion um die ambivalente Rolle der
Plittchen im Infektionsgeschehen (Yeaman, 1997; Jurk und Kehrel, 2008). Denn die
Plittchen gehen zum einen gegen Pathogene in der Strombahn effektiv vor, zum anderen
konnen Pathogene sogar im Plittchen oder im Plattchenaggregat (Clawson und White,
1971; Fitzgerald et al., 2006) vor AntikOrpern, sonstigen Abwehrmechanismen des
Korpers oder auch vor Antibiotika geschiitzt sein (Schierholz et al., 2000). So fanden z.B.
Herzberg et al. 1990 heraus, dass die Stamme von Streptococcus sanguis, die an Plittchen
binden konnten und deren Aggregation forderten, im Gegensatz zu den Stimmen, die nicht
an Plittchen binden konnten, eine virulentere Endocarditis zur Folge hatten. Denn ihre

Kolonien konnten sich gut an dem Aggregat aus Plittchen und Fibrin anlagern.

4.4.3. Reaktive Sauerstoffspezies

Aus fritheren Versuchen einer franzosischen Arbeitsgruppe war bekannt, dass Plittchen
IgE- vermittelt zytotoxische freie Radikale gegeniiber Helminthen freisetzen konnten und

so die Helminthen toteten (Joseph et al., 1985; Capron et al., 1985; Capron et al., 1987).
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In anderen Untersuchungen der Liibecker Arbeitsgruppe imponierten in ultrastrukturellen
Aufnahmen an den ,,Kontaktstellen* zwischen den humanen Blutpléttchen und Bacillus
subtilis sogenannte ,,ruffled membranes (Klinger und Ulbricht, 2003). Mit den ruffled
membranes ist ein gefilteltes Bild der Pliattchenmembran gemeint. Sie weisen auf eine
aktivierte NAD(P)H-Oxidase hin (Zander, 2007) und lassen somit auf die Entstehung von
ROS an der Bindungsstelle zwischen Plidttchen und Bakterium, in diesem Fall Bacillus
subtilis, schliefen. Solche gefiltelten Grenzbereiche (,,ruffled border*) sind z.B. auch
zwischen Osteoklasten und Knochenmatrix bekannt, wo ebenfalls Sauerstoffradikale

freigesetzt werden (Key jr. et al., 1994).

Leukozyten, insbesondere Granulozyten, nutzen wu.a. die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), vor allem von Superoxid, zur Abwehr von Bakterien (Babior et
al.,, 1973; Keller, 1987; Janeway et al., 2002; Brandt, 2007). In einem sogenannten
,oxidative burst (=Radikalfreisetzung) erzeugen sie mit Hilfe einer membranstindigen
NADH-Oxidoreduktase oder NADPH-Oxidase extrazelluldr Superoxid, das bakterizid
wirkt (Brandt, 2007). In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass diese NAD(P)H-
Oxidase nicht nur bei Leukozyten, sondern auch in der Plittchenmembran vorkommt und
in den Plittchen eine wesentliche Quelle fiir Superoxid/ ROS ist (Pulcinelli et al., 2001,
Kroétz et al., 2002). Es fand sich auerdem ein Zusammenhang zwischen der Bildung von
Superoxid und Hydroxylradikal im Pldttchen mit der Bildung und Freisetzung von
Arachidonsdure (Caccese et al., 2000). Dass nicht nur die Leukozyten, sondern auch
Blutplittchen ROS produzieren konnen, war schon seit lingerem bekannt (Marcus et al.,
1977; Iuliano et al., 1997; Wachowicz et al., 2002). Diese ROS spielen eine wichtige Rolle
fiir die Pliattchenfunktionen (Wachowicz et al., 2002). Thre Produktion, Ausschiittung und
wie-derum Riickwirkung auf das Plittchen selbst scheint einem eigenen Regelkreis unter-

geordnet zu sein (Pulcinelli et al., 2001).

In dieser vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob humane Blutpléttchen durch
ROS bakterizid wirken. Die Untersuchung erfolgte indirekt iiber zwei verschiedene
Antioxidantien, namlich das wasserlosliche Ascorbat (Vitamin C) und das lipidlosliche o-
Tocopherol (Vitamin E). Kdmen nun die Antioxidantien hinzu, wiirden die Radikale
,entschirft (Brandt, 2007), sie wirkten nicht mehr bakterizid. Um diesen theoretischen

Ansatz zu untersuchen, wurde jeweils ein Vitamin mit Plittchen, Thrombin und Borrelien
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koinkubiert (s.Kap.2.3.2.2.). Unter Einwirkung von Vitamin C bzw. L-Ascorbinsédure
traten keine Verdnderungen in der Bakterienabwehr auf.

Dies ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass die Bakterizidie durch toxische
Sauerstoffradikale aus Plidttchen zwar theoretisch moglich wire, die von Pléttchen
freigesetzten Mengen jedoch gegeniiber z.B. Neutrophilen viel zu gering sind, um eine
solche Wirkung zu erzielen (Zander, 2007) bzw. die Blockade dieser Wirkung zu

beobachten.

4.4.4. Hemmung der Bakterizidie durch a-Tocopherol

Auffillig war jedoch, dass durch Hinzufiigen von o-Tocopherol eine ausgeprigte Senkung
der Abwehrrate beobachtet werden konnte: Mit beiden Vitamin E-Préparaten, Vitamin E
gelost in Chloroform und Vitamin E geldst in Sojabohnendl, ergaben sich signifikant er-
niedrigte Werte in der Abwehr thrombinaktivierter Plittchen jeweils fiir die untersuchten
Stamme B29 und B3/ im Kontrast zu der Vergleichsgruppe thrombinaktivierter Plédttchen

ohne Beimischung eines Antioxidans (s.a. im Ergebnisteil 3.3.2.2. und 3.3.2.3.).

Wie in der vorherigen Versuchsreihe mit L-Ascorbinsdure festgestellt, konnte in einer
anderen Untersuchung (Zander, 2007) die These, dass reaktive Sauerstoffspezies aus
humanen Blutplédttchen Bakterien (am Beispiel von Bacillus subtilis) abwehren konnten,
nicht belegt werden. Hier war die Begriindung, dass die geringe freigesetzte Menge der
Radikale nicht in der Lage gewesen sei, bakterizide Konzentrationen gegeniiber Bacillus
subtilis zu erreichen. Offensichtlich reagierten die frisch ausgeschiitteten ROS, die im
Plittchen gebildet wurden, rasch im Plittchenaggregat weiter, bevor sie in die Uberstinde
abgegeben werden. Somit kdmen die ROS als alleiniger effektiver zytotoxischer

Mechanismus in der pldttchenvermittelten Abwehr nicht in Frage.

Andererseits wire es moglich, dass das Vitamin E das pléttchenvermittelte Killing der
Borrelien auf andere Weise, also nicht antioxidativ, unterbindet: So hemmt o-Tocopherol
die Proteinkinase C (PKC) (Boscoboinik et al., 1991; Azzi et al., 2001; Azzi et al., 2002).
Die Proteinkinase C ist in Plittchen wesentlich an der Aktivierung und Sekretion
auslosenden Signalkette beteiligt (Jaschonek, 1991). a-Tocopherol hemmt die PKC in

verschiedenen Zelltypen und beeintrachtigt somit die Aggregation von Plittchen
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(Freedman et al., 1996), die NO-Produktion von Endothelzellen und die
Superoxidproduktion in Neutrophilen und Makrophagen (Azzi et al., 2002). Auch Villa-
corta et al. beschrieben 2007 die Hemmung der Pléttchenaggregation durch o- Tocopherol
tiber modulierte Signaltransduktion, sowie eine verringerte Produktion von Superoxid iiber
die NADPH-Oxidase in Monozyten.

Dass o-Tocopherol die Signaltransduktion anhand einer Reduktion der PKC-Aktivitit
hemmt, fanden auch Tasinato et al. 1995 am Beispiel von glatten Muskelzellen heraus.
o-Tocopherol bindet dabei nicht direkt an die PKC, aber verhindert die PKC-Aktivierung
(Tasinato et al., 1995).

Die Hemmung der PKCa Isoform erfolgt durch ihre Dephosphorylierung: o-Tocopherol
aktiviert die Proteinphosphatase PP2A und diese dephosphoryliert die PKC (Ricciarelli et
al., 1998).

Diese Fahigkeit des a-Tocopherol gegeniiber andereren Tocopherolen zeigt, dass es andere

wichtige Eigenschaften aufler den antioxidativen hat (Azzi et al., 2001).

Das a-Tocopherol ist also in der Lage, durch Hemmung der Proteinkinase C am Plittchen

den aktivierenden Einflul des Thrombin teilweise zunichte zu machen. Es kann auf diese
Weise auch ohne Einsatz seiner antioxidativen Eigenschaften in die Signaltransduktion des
Plittchens eingreifen und so moglicherweise auch die plittchenvermittelte Abwehr

unterbinden.

Eine weitere wichtige und moglicherweise in diesem Modell entscheidende Eigenschaft
des o-Tocopherol gegeniiber den Blutplittchen ist die aggregations- und bindungs-
hemmende Wirkung. Der aggregationshemmende Effekt ist zum Teil auf die Hemmung
der PKC zuriickzufiihren (Freedman et al., 1996). Schon 1985 fasste Machlin in einem
Artikel die Wirkung des Vitamin E auf Plittchen wie folgt zusammen: Es hemme die
Plittchenaggregation, die Adhédsion der Plittchen an Kollagen und ihre Thromboxan-
produktion. In einer Untersuchung von Jandak et al., 1989 zeigte sich nach Einnahme ver-
schiedener Mengen Vitamin E durch Probanden und der darauffolgenden Untersuchung
ihrer Pléttchen ex vivo, dass die Fihigkeit der Plittchen zur Adhésion an z.B. Fibrinogen,
Fibronektin, Kollagen und Plasmaproteine in Abhingigkeit zur eingenommenen Menge
des Vitamin E zu 75-82% nachlie (Jandak et al., 1989). Elektronenmikroskopisch konnte

man beobachten, dass die Fihigkeit zur Bildung von Pseudopodien bei den Vitamin E-
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angereicherten Plittchen riickldaufig war (Jandak et al., 1989; Steiner, 1993). Das Vitamin
E hat also insgesamt einen membranstabilisierenden Effekt auf die Plittchen (Steiner,
1993). In einer weiteren Studie zur Wirkung von o-Tocopherol auf Plittchen in vitro
konnte nachgewiesen werden, dass die Aggregationshemmung mit der Konzentration des
Vitamin E korrelierte (Bakaltcheva et al., 2001). Bezogen auf die hier vorliegende
Untersuchung zur Bakterizidie lésst sich schlieen, dafl der pldttchenvermittelte bakterizide
Effekt in Anwesenheit von a-Tocopherol deutlich abnimmt, da auch die Bindungsfihigkeit
zwischen Plittchen und Bakterien reduziert ist.

Diese Vorstellung stimmt auch mit dem in einer neueren, bereits erwihnten Studie
favorisierten Wirkmechanismus der plittchenvermittelten Bakterizidie (Zander, 2007)
tiberein: Das an der Plittchenoberfliche gebundene Thrombin spaltet Proteine aus dem
Blutplasma und produziert so bakterizide Proteine, die aber nur eng lokal begrenzt wirken

konnen.

Einschrinkend miissen zu der hier vorliegenden Versuchsreihe einige Anmerkungen
gemacht werden: Die eher geringe Versuchsanzahl im Bereich der Antioxidantien (2x n=5)
relativiert die Aussagekraft der Ergebnisse.

Da auch in der Kontrollgruppe, die mit Sojabohnendl inkubiert wurde, anstatt mit Vitamin
E in Sojabohnendl, die Abwehrrate sank, bleibt unklar, ob das Vitamin E allein das Killing
vereitelt oder das Ol. Andererseits ist auch in dem verwendeten Sojabohnenél ein Anteil
von Vitamin E vorhanden. Allerdings enthalten Sojapflanzen vorwiegend y-Tocopherol
(Loffler und Brigelius-Flohe, 2007). So ist in dem verwendeten Prédparat weniger als
1/1000 Gesamt-Tocopherolgehalt im Sojabohnendl (950mg/kg), davon nur 8% «-
Tocopherol, vorwiegend y-Tocopherol (62%) und 8-Tocopherol (30%) (Information von
Fauser Vitaquell, Hamburg).

Das bedeutet 0,0760 mg/1g a-Tocopherol im Sojabohnendl gegeniiber 670 mg/1g
o-Tocopherol, d.h. im Kontrollprédparat ist ca. 1/10000 des a- Tocopherols im Vergleich
zum Untersuchungspriparat enthalten. Moglicherweise haben andere Eigenschaften des
Ols einen inhibitorischen Effekt auf die plittchenvermittelte Bakterizidie in der Kontrolle

ausgeiibt.

Ein wesentlicher Unsicherheitsfaktor bei dem Versuch, den genauen Wirkmechanismus

des pléttchenvermittelten Killing anhand dieser Versuchsreihen aufzukldren, ist die
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Tatsache, dass fiir die Versuche keine plasmafrei gewaschenen humanen Blutplittchen
Verwendung fanden, sondern Thrombozytenkonzentrate. Diese sind zwar stark mit
Plittchen angereichert, enthalten jedoch auflerdem noch Plasma, Restleukozyten,
Resterythrozyten (Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur
Anwendung von Blutprodukten, Fassung 2000; Standardvorschriften aus dem Institut fiir
Immunologie und Transfusionsmedizin am Universititsklinikum Schleswig-Holstein,

Campus Liibeck, Stand 08.05.01).

4.5. Zusammenschau

4.5.1. Uberlegungen zum Wirkmechanismus

In Uberlegungen beziiglich des Wirkmechanismus erschien zuniichst die Beteiligung von
antibakteriellen Peptiden wahrscheinlich. Diese Effektormolekiile des angeborenen
unspezifischen Immunsystems sind in der Tier- und Pflanzenwelt weit verbreitet und
werden in vielen Zellen synthetisiert. Man konnte ihre Synthese bzw. Speicherung in
neutrophilen Granulozyten, in Paneth-Zellen des Verdauungstraktes, im Epithel des
Respirations- und Urogenitaltraktes und in der Haut nachweisen (Schroder, 1999; Bals,
2000). Auch von Blutplittchen in Kaninchen und Mensch ist eine Speicherung
antibakterieller Proteine bekannt (Yeaman, 1997; Krijgsveld et al., 2000). Fiir alle diese
antibakteriellen Peptide gilt, dass es sich um kleine kationische Peptide mit einem
Molekulargewicht unter 10 kD handelt und dass sie weniger als 100 Aminosduren lang
sind (Yeaman,1997; Schroder,1999; Krijgsveld et al., 2000).

Aufgrund der Untersuchungen mit SF und Thrombin erwies sich die Theorie, dass die
plittchenvermittelte Bakterizidie primdr auf der Wirkung von mikrobioziden Peptiden
beruht, als nicht mehr haltbar. Als nédchstes wurde vermutet, dass die plittchenvermittelte
Abwehr primir auf der Wirkung von ROS beruht. Auch dies konnte nicht bestétigt werden.
Insgesamt ist nun am ehesten davon auszugehen, dass ein Zusammenwirken von Plittchen,
Plasma und Thrombin nétig ist. In einer anderen Studie der Arbeitsgruppe wurde
mittlerweile der Wirkmechanismus der plittchenvermittelten Bakterizidie auf folgende
Weise favorisiert: Das Plidttchen dient hauptsdchlich dazu, seine aktivierte Oberfldche zur
Verfiigung zu stellen. Hieran bindet Thrombin, spaltet Proteine aus dem Blutplasma und
produziert dabei bakterizide Peptide, die aber nur lokal eng begrenzt wirken (Zander,

2007).
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4.5.2. Klinische Anwendung

Es gab bereits Modelluntersuchungen, in denen als antibakterielles Protein Lysozym
verwendet wurde, das auf kiinstliche Herzklappen aufgetragen wurde, um hier vor
Vegetationen zu schiitzen (Kuijpers et al., 1998; Kuijjpers et al., 2000). Diese wire eine
mogliche klinische Anwendung fiir die antibakteriellen Proteine.

Einige klinische Studien belegen die Beteiligung der Pléttchen und ihrer antimikrobiellen
Peptide an der Immunabwehr:

Sullam et al. untersuchten 1993 thrombopene Kaninchen mit Endocarditis durch
Streptococcus sanguis M99 1m Vergleich zu Kaninchen mit einer normalen
Plittchenanzahl. Die thrombopenen Tiere hatten eine hohere Dichte von Vegetationen und
eine hohere absolute Anzahl von Bakterien pro Herzklappe. In vitro konnte der Stamm
M99 an Plittchen binden, diese aktivieren, und wurde rasch von PMP getétet. Daraus ldsst
sich ableiten, dass Plittchen zwar ein Faktor in der Pathogenese der Endocarditis sind.
Sind Blutplittchen aber in groer Anzahl vorhanden, konnen sie diese limitieren (Sullam et
al., 1993). Bei Thrombopenie nimmt die Endocarditis einen schlechteren Verlauf.

Dies ist auch bei Meningitis durch Pneumokokken der Fall (Kirkpatrick et al., 1994):
Untersucht wurden 77 Patienten. Unter den gemessenen Laborparametern waren
Thrombozytopenie und ein hoher Harnstoffwert im Blut signifikant mit gesteigerter
Mortalitédt verkniipft.

In einer weiteren Studie kamen die Untersucher zu demselben FErgebnis: Eine
persistierende Thrombozytopenie deutete bei lebertransplantierten Patienten auf einen
schlechteren Verlauf hin, sie waren anfilliger fiir friihe schwere Infektionen (Chang et al.,
2000).

Am Beispiel eines Modells von Streptococcus viridans- Endocarditis stellten auch Dankert
et al. 2001 fest, dass die vom Pléttchen freigesetzte mikrobiozide Aktivitdt wesentlich fiir

die Abwehr von Endocarditis ist.

Eine griechische Arbeitsgruppe fiihrte 2008 eine Studie durch, in der Patienten nach einer

Stenteinlage in ein abdominelles Aortenaneurysma teils nicht-Thrombin-aktiviertes
pléttchenreiches Plasma transfundiert wurde, einer Kontrollgruppe nicht. Es zeigte sich,
dass die Gruppe mit der plittchenreichen Transfusion signifikant weniger Wund-
komplikationen hatte und eine signifikant kiirzere Aufenthaltsdauer im Krankenhaus

durchmachte (Saratzis et al., 2008).
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4.5.3. Ausblick

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Plédttchen an der unspezifischen Abwehr
mitwirken, jedoch nur mit eingeschrinkter Kompetenz. Dennoch zeigte sich ihr Einfluss
in verschiedenen experimentellen Untersuchungen (Yeaman et al., 1992a; Yeaman et al.,
1992b; Yeaman, 1997; Krijgsveld et al., 2000; Tang et al., 2002) und klinischen Studien (s.
vorheriger Abschnitt).

Durch eine genaue Kenntnis der angeborenen antimikrobiellen Mechanismen des
menschlichen Korpers und deren Interaktionen mit z.B. Leukozyten oder anderen
Komponenten der erworbenen Immunabwehr kénnte es moglich sein, neue anti-infektiose
Therapien gegen Erreger zu entwickeln. Gerade aufgrund der stdndig zunehmenden
Antibiotika-Resistenzen, neuer Strategien der Erreger, die Immunabwehr zu umgehen, und
multiresistenter Erreger, gibt es im klinischen Alltag immer noch zu viele schlecht
behandelbare Infektionen mit schweren Verldaufen (Davies, 2006; Carmeli, 2008). Daher
ist es unbedingt lohnend und notwendig, den Bereich der unspezifischen Immunabwehr

weiter zu erforschen.
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V. Zusammenfassung

Neben der Blutungsstillung und Wundheilung nehmen Blutplittchen durch verschie-
denartige Mechanismen an der unspezifischen Immunabwehr teil: Sie geben antimikro-
bielle Peptide ab, setzen reaktive Sauerstoffspezies frei, vermodgen Erreger zu
internalisieren, setzen chemotaktische Stoffe frei, arbeiten mit dem Komplementsystem
zusammen und interagieren mit Plasmaproteinen, dem Endothel und Mediatoren. In der
hier vorliegenden Arbeit sollte die plittchenvermittelte Erregerabwehr am Beispiel
verschiedener Stimme von Borrelia burgdorferi fluoreszenz- und elektronenmikros-
kopisch niher erforscht werden.

Zunichst erfolgte eine Untersuchung verschiedener Borrelienstimme auf ihre Empfind-
lichkeit gegeniiber thrombinstimulierten humanen Blutplittchen: Hierzu wurden die
Zeckenisolate B. garinii B29 und B. burgdorferi sensu stricto B31 mit den Patienten-
isolaten B. afzelii PKo38, PKo81, PKo345, PLe verglichen. Die Leistungsfihigkeit der
plittchenvermittelten Abwehr sollte anhand verschiedener Einfliisse, wie langerer in-vitro-
Kultivierung und verschiedener Oberfldchenproteine, untersucht werden. B29 und B3]
konnten deutlich besser, zu iiber 90%, abgewehrt werden als die tibrigen Stimme, deren
Abwehrraten zwischen 50-70% variierten. Moglicherweise sind diese Unterschiede auf das
Bindungsverhalten infektioser und nicht infektioser Stimme an das Integrin oupPm des
Plittchens zuriickzufiihren. Infektiose Borrelienstimme, wie die Patientenisolate, binden
besser an dieses Integrin. Als Bindungspartner kommen u.a. die ,,outer surface proteins
(Osp) in Frage. Diese werden von Borrelien in Abhéngigkeit vom Wirt exprimiert. In der
Zecke bilden sie vorwiegend Osp A aus, innerhalb von 48 h nach Wirtkontakt mit dem
menschlichen Korper exprimieren sie hauptsidchlich Osp C. Unter den Patientenisolaten
gab es hoch und niedrig passagierte Stimme, und einen, der kein Osp C ausprigte. Diese
Verinderungen fiihrten hier jedoch zu keinen signifikanten Unterschieden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die pldttchenvermittelte Abwehr nicht nur quantitativ,
sondern auch qualitativ erforscht: Der Wirkmechanismus, der das Killing der Borrelien zur
Folge hat, sollte ndher beleuchtet werden. Zu diesem Zweck fanden verschiedene Sti-
mulatoren der Plittchen Verwendung: Thrombin und das synthetische Peptid SFLLRN
(Agonist am PAR-1). Thrombinstimulierte Pldttchen konnten die Borrelien deutlich besser
abwehren. Dies deutet auf eine wesentliche Schliisselrolle des Thrombin hin. SF aktiviert
am Plattchen nur den PAR-1, in Abwesenheit von Thrombin wird PAR-4 nicht aktiviert.

Das hat zur Folge, dass die Plittchen nur degranuliert werden und nicht, wie bei
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Thrombinstimulierung, aulerdem einen Formwandel durchlaufen, grolere Mengen von
Thromboxan bilden und Pléttchenaggregate durch Fibrinbildung entstehen. Diese Ergeb-
nisse sprechen gegen die Annahme, dass allein die antimikrobiellen Proteine fiir die
plattchenvermittelte Abwehr verantwortlich sind. Die Wirkung des Thrombin, mdglicher-
weise als aktive Protease in diesem Geschehen, ist wesentlich.

Als nichstes wurden die thrombinstimulierten Plédttchen mit zwei verschiedenen Antioxi-
dantien (L-Ascorbinsdure und o-Tocopherol) koinkubiert, um zu iiberpriifen, welche
Auswirkung es auf die plittchenvermittelte Abwehr haben wiirde, die freien Radikale
auszuschalten. Eine Inkubation mit L-Ascorbinsdure erbrachte keine Verdnderung in der
Killingrate. Wurde aber a-Tocopherol hinzugefiigt, sank die plidttchenvermittelte Abwehr-
rate signifikant ab. Da eine alleinige Beteiligung von ROS am plattchenvermittelten
Killing aufgrund der eigenen Ergebnisse und einer weiteren Studie der Arbeitsgruppe
unwahrscheinlich war, miissten andere Eigenschaften des a-Tocopherol hierfiir verant-
wortlich sein: Es hemmt die Proteinkinase C im Plidttchen. Sie ist an Aktivierung und
Sekretion der Plittchen wesentlich beteiligt. Das bedeutet, dass das o-Tocopherol die
stimulierende Wirkung des Thrombin ganz oder teilweise autheben konnte. AuBerdem
hemmt es die Pléttchenaggregation und —adhésion, dadurch ist die Bindung an Bakterien
gestort und die plittchenvermittelte Bakterizidie reduziert.

Zuletzt wurden ultrastrukturelle Aufnahmen gemacht, um eine mogliche Phagozytosetitig-
keit der Plittchen zu untersuchen. Hierbei konnte keine eindeutige Phagozytose nachge-
wiesen werden. Selten fielen Pldttchen mit einer internalisierten Borrelie auf, die sich
vermutlich im OCS befand. Ultrastrukturell sah man auch Anschwellungen der Borrelien-
membran, sogenannte Gemmata. Sie sind ein Zeichen fiir eine gestorte Membranintegritit
und -permeabilitit.

Insgesamt konnte die These, dass Blutplittchen durch PMP, ROS oder Phagozytose allein
eine inhibitorische Wirkung auf Pathogene wie z.B. Borrelien ausiiben, nicht belegt
werden. Ein wichtiger Aktivator fiir die plittchenvermittelte Abwehr ist das Thrombin,

hierbei ist jedoch die exakte Wirkweise noch nicht geklirt.
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5.8.-27.9.2002

30.9. - 22.11.2002

25.11.02 - 14.3.03

Clasing, geb. Wobker

Carola

Am Waldesrand 24, 21397 Vastorf
04137/813517

cclasing@web.de

23. Juni 1976 in Bremen

verheiratet, 1 Tochter

Grundschule Bungerhof in Delmenhorst
Orientierungsstufen in Delmenhorst und Ganderkesee
Gymnasium Ganderkesee

Abitur

Studium der Humanmedizin an der Medizinischen
Universitit zu Liibeck

Physikum

1. Staatsexamen

2. Staatsexamen

3. Staatsexamen

Anisthesie und Intensivmedizin, Universititsklinikum

Liibeck; Prof. Dr. med. P. Schmucker

Vascular Surgery, University College Hospital Galway,

Irland; Consultant Dr. D. Courtney

Allgemein- und Viszeralchirurgie, Regionalspital Thusis,
Kanton Graubiinden, Schweiz; Chefarzt Dr. med. D. Scharplatz
Innere Medizin, Stadtisches Krankenhaus Siid, Liibeck;

Chefarzt Prof. Dr. med. Hiitteroth
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Lebenslauf

Berufstitigkeit
08/2003 — 10/2004

seit 10/2004

seit 03/2007

Promotion

seit 01/2000

Arztin im Praktikum, Klinikum Bremen-Nord,

II. Medizinischen Abteilung, Schwerpunkt Angiologie und
Diabetologie; Chefarzt Professor Dr. med. H.-U. Janka
Assistenzirztin, Klinikum Bremen-Nord,

II. Medizinischen Abteilung, Schwerpunkt Angiologie und
Diabetologie; Chefarzt Professor Dr. med. H.-U. Janka
Elternzeit bis voraussichtlich 06/2009

Dauer der experimentellen Arbeiten bis 07/2002
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Publikationen

Publikationen

e C. Wobker, B. Wilske, B. Zaat, J. Krijgsveld, M. H. F. Klinger:
Thrombin- stimulierte humane Blutplittchen toten infektiose Staimme von Borrelia burgdorferi
mit geringerer Effektivitit als Borrelienisolate aus Zecken.

Vortrag bei der 96. Versammlung der Anatomischen Gesellschaft in Miinster, 23.3.-26.3.2001

e C. Wobker und M.H.F. Klinger: Die Beteiligung humaner Blutplittchen an der unspezifischen
Abwehr - Untersuchungen an verschiedenen Borrelienstimmen. Focus MUL, 18 (2), 91-98

(2001)
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