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Referat

In den Krankheitsbildern der Sepsis und der Endokarditis spielen Bakterien und
deren Produkte, die Toxine in der Gerinnungaktivierung eine zunehmende Rolle. Im
Fall der daraus resultierenden Verbrauchskoagulopathie zeigt sich neben Blutungen
gleichzeitig eine Bildung von Mikrothromben. In der vorliegenden Arbeit soll der
Einfluss bakterieller Toxine wie LPS (E.coli), a- Toxin (Staphylococcus aureus),
Lysostaphin (Staphylococcus stapholyticus), Exotoxin A und Lectin 1 (beide von
Pseudomonas aeruginosa) auf die Thrombozytenaggregation analysiert werden.
Hierzu kam die photometrisch verfahrende Methode nach Born zur quantitativen
Bestimmung der Thrombozytenaggregation in Verwendung. Erste Versuchsansatze
fanden zur Testung verschiedener bakterieller Toxine isoliert bzw. mit ADP oder
Kollagen statt. AnschlieBend erfolgte die Untersuchung unterschiedlicher
Thrombozytenaggregationshemmer an ADP, Kollagen oder a-Toxin stimulierten
Blutplattchen. Experimentell Iasst sich zeigen, dass sich bakterielle Toxine sowohl
wie physiologisch vorkommende Plattchenaktivatoren (z.B. a-Toxin (ECs = 3,24 +
0,64 pg/ml)) als auch Inhibitoren (z.B. Exotoxin A (ICso= 39,33 + 6,88 ug/ml), Lectin 1
(ICs0 = 1,79 = 0,66 pg/ml) und Lysostaphin (ICso = 3,68 = 1,05 pg/ml)) verhalten.
Letztere Toxine inhibieren die Thrombozytenaggregation, obwohl eine Stimulation
dieser mit ADP erfolgte. Auch kann die proaggregatorische Wirkung des a-Toxin
durch Medikamente wie Abciximab (ICso= 0,91 + 0,19 pg/ml), Eptifibatid (ICso= 0,36
+ 0,11 ug/ml), lloprost (ICso = 7,86* 10 + 1,69* 10 ug/ml) und interessanterweise
mit Levosimendan (ICsp = 6,12 £ 4,12 pg/ml) konzentrationsabhangig inhibiert
werden. LPS zeigte in den Ergebnissen zum einen keine aggregatorische
Eigenschaft und zum anderen auch keine inhibierenden Effekte auf die ADP-
induzierte Aggregation.

Schlussfolgernd muss, aufgrund der unterschiedlichen Wirkungen bakterieller Toxine
auf die Thrombozytenaggregation und auch des den darauf nachgewiesenen
Einflusses diverser Medikamente in vitro, Uber weitere experimentelle
medikamentése Strategien nachgedacht werden. Das Zusammenspiel von
Thrombozyten und bakteriellen Toxinen scheint auch zuklnftig ein Forschungsfeld
zu bieten, dass moglicherweise weitere relevante Ergebnisse fir die Behandlung der
Sepsis und Endokarditis liefert.

Focke, Bernadette: Einfluss bakterieller Toxine auf die Thrombozytenaggregation in vitro, Halle
(Saale), Martin-Luther-Universitat Halle-Saale, Universitatsklinik und Poliklinik fir Innere Medizin llI
des Universitatsklinikums Halle (Saale), 76 Seiten, 2012
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Einleitunq 1

1.1 Infektionen

1.1.1 Sepsis und Endokarditis

In aktuellen Statistiken wird die Sepsis als eine haufige Todesursache in der
nosokomialen Infektion beschrieben, was die Notwendigkeit weiterer Forschungen mit
dem Ziel, gegebenenfalls die Mortalitdtsrate zu reduzieren, erklart (Loew, Riess, 2005;
Schouten et al., 2008).

Definiert ist die Sepsis als eine Uberschie3ende systemische Abwehrreaktion auf eine
zumeist bakterielle Infektion (Matot, Sprung, 2001). Im Fall der Endokarditis liegt dabei
der infektiobse Streuherd im Bereich des Endokards, genauer im Bereich des
Endokards der Herzklappen, mit lokaler und in einigen Fallen septisch verlaufender
Entzindung. Die infektiosse Endokarditis wird meist durch Staphylococcus aureus
verursacht. (Loughman et al., 2005; Westphal et al., 2009)

Endovaskulare Infektionen sind aufgrund der komplexen und multifaktoriellen
Pathogenese nur schwer zu therapieren. Bakterielle Komponenten einerseits und
multiple Komponenten des betroffenen menschlichen Organismus, wie etwa des
Endothels, der Thrombozyten, der Polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
(PMN), der Lymphozyten und Plasmaproteine, andererseits spielen eine Rolle in der
Infektion (Bayer et al., 1995; Kobayashi et al., 2003). Eine solche Infektion hat oft
gravierende Folgen: Selbst ein duRerlich symptomfreier Mensch kann rasant in eine
lebensbedrohliche Situation geraten, z.B. durch die Destruktion von hdmodynamisch
relevanten Herzklappenstrukturen (bei der Endokarditis) oder im Fall der Sepsis durch
das Systemische Inflammatorische Response Syndrom (SIRS) mit Multiorganversagen
bis hin zum Schock und Tod (Sinha, Herrmann, 2005; Trappe, Riess, 2005). In der
Literatur taucht in diesem Zusammenhang immer wieder der Thrombozyt als zentrale

interagierend wirkende Zelle auf (Kerrigan et al., 2008).
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1.1.2 Pathophysiologie der Infektionen

Festzuhalten ist: Akut wird das Problem zunéchst nicht durch die Infektion selbst; akut
wird es durch eine aul3er Kontrolle geratende Immunreaktion, welche wiederum durch
multiple immunstimulierende Toxine der Mikroorganismen ausgelést wird (Trappe,
Riess, 2005). Eine Uberproduktion an immunmodulierenden Mediatoren wie Cytokinen,
Chemokinen und Komplementfaktoren besteht konsekutiv (Schouten et al., 2008).
Neben diversen Reaktionen im Rahmen der Sepsis, seitens der Leukozyten, der
Monozyten/Makrophagen und der Endothelzellen, will ich vor allem jene der
Thrombozyten beleuchten.

Zu beachten ist allerdings, dass die Inflammation sich erst durch das Zusammenspiel
dieser Blutzellen bemerkbar macht. Folgen dieser Interaktion sind — eng verbunden
mit Prozessen der disseminierten Aktivierung der Hamostase und der induzierten
Inflammation — einerseits die Bildung von Mikrothromben und andererseits die
Entwicklung von Hamorrhagien (Sinha, Herrmann, 2005; Trappe, Riess, 2005).
Genannt wird dies nach entsprechenden Kriterien gehend in der spaten Klinik der
Sepsis Verbrauchskoagulopathie oder DIC, was sich durch eine massive generalisierte
Freisetzung von diversen Cytokinen mit zur unkontrolliert kommenden Aktivierung der
Gerinnung mit Fibrinbildung und Fibrinolyse auszeichnet (Dempfle, 2005). Letztlich
kann die Organdysfunktion mit der disseminierten Mikrothrombenbildung und dadurch
bedingter Perfusionseinschrankung im Bereich der Mikrozirkulation erklart werden
(Ragaller et al.,, 2007). Bestandteil eines solchen Mikrothrombus sind neben den
Thrombozyten auch Leukozyten (Trappe, Riess, 2005).

Im Fall der Endokarditis ist die Endotheldysfunktion beziehungsweise ein
Endothelschaden, wie etwa bei sklerotischen und inflammatorischen Veranderungen
des Klappenendothels, von Bedeutung (Hoffmann, Hanrath, 2007). Nach Plattchen-
und Fibrinablagerung an dieser Stelle entsteht ein idealer Nahrboden flr bakterielle
Pathogene mit ihrer Adharenz und schlie@Blich - nach Auslosung der
Plattchenaggregation und  Bakterienvermehrung —  makroskopisch  sichtbar
gewachsenen Plattchen-Bakterien-Aggregaten (Vegetationen) (Bayer et al., 1997;
Kupferwasser et al.,1999; Rivera et al., 2007). Gegebenenfalls konnen diese

Aggregate schlieRlich auch embolisieren (Gawaz, 2004).
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1.1.3 Rolle der Thrombozyten

Blutplattchen besitzen eine diverse Anzahl an in der Zellmembran eingerichteten sowie
an induzierbaren Membranrezeptoren, die hoch sensitiv sind und rasch auf ein breites
Spektrum von Agonisten, die bei GefaRverletzungen oder Infektionen auftreten,
reagieren (Yeaman, 1997). Es ist wichtig zu wissen, dass auch die direkte und
indirekte Interaktion mit Bakterien im Fall einer Sepsis Uber eine grofe Menge von
Rezeptoren durch Rezeptor-Liganden-Wechselwirkungen mit Aktivierung einer
plattcheninduzierten Gerinnungskaskade gesteuert wird (Fitzgerald et al., 2006a).

Bak

‘ !FR.

Abbildung 1: Darstellung der Bildung eines Konglomerates aus Bakterien, Thrombozyten und
PMN nach Aktivierung der Blutplattchen. Aktivierung der Plattchen Uber rezeptorvermittelte
Bakterien-Thrombozyten-Kontakte oder Uber von Bakterien abgegebene Toxine mit deren
Andockung an entsprechende plattcheneigene Rezeptoren. AnschlieBend Aktivierung des
GPIIb/llla-Rezeptors mit Bindung anderer Thrombozyten, Freisetzung von Cytokinen/
Chemokinen und Aktivierung anderer Blutzellen wie der PMN. Bak Bakterien, BR Rezeptor fir
Bakterienproteine, FR, aktivierter Fibrinogenrezeptor (GPllb/llla-Rezeptor), FR; inaktiver
Fibrinogenrezeptor, PMN polymorphkerniger neutrophiler Granulozyt, TR Rezeptor fiir Toxine,
Tox Toxine, P P-Selektin, + Mac-1 (macophage-1 antigen) (In Anlehnung an die Grafik von
Fitzgerald et al., 2006a und Kerrigan, Cox, 2009)

Cytokine
Chemokine

Der bakterielle Einfluss kann einerseits die Freisetzung der auf3erhalb und innerhalb
der Zellmembran befindlichen und schon zur Verfligung stehenden Proteine, Faktoren

und sonstigen Substanzen des Thrombozyten, einschlie3lich der Granulainhaltsstoffe,
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1. Einleitung

auslésen. Anderseits gewinnt allerdings die Neusynthese von Proteinen aus
thrombozyteneigenem genetischen Material der mRNA nach Kontakt mit bakteriellen

Toxinen immer mehr an Bedeutung.

1.2 Thrombozyten

Von Max Schultize um 1865 entdeckt und als ,spherules“ referiert, wurden die
Thrombozyten 1882 durch den lItalienischen Pathologen Giulio Bizzozero als
eigenstandige Zellen definiert. Bizzozero beobachtete sie mikroskopisch aus
abgenommenem Blut und im zirkulierenden Blut lebender Tiere.

Weiterhin beschrieb er die Funktion der von ihm auf italienisch so genannten ,piastrine®
unter intravaskuldren Bedingungen, und er erkannte den Zusammenhang zwischen
Adhasion, Aggregation sowie subsequenter Fibrin-Bildung und Ablagerung. Dabei
beschrieb er erstmals, dass die Blutplattchen sich an beschadigtes Gefalendothel
anlagern, mit Fibrin umgeben und hauptsachlich an der Thrombusbildung beteiligt sind.
(Brewer, 2006)

Durch Abschniirung aus dem Zytoplasma eines Megakaryozyten entstanden, kénnen
Thrombozyten einen Durchmesser von zwei bis vier um entwickeln. Sie besitzen im
Bereich ihrer Mitochondrien einen begrenzten Rest an mRNA zur Proteinsynthese.
Nach einer mittleren Lebensspanne von zehn Tagen werden sie im
retikuloendothelialen System der Leber und Milz abgebaut. (Kehrel, 2003)

1.2.1 Physiologie der Thrombozyten

Morphologisch héalt sich die Thrombozytenstruktur durch eine aus einer
Lipiddoppelschicht bestehenden Membran und einem aus Aktin-/Myosinfilamenten
aufgebauten intrazellularen Zytosklett (Kehrel, 2003). Die Membran ist mit einer
sogenannten Glykokalyx beschichtet, in der Polysaccharide kovalent an
Membranproteine und Membranlipide gebunden sind (Gawaz, 1999). Zu den
Membranproteinen zahlt eine groRe Anzahl an integrierten thrombozytaren
Rezeptoren, die noch genauer betrachtet werden. Wenn der Thrombozyt aktiviert wird,
werden die Mikrofilamente aktiv und kontrahieren die Blutzelle mit Umverteilung der
Organellen und Pseudopodienbildung (Gawaz, 1999; Kehrel, 2003). Fir letzteres
kommt durch Fusion mit der AuRBenmembran der grof3e Vorrat an Membransystemen

(offenes kanalikuldres System) zum Einsatz (Gawaz, 1999; Kehrel, 2003).
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Im Inneren des Thrombozyten befinden sich neben Glykogengranula und den
Mitochondrien auch zahlreiche Granula, die aufgrund ihrer unterschiedlichen
Inhaltsstoffe in dichte Granula, a-Granula und Lysosomen unterteilt werden. In den a-
Granula sind neben einer Reihe von Gerinnungsfaktoren, Wachstumsfaktoren und
Enzymen auch Fibrinogen, P-Selektin, von-Willebrand-Faktor (vWF) sowie ein Vorrat
an Glykoprotein lIb-llla angesiedelt. Dichte Granula enthalten u.a. wichtige Stoffe fur
die Aktivierung, wie Kalzium und die Nukleotide ADP und ATP. (Rivera et al., 2009)

Tabelle 1: Inhaltsstoffe der thrombozytéaren Speichergranula

dichte Granula a-Granula A-Granula
(6-Granula) (Lysosomen)
e ATP Enzym e a-Arabinoside
e ADP e a 1-Antitrypsin o [B-Galactosidase
e Kalzium* e a 2-Makroglobulin e [B-Glucuronidase
e Serotonin e a 2-Antiplasmin e N-Acetyl-
e Phosphat e Cl-Esterase-Inhibitor glucosaminidase
e Guaninnukleotide Adhasive Proteine e Elastase
e Fibrinogen e Kollagenase
e Fibronektin e Kathepsin
e von-Willebrand-Faktor
e Thrombospondin
e Vitronektin
e Glykoprotein llb-llla
Wachstumsfaktoren
¢ Platelet-derived growth
factor
e Transforming growth
factor 3

e Epidermal growth factor
e Endothelial cell growth
factor

Zytokinahnliche Proteine
Interleukin 1 (?)
CD40-Ligand
Plattchenfaktor 4 (PF4)
B-Thromboglobulin
Koaqulationsfaktoren
HMWK

Plasminogen

PAI-1

Faktor V

Faktor XI

Fibrinogen

Protein S

? noch unklar, da nicht eindeutig nachgewiesen (modifiziert nach Gawaz, Das Blutplattchen,
Thieme 1999, Seite 7)
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Schlielich ist auch fiur die Plattchenaktivierung das zweite, bisher nicht genannte
Membransystem von Bedeutung, namlich das dichte tubuldre System. Es gilt als
Hauptspeicherort fir freie Kalziumionen (Ca™ ) (Gawaz, 1999). Aktivierte Plattchen
setzen aus diversen Organellen nachweislich vesikuldre Membranfragmente mit
Proteinen in der Grofl3e von 0,1 bis 1,0 um ab, die auch Mikropartikel genannt werden
und bei der Koagulation und Inflammation eine Rolle spielen (Schouten et al., 2008;
Dean et al., 2009).

dichte Granula Mitochondrium
dichtes kanalikulares

System P/A
offenes tubuldres
System

Myosin 4 f @

Aktin

Mikrotubuli \\r

Glykogen-
speicher

[ ]

Lysosom

a-Granula

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines ruhenden Thrombozyten (modifiziert nach
Gawaz, Das Blutplattchen, Thieme 1999, Seite 5).

1.2.2 Physiologische Prozesse in primarer und sekundarer Hamostase

Hauptaufgabe der Thrombozyten ist die korpuskulare Blutgerinnung. Sie sind
essentieller Bestandteil sowohl in der priméaren als auch in der sekundaren Hamostase.
(Gawaz, 1999) Die Hamostase ist ein dynamischer Prozess, in dem
Membranrezeptoren  der  Plattchen,  bidirektionale intrazellulare  Signale,
Thrombozytenproteine sowie inflammatorische Substanzen eng verbunden sind und
voneinander abhéngen (Rivera et al., 2009). Aktiviert werden die Thrombozyten durch
Interaktion mit diversen Agonisten, wie z.B. durch Komponenten des Subendothels,
proinflammatorischen Mediatoren, Komplementfaktoren sowie adhasiven Proteinen
Uber plattcheneigene Rezeptoren. Im allgemeinen gilt weiterhin, dass fast alle
Agonisten beziehungsweise Thrombozytenaktivatoren synergistisch wirken. Auch gibt
es einen autokrinen Verstarkungsmechanismus des Thrombozyten im Falle einer

Aggregation durch eigene Sezernierung von Agonisten wie ADP, PAF, Serotonin,
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Thrombin und Thromboxan A, (TxA,) (Gawaz, 2004; Jurk, Kehrel, 2005). In der
Signaltransduktion sind dabei diverse intrazellulare Molekile, die second messengers,
wie Ca™", TxA,, Diacylglycerin (DAG), Inosit-1,4,5-triphosphat (IP3), und die Nukleotide
CcAMP und cGMP zustandig (Jurk, Kehrel, 2003).

Durch die Adhéasion an subendotheliale Strukturen formen sich die Plattchen in

kugelige Gebilde mit stachligen Pseudopodien um. Der Vorgang wird shape change

genannt, wobei das Zytoskelett und die Aktinfilamente eine wichtige Funktion inne
haben. (Gawaz, 1999)

Abbildung 3: Ruhende und aktivierte Blutplattchen (Elektronenmikroskopie von Gawaz,1999,
Seite 4)

Eine schnelle Polymerisation von globularen Aktin oder Aktinfilamentbruchstiicken zu
Filamenten und schlieBlich zu einem Netzwerk flhren zur aktivierten Form des
Plattchens. Dies setzt eine Freisetzung des Aktinfilamentes vom Aktin-bindenden
Protein genannt Gesolin vorraus. (Fox, 1993; Thomas et al., 2007)

Verformte und aktivierte Thrombozyten entleeren ihre Granula durch deren innerhalb
von Sekunden stattfindende Fusion mit der Oberflachenmembran und deren
Freisetzung beziehungsweise Ausschiittung ihrer Inhaltsstoffe in das Blutplasma. Auch
verdichten sich durch das Verschmelzen der Membranen die Glykoproteinrezeptoren
auf der Thrombozytenoberflache, insbesondere die der Glykoprotein lib-/ llla-Molekdile.
(Jurk, Kehrel, 2005) GleichermalRen setzt das Endothel, nach Aktivierung durch
inflammatorische Mediatoren, durch Exozytose der Weibel-Palade-Kérperchen
Substanzen wie P-Selektin und VvWF frei (Valentin et al., 2010). Der an
subendothelialen Strukturen bindende vWF fangt initial Plattchen unter hohen
Scherkraften auf und bindet sie nach einer kurzen Phase des Entlangrollens Gber den
Glykoprotein Ib-V-IX-Komplex und Uber das P-Selektin an die Endothelzellen an
(Gawaz et al., 2005; Ruggeri, Mendolicchio, 2007). Diese Bindung zeigt sich als
reversibel und insuffizient flr eine Thrombozytenadhésion (Nieswandt, Watson, 2003).
Infolgedessen filhrt es Uber weitere Bindungen an thrombozyteneigene

Kollagenrezeptoren (GPVI, a2B1) und ADP-Rezeptoren (P,Y1,-, P,Y;- Rezeptor) zur
7



1. Einleitung

stabilen Plattchenadhésion und —aktivierung mit Fortleiten des Aktivierungssignals
nach innen (Siljander et al., 2004). U.a. fuhrt dieses Signal zur neuen Biosynthese,
beispielsweise von vVWF, GP llb/llla-Molekiilen und vielen anderen Proteinen aus der
bestehenden mRNA (Gawaz et al.,, 2005). Durch die Aktivierung kommt nun ein
weiterer Rezeptor ins Spiel: der GPIIb/llla-Rezeptor mit eminenter Bedeutung fir die
Plattchenaggregation. Die Aggregation zeichnet sich durch eine Kreuzvernetzung des
Fibrinogens zwischen zwei Fibrinogenrezeptoren (GP llb/llla-Rezeptoren) aus (Kehrel,
2003; Gawaz, 2004). Eine Agglutination der Rezeptoren ging dem voraus. Durch viele
dieser stabilen, hoch affinen Bindungen zwischen Fibrinogen und seinem
Glykoproteinrezeptor zwischen den Thrombozyten und ihrer, genau daraus folgenden,
Inkooperation in den Thrombus, kommt es letztlich zum Aggregatwachstum (Gawaz,

2004).
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Abbildung 4: Bestimmung der Lichtdurchlassigkeit als ein MaRR der Thrombozytenaggregation
mit Hilfe des Aggregometers. Formveranderung (shape change) der Thrombozyten im Verlauf
der Aggregation durch Aktivierung mittels Agonisten (A). (A) Diskoide Form des ruhenden
Thrombozyten; (B) Aktivierung mit Pseudopodienbildung; (C) Reversible Phase mit Bildung von
Fibrinogenbriicken; (D) Irreversible Aggregation mit Ausschittung der Granulainhaltsstoffe. (In
Anlehnung an die Grafik von Gawaz, 1999, (ff. 45)).

Die Plattchenaktivierung kann schlie3lich eine sekundare Hamostase erleichtern. Sie
besteht letztlich darin, dass nach Abfolge von proteolytischen Prozessen (extrinsisches
und intrinsisches System) durch Thrombinbildung Fibrinogen in vernetztes Fibrin
umgewandelt wird und damit dem Aggregat Festigkeit verleint (Kehrel, 2003).
AbschlieBend fihrt die vom TxA, ausgeltste Vasokonstriktion und die genannte
Aggregatbildung zum verlangsamten Blutfluss in der Mikrozirkulation und schlief3lich

zur Ischamie (Gawaz, 2004).
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1.2.3 Inhibierende Prozesse

Eine intakte Endothelmembran beugt unglnstig verlaufenden thrombotischen und
inflammatorischen Prozessen durch inhibitorische Mechanismen vor, etwa dadurch,
dass Substanzen wie Prostazyklin (PGIl;), Cyclooxygenase-2 (COX-2) und der
endotheliale vasodilatatierende Faktor (EDRF) bereitgestellt werden (Gawaz et al.,
2005). Wahrend PGI, mit spaterer Erwadhnung Uber die Adenylatzyklase (ACL) und
daraus resultierenden cAMP-Spiegelanstiegs fungiert, kommt die inhibitorische
Wirkung des Stickstoffmonoxid (NO) uber die Guanylatzyklase mit cGMP-
Spiegelanstieg zustande (Kehrel, 2003). Weiterhin wurde beobachtet, dass negativ
regulatorische Proteinrezeptoren (PECAM-1), die uUber Phosphorylierung der ITIMs
(immunoreceptor tyrosine based inhibition motifs) inhibitorisch wirken, eine
UberschieRende Thrombusbildung limitieren (Jurk, Kehrel, 2005). Antikoagulative
Prozesse werden auch durch TFPI (tissue factor pathway inhibitor), Antithrombin (AT)
und dem aktivierten Protein C (APC) vermittelt (Levi et al., 2003). Zu diesen
genannten korpereigenen Prozessen und Substanzen werden im spateren die
pharmakologisch entwickelten Rezeptorenblocker wie zum Beispiel der entwickelte

Antagonist flir den ADP-Rezeptor oder den GP-lIb/llla-Rezeptor erlautert.

1.2.4 Inflammatorische Prozesse

Die Anfangsphase ist durch die Aktivierung der Endothelzellen aus ihrem Ruhezustand
in einen prokoagulatorischen Status gekennzeichnet (Schouten et al., 2008; Levi et al.,
2003). Dadurch ergibt sich am Endothel nach einer vermehrten Expression von
Adhéasionsrezeptoren (P- und E-Selektin, VCAM-1, ICAM-1) und Ausschittung von
Chemokinen mit folgender Aktivierung von Integrinen, Anlockung von Immunzellen,
transendothelialer Migration bzw. Diapedese schlielich eine Exazerbation der
inflammatorischen Reaktion (Gawaz et al., 2005; von Hundelshausen, Weber, 2007).

Aufgrund der massiven Immunreaktion kommt es zur Schadigung des GefalRendothels
mit Freilegung von subendothelialen Strukturen, was wiederum durch die endotheliale
Dysfunktion zur FortfUhrung der oben genannten Kettenreaktion mit mikrovaskularer
Funktionsbeeintrachtigung fuhrt. Bezlglich der inflammatorischen Eigenschaften des
Thrombozyten erfolgen diese durch die Anhaftung des Thrombozyten an das Endothel
uber seinen GPIb/V/IX an den vVWF, sowie des PSGL-1 (P-Selektin glykoprotein ligand
1) an das endotheliale P-Selektin. (Gawaz et al., 2005) Auch auf Monozyten,

Neutrophilen und T-Lymphozyten sitzend, dockt deren PSGL-1 an das endotheliale
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und thrombozytdre P-Selektin an, sodass eine Verbindung mit dem Blutplattchen
geschaffen werden kann (Jurk, Kehrel, 2005; von Hundelshausen, Weber, 2007). Das
P-Selektin vermittelt, neben einem Entlangrollen am aktivierten Endothel, die Adhé&sion
an der Membran mit anschlielender Immobilisierung der Leukozyten (von
Hundelshausen, Weber, 2007). Eine Leukozytenadhdsion an Plattchen wird nach
bisherigen Erkenntnissen auch tber JAM-3, ICAM-2 und GP1ba vermittelt (Gawaz,
2004).

Durch den Kontakt werden proinflammatorische Substanzen sogenannte Chemokine
freigesetzt, die eine Entzundungsreaktion induzieren (Gawaz, 2004). Die erwahnte
Aktivierung des Endothels resultiert initial Uber GPIIb-llla-Vermittlung durch das IL-18

und den thrombozytaren CD40L (CD154) mit seiner Bindung an seinen Rezeptor, der

als CD40 an der Endothelmembran vorliegt (Gawaz, 2004; Gawaz et al., 2005; von
Hundelshausen, Weber, 2007).

Abbildung 5: Darstellung der Wechselwirkungen von Liganden und Rezeptoren zwischen
Thrombozyten, PMN und Endothelzellen. Im Bereich der Endothelldsion bindet
subendotheliales Kollagen an GPVI und GPla/lla, sowie VWF an GPIb/V/IX. Eine weitere
Verbindung entsteht zwischen dem CD40-Rezeptor und seinem am Blutplattchen befindlichen
Liganden CD40L. Weiterhin besteht eine Interaktion der aktivierten Thrombozyten Uber den
GPIIb/llla-Rezeptor und gebundenen Fibrinogen. PMN-Beziehungen entstehen durch Mac-1 zu
ICAM-1 am Endothel, und durch Mac-1 zu ICAM-2 und JAM-3 am Thrombozyten. P-Selektin
findet sich auf Thrombozyten und Endothelzellen, und stellt den Kontakt Gber PSGL-1 zu
Thrombozyten und PMN her. Aktivierte Thrombozyten sezernieren ADP, welches an den ADP-
Rezeptor andockt und weitere Mechanismen in Gang setzen kann. * Mac-1, + PSGL-1,
# Kollagen, F Fibrinogen, FR GP IlIb/llla-Rezeptor, AR ADP-Rezeptor, P P-Selektin,
G1 GPla/lla, G2 GPVI, G3 GPIb/V/IX

Wichtige thrombozytdre Chemokine wie PF4 und RANTES (Regulated upon activity
normal T cell expressed and presumably secreted) wirken neben ihrer
chemotaktischen Eigenschaft auch antimikrobiell, weshalb sie auch durch Thrombin

induziert plattcheneigene antimikrobielle Proteine (PMPs) genannt werden. PMPs
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kénnen dabei u.a. auch bakterizid auf Staphylococcus aureus wirken. (Yeaman et al.,
1994; Bayer et al., 1997)

Ein weiterer wichtiger Ansatz liegt darin, den Thrombozyten in seiner gesamten
Funktion zu betrachten. Vorher primar nur als Akteur in der Hamostase mit Verbrauch
der v.a. in den Granula vorkommenden Substanzen bekannt gewesen, tritt durch
diverse experimentelle Ansatze immer mehr die Bedeutung der de novo
Proteinsynthese des Blutplattchens zu Tage. Daraus resultiert wiederum der fir das
Thema der Sepsis und Endokarditis wichtige Aspekt der aktiven Aufrechterhaltung
einer Entzindungsreaktion. Aktiv deshalb, weil im Thrombozyten selbst eine
Translation und damit die Neusynthese von Proteinen stattfindet, welche wiederum
weitestgehend unbekannte Signalkaskaden in Gang setzen und damit
inflammatorische Prozesse steuern (Lindemann et al., 2001).

Grundvorraussetzung ist das Vorhandensein einer Anzahl von mMRNA im
Thrombozyten. Diese gelten als Trager der genetischen Information fiir die Herstellung
von Proteinen, obwohl der Thrombozyt anuklar ist (Weyrich et al., 2007). Eine weitere
Vorraussetzung ist eine ausreichende Aktivierung des Thrombozyten selbst. Weyrich
et al. fanden heraus, dass die Thrombozyten durch thrombin-induzierte Aktivierung ein
Regulatorprotein, im speziellen das B-cell Lymphoma 3 (Bcl-3), innerhalb von Minuten
herstellen konnen. Bcl-3 scheint bedeutsam fur das Zusammenziehen des Thrombus
mittels des Fibrins zu sein (Weyrich et al., 2007). Weiterhin greifen Denis et al. (2005)
die Erkenntnis von Lindemann et al. (2001) auf, dass auf einer mRNA Interleukin-1f
(IL-1B) codiert ist, translatiert und schlieRlich als ein inflammatorisch wirkendes Cytokin
produziert wird. Dabei gehen die Untersuchungen dahingehend weiter, dass an der
Vorstufe der mRNA des codierten IL-13, der pre-mRNA, eine der posttrankriptionellen
Modifizierungen stattfindet, namlich die des Splicing. Damit gilt als bestétigt, dass das
Blutplattchen neben der pre-mRNA und mRNA auch das nétige Equipment fir den
Prozess des Splicing besitzt. Als weiteres Beispiel, da bedeutsam fir die
Thrombenbildung, ist das Forschungsergebnis von Schwertz et al. (2006) zu nennen,
in dem Thrombozyten eindeutig nachweisbar tissue factor (TF) pre-mRNA enthalten.
Die TF pre-mRNA wird wiederum, im Falle einer Thrombozytenaktivierung, durch den
Prozess des Splicing zur Synthese des TF freigegeben (Schwertz et al., 2006). Der TF
ist immens wichtig fur die Kettenreaktion der Gerinnung, in der es nach Faktor VII und
TF Zusammenlagerung tber Aktivierung von Faktor IX und X zur Thrombinbildung
kommt. Eine Fibrinbildung aus Fibrinogen fiir das Fibringewirr eines Thrombus folgt.
(Levi et al., 2002; Jurk und Kehrel, 2005) Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse
Reaktionen nach Aktivierung durch physiologisch vorkommende Plattchenaktivatoren.

Auf dieser Grundlage konnten neuere Erkenntnisse durch bakterielle Stimulation der
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Thrombozyten mit Bearbeitung der mRNA und Synthese von Proteinen gewonnen
werden. Zu nennen sind dabei einerseits die neuesten Ergebnisse von Schubert et al.
(2011), denen zufolge das a-Toxin von Staphylococcus aureus Blutplattchen stimuliert
und zur Expression der Bcl-3 mRNA bringt, und andererseits die fortgefihrten
Forschungen mit Nachweis des a-Toxin- sowie Lipopolysaccharide-induzierten Splicen

der TF pre-mRNA und seiner Expression (Rondina et al., 2011).

1.2.5 Thrombozytare Membranrezeptoren

lhrer charakteristischen Molekulstruktur entsprechend, werden die
Membranglykoproteine der Thrombozyten in diverse Gruppen unterteilt: Integrine (z.B.
allbBs), leuzinreiche Glykoproteine (GPIV, TLR 4), Selektine (P-Selektin),
immunglobulindhnliche Rezeptoren (ICAM-2, PECAM-1) und lysosomale integrale
Membranproteine (GP53) (Nurden AT, Nurden P, 1993; Kehrel, 2003; Rivera et al.,
2009).

Eine weitere Klassifizierung ist die Untergruppierung der Adhasionsmolekiile, die die
Adhérenz von z.B. Thrombozyten an das Endothel vermitteln. Hierzu gehoren die
Integrine, die Selektine und die Immunglobulinrezeptoren.

Integrine sind heterodimere transmembrane Glykoproteine mit einer a- und einer
dazugehdrigen B-Untereinheit, die durch eine vorherige Signalkette aus dem Status
einer niedrigen Affinitat in einen mit hoher Affinitat zu ihrem entsprechenden Liganden
gefiihrt werden (Nieswandt, Watson, 2003; Schwarz et al., 2006; Lau et al., 2009).
Jede der Untereinheiten ist in eine extrazellulare Doméne, ein transmembranes
Segment und einen zytoplasmatischen Teil gegliedert (Yang et al.,, 2009). Fur die
Plattchenaggregation ist das Glykoprotein-lib/ llla-Molekil von zentraler Bedeutung.
Zusétzlich zu der Prasentation an der Thrombozytenoberflache im inaktiven Zustand,
wird das Protein fir den Fall einer Aktivierung zu circa 30% in den a-Granula und im
offenen kanalikularen Membransystem gespeichert (Gawaz, 1999; Bennett, 2005).
Erst nach Aktivierung des Rezeptors sowie nach Konformationswechsel mit
Freiwerden von Bindungsstellen kann das ldsliche plasmatische Fibrinogen an der
extrazellularen Doméne primér reversibel, dann irreversibel binden (Gawaz, 1999;
Schwarz et al., 2006). Auch die Bindung von Fibronektin, CD40L und vWF ist méglich
(Ruggeri, Mendolicchio, 2007). Intrazellulares Signaling Gber den Rezeptor lauft Uber
den zytoplasmatischen Teil, sodass letztlich von einem bidirektionalem Signaling

gesprochen werden kann (Lau et al., 2009; Yang et al., 2009).
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Ubrigens sind die Selektine auch Glykoproteine, wozu auch das plattchenspezifische
P-Selektin gehdrt (von Hundelshausen, Weber, 2007). Der oben genannte CD 40
Rezeptor z&hlt zur Gruppe der TNF-Rezeptor-Superfamilie und bindet das

Transmembranprotein CD40L (von Hundelshausen, Weber, 2007).

1.3 Aktivierung und Inhibierung der Plattchen-
aggregation

1.3.1 Allgemeine Substanzen

— ADP

Adenosin-di-phosphat (ADP) wird 1962 in Folge des Nachweises, dass es in vitro im
Plasma die Plattchen zur Aggregation fihrt, mit den Thrombozyten in Zusammenhang
gebracht (Born, 1962). Es wird in den Thrombozyten produziert und in ihren dichten
Granula gespeichert sowie bei einer Exposition mit Thrombin, Kollagen oder
Thromboxan A, freigesetzt. Vor allem verstarkt es die Wirkungen diverser Agonisten
und fuhrt als parakriner Mechanismus zur Plattchenrekrutierung (Cattaneo, Gachet,
2001; Gawaz, 2004). Das Blutplattchen besitzt drei Subtypen an Rezeptoren flr
Adenin-Nukleotide, namentlich P,Y;, PyY», und Py,X;, die ua. die
Thrombozyenaggregation verursachen (Gachet et al., 2006; Murugppan, Kunapuli,
2006). P,X; interagiert mit ATP und bildet einen lonenkanal fur den schnellen Einfluss
von Kalzium in das Zytosol, was einen shape change verursacht und somit bei der
Thrombozytenaktivierung behilflich ist (Murugppan, Kunapuli, 2006). Die Adenosine-5'-
diphosphate-selektiven Rezeptoren P,Y; und P,Y;, sind an G-Protein gekoppelt. P,Y;
steht in Verbindung mit einem Gqg- Protein und fihrt zur intrazellularen Kalzium-
Freisetzung, zum shape change und zur Plattchenaggregation mit vorheriger
Glykoprotein-llb-lllaRezeptor-Aktivierung. (Jurk, Kehrel, 2005; Murugppan, Kunapuli,
2006) Der zweite ADP-Rezeptor entfaltet seine Wirkung Uber ein inhibitorisch
gekoppeltes G-Protein. Das Wirkspektrum &hnelt dem des vorher beschriebenen
Rezeptors. Erganzend allerdings vermittelt P,Y, eine gesteigerte Freisetzungsreaktion
der dichten Granula, Inhibierung der Adenylatzyklase, Aktivierung der GP-lib/llla-
Rezeptoren via Phosphoinositol-3-Kinase und anderen G-Proteinen und ist wichtig fur
die Bildung und Stabilisierung eines Thrombus oder Aggregates. (Fontana et al., 2003;
Gachet et al.,, 2006) Dieser Rezeptor ist durch irreversible Inaktivierung mittels
kovalenter Bindung molekularisches Ziel der ADP-selektiven antiaggregatorischen
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Medikamente wie Ticlopidine, Clopidogrel und Prasugrel (Cattaneo, Gachet, 2001;

Boeynaems et al., 2005).

—  Kollagen

Kollagen ist als in Tripelhelixstruktur aufgebautes extrazelluldares Matrixprotein an
subendothelialen Oberflachen von verletztem GefaRendothel und in pathologischen
Inflammationsprozessen exponiert. Dabei induziert es eine Plattchenaktivierung und -
adhasion durch entsprechende Bindung an thrombozytare Kollagenrezeptoren.
(Clemetson KJ, Clemetson JM, 2001)

Es konnte herausgefunden werden, dass nur eine schmale Fraktion der Plattchen
tatsachlich direkt durch Kollagen aktiviert wurde, wogegen die Mehrheit ihre
Aktivierung der Freisetzung von Mediatoren, wie ADP und Thromboxan A,, zu
verdanken hat (Nieswandt et al., 2002). Allerdings scheint es ohne Interaktion mit
Aktivierung durch Kollagen-Kollagenrezeptoren zu einer starken Reduktion der ans
Endothel gebundenen Thrombozyten wie auch zu mangelhafter bis fehlender Bildung
von Aggregaten zu kommen (Siljander et al., 2004).

Die Kollagen-induzierte Thrombozytenaktivierung erfolgt aul3er durch das Glykoprotein
VI (p62) auch wesentlich durch das Integrin a21(CD49b/ GPla-lla/ VLA-2) (Kehrel et
al., 1998; Moroi, Jung, 1998; Siljander et al., 2004; Farndale, 2006).

Das Glykoprotein VI gehoért zur Immunglobulin-Superfamilie und besitzt zwei
Immunglobulin-Domanen. In Komplexbildung mit einer FcRy Untereinheit leitet es das
Kollagensignal durch Tyrosin-Phosphorylierung an der Fc-Rezeptor-y-Kette Uber
darauf sitzende sogenannte ITAMs (immunoreceptor tyrosine based activation motifs)
weiter. Daran schliet sich die Plattchenaktivierung tber Phosphorylierung und
Aktivierung der PLCy2 (Phospholipase Cy2) mit daraus resultierendem intrazellularen
Kalziumanstieg an. (Nieswandt, Watson, 2003; Jarvis et al., 2004; Watson et al., 2005)
Das Integrin a2B1 vermittelt nebst dem indirekten Kollagenrezeptor GPIb/V/IX durch
VWF die Plattchenadhdasion (Siljander et al., 2004).

Im Zusammenspiel scheint es nach Andocken des Thrombozyten mit seinem
Glykoprotein VI an das Kollagen zur Aktivierung und Affinitdtssteigerung des Rezeptors
a2p1 fur das Kollagen zu kommen, wodurch das Plattchen am Endothel stabilisiert wird
(Nieswandt, Watson, 2003; Jarvis et al., 2004; Siljander et al., 2004). Die Aktivitdt des
GP VI wiederum wird durch Ingangsetzen einer Signalkaskade mit Freisetzung von
|6slichen Mediatoren, wie u.a. durch ADP und TxA, sowie a2B1, verstarkt. ADP und
TxA, locken weitere Plattchen an und stimulieren zusatzliche a2B1-, allb3-

(Fibrinogenrezeptor) und GP-VI-Rezeptoren. (Nieswandt, Watson, 2003)
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1.3.2 Bakterielle Toxine

Multiple pathogene Bakterien produzieren potente toxische Substanzen. Im
Allgemeinen erzielen die Toxine ihre Wirkung durch Veranderungen in der Zellfunktion
des Wirtes uber schwerwiegende Zellschadigung bis hin zur Zytolyse. Bis heute kennt
man drei Kategorien von toxischen Bakterienprodukten: Zellwandkomponenten
(Endotoxine, Peptidoglykane, Teichonsduren und Lipoteichonsauren), Exotoxine

(inclusive Exoenzyme) und Superantigentoxine. (van Amersfoort et al., 2003)

— a-Toxin

Aus den Jahren 1871/72 liegen Berichte von rundlich kokkoiden Elementen in
Abszessen, im Eiter sowie im Blut von pyamischen Patienten vor. 1878 teilte Robert
Koch seine Untersuchungen zur Athiologie von Wundinfektionen mit. Bald darauf
stellte im Jahr 1880 der schottische Arzt Alexander Ogston seine Arbeiten uber
Staphylokokken in einem berihmt gewordenen Vortrag vor. Die grof3te pathogene und
damit klinisch-bakterielle Bedeutung kommt der koagulasepositiven
Spezies Staphylococcus aureus zu. (Smith, 1982)

Staphylococcus aureus zeigt sich in der Natur als ein grampositives Bakterium mit der
Fahigkeit multiple Oberflachen- und sezernierte Proteine, sowie andere Oberflachen-
Komponenten wie Polysaccharide als Virulenzfaktoren zu exponieren (Blot et al., 1998;
Lowy, 1998; Sinha, Herrmann, 2005).

Demzufolge spielt es als pathogener Keim eine wichtige Rolle in der Medizin bei
Erkrankungen, die von Hautinfektionen bis hin zu intravaskuldren Infektionen bzw.
systemischen nosokomialen Infektionen reichen (Emori, Gaynes, 1993). Dazu z&hlen
die Krankheitsbilder der infektiosen Endokarditis und der Sepsis sowie einschlief3lich
des septischem Schocks (Sinha, Herrmann, 2005). Das Adhéarieren des Bakteriums
uber sogenannte MSCRAMMSs (microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules), wie zum Beispiel Clumping factor A (CIfA) und Fibrinogen binding
protein A (FnbpA), und der Verlauf der Erkrankungen sind von multiplen
staphylococcogenen globalen Regulatorsystemen abhangig (Niemann et al., 2004;
Fitzgerald et al., 2006b; Nitsche-Schmitz et al., 2007; Rivera et al., 2007). Auch wenn
Staphylococcus aureus an vielen Ansatzpunkten am Plattchen agieren kann, gilt das
Augenmerk in dieser Arbeit besonders dem a-Toxin. Von der Mehrheit der S.-aureus-

Ketten produziert, ist es auf dem hla Gen kodiert (Bhakdi und Tranum Jensen, 1991).
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Xiong et al. (2006) schreiben dem staphylococcal accessory protein effector sae, eines
von drei bekannten Regulatorgenen (agr, SarA), nebst der in vitro auch eine
Bedeutsamkeit in vivo zu. Bekannt ist, dass es als relevanter pathogenetischer Faktor
als hydrophiles Einzelketten Polypeptid von den meisten Ketten des Staphylococcus

aureus sezerniert wird (Bhakdi et al., 1988).

In Wasserlosungen liegt das Toxin in monomerer Form vor; es kann sich aber in der
Losung langsam zu ringférmigen Oligomeren verbinden. In Anwesenheit von
Desoxycholate oder an Lipidmembranen von Zellen kann dieser Vorgang stark
beschleunigt werden (Bhakdi et al., 1981; Bhakdi et al., 1996).

Im Modell der Porenbildung von S. Bahkdi und J. Tranum Jensen gibt es vier Stadien:
Erstens das Vorliegen des wasserloslichen nativen Monomers; zweitens die Bindung
des Monomers an eine Membran; drittens die heptamerische, nicht lytisch wirkende
Pra-Pore; viertens die Konfiguation einer Pore, in der die funktionelle Doméane in die
Membran eindringt und einen hydrophilen Kanal bildet (Walker et al., 1992; Walker et
al.,, 1995). Letzterer wird aus sieben zentralen Domdanen geformt, welche einen
wassergefiillten Kanal wie eine ringbildende Heptamere bilden (Fissle et al., 1981;
Bhakdi, Tranum Jensen, 1991; Gouaux et al.,, 1994). Die Struktur ist die eines
3-Faltblatts (Song et al., 1996).

Aus der Neigung, ohne Detergenzien in wasserhaltigen Medien zu aggregieren, und
aus der Fahigkeit, das Detergent und Lipide zu binden, lasst sich eine amphiphilische
Natur riickschlieBen (Bhakdi et al., 1981). Das Molekulargewicht des Toxins betragt

M; = 34.000 (Arbuthnott et al., 1967).

Spontan bindet das Toxin an Lipidmembranen und bildet dort funktionelle
transmembrane Poren mit einem Durchmesser von 15 bis 2,0 nm. Auch
elektronenmikroskopisch lassen sich diese Gebilde als kreisformige Ringe erkennen
(Bhakdi et al., 1988; Gouaux et al., 1994; Bhakdi et al., 1996).

Sekundarer Effekt aus der Aquaporenbildung ist die Funktion als nicht-physiologischer

2++

Kalzium-Kanal mit folgendem passiven Einstromen von Kalzium“™ (Ca'™), das weitere
Prozesse wie die Aktivierung von Phospholipiden und der Arachidonsaure-Kaskade mit
Freisetzung von TxA, in Gang setzt (Bhakdi et al.,, 1988; Bhakdi et al., 1996).
Pathophysiologsch resultiert daraus z.B. eine Sekretion von Granula-Inhaltsstoffen mit
prokoagulatorischen Substanzen von Thrombozyten und eine kontraktile Dysfunktion in
Endothelzellen mit Odembildung und NO-Produktion, kurzum: eine systemische
inflammatorische Reaktion (Bhakdi et al., 1996). Andere porenformende Toxine sind
Streptolysin von Staphylokokken und das Hemolysin von Escherichia coli (Bhakdi et

al., 1996).
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Abbildung 6: Auswirkungen des a-Toxins von Staphylococcus aureus auf den Thrombozyten:
Das a-Toxin (a-T) fihrt durch die Porenbildung zum Einstrémen von Ca*". Hiernach Aktivierung
der Phospholipase A, (PLA,), die wiederum die Freisetzung der Arachidonséaure (AA) aus den
Phospholipiden der Zellmembran (ZM) katalysiert. Uber mehrere enzymatische Schritte
schlieflich Bildung von Thromboxan A, (TxA;). Letzteres kann in den extrazellularen Raum
gelangen und Uber einen G-Protein gekoppelten Thromboxanrezeptor (TR) die
Thrombozytenaktivierung férdern. Hieraus resultieren: [A] Aktivierung des Fibrinogenrezeptors
GPIIb/llla aus dem inaktiven in den aktiven Zustand mit Bindung des Fibrinogens (F) an den
aktiven Rezeptor. [B] Stimulation der Granulasekretion und shape change des Blutplattchens
Uber eine Signalkaskade u.a. durch TxA,-Synthese. [C] In vitro kann a-Toxin eine Zelllyse des
Blutplattchens induzieren. [D] Einfluss des Toxins auf die Proteinsynthese wie z.B. auf die
Expression von Bcl-3. (In Anlehnung an die Grafik von Gawaz, 1999, (Seite 13 und 45).

Schon 1964 war klar, dass o-Toxin als Bakterientoxin imponiert, welches in
subzytolytischen Konzentrationen als Plattchenaktivator und Blutkoagulator fungiert
(Siegel, Cohen, 1964; Masek et al., 1969; Bhakdi et al., 1988). In vitro wurde dabei
dem Plattchenreichen Plasma a-Toxin hinzugegeben und anschlie3end ein
Dichtezuwachs der plattchenspezifischen Granula, vermehrte allgemeine Zytoplasma-
Verdnderungen mit Shape change der Thrombozyten und endlich ihre irreversible
Aggregation nachgewiesen (Siegel, Cohen, 1964; Bhakdi et al., 1988).
Toxinbehandelte Platichen entfalten eine prokoagulatorische Aktivitdt mit Exozytose
durch passiven Kalzium-Einstrom (Arvand et al., 1990). Danach gab es zunéchst keine
grolieren Experimente mit a-Toxin bezlglich seines Einflusses auf Thrombozyten.
1988 griffen Bhakdi et al. diesen Gedanken wieder auf und wiesen in mehreren
Experimenten nach, dass a-Toxin humane Thrombozyten aktiviert und die

Plattchenaggregation anregt (Bhakdi et al., 1988).
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Retrospektiv erweist sich das Exotoxin nicht als zelllytische Substanz, sondern
imponiert mit seinen sekundaren Effekten (Bhakdi et al., 1988). In dem naher
beleuchteten Krankheitshbild der grampositiven Sepsis scheinen die Stérung der
Mikrozirkulation, koronare Vasokonstriktion und der Verlust der myokardialen
Kontraktilitat vorrangig zu sein (Sibelius et al., 2000).

In schweren systemischen Infektionen und Septikdmien kann als systemische Antwort
der Plattchen auf die a-Toxin-Wirkung eine disseminierte intravaskuldre Koagulation
resultieren (Bhakdi et al., 1988).

— Exotoxin A

Exotoxin A ist eines der toxischen Proteine, die von pathogenen Ketten des
Pseudomonas aeruginosa freigesetzt werden (Morlon-Guyot et al., 2009). Das
Bakterium ist ein fur schwere Infektionen verantwortlich gemachter Mikroorganismus
mit haufigem Auftreten in immunsupprimierten Menschen (Menestrina et al., 1991).
Sezerniert als Proenzym mit einem Molekulargewicht von 66.000 Dalton, besteht es
aus einer einzelnen Polypeptidkette mit 613 Aminosauren und drei verschiedenen
Domanen (Nordera et al, 1997). Nach rezeptorvermittelter Endozytose als
notwendigem Schritt erfolgt anschlieRend eine intrazellulare enzymatische Aktivierung
mit Molekulreduktion auf 37,000 Dalton, wodurch letztlich die unten beschriebene
toxische Wirkung entfaltet wird (Morlon-Guyot et al., 2009).

Allgemein gehort das Toxin zu den die Proteinsynthese hemmenden Exotoxinen und
wirkt damit — durch Blockade der Ribosomenfunktion — zellwachstumhemmend.
Genauer betrachtet ist es ein Enzym namens Adenosindiphosphat-Ribosyltransferase.
Durch Katalyse mit Transfer der Adenosindiphosphat-Ribose-Gruppe von Nikotinamid-
Adenin-Dinukleotid auf das Protein Translocase, dem sogenannten Elongationsfaktor 2
(eukaryotisches G-Protein, eEF-2), wird das ribosomale Enzym (GTPase) inaktiviert.
(Iglewski et al., 1977; Jagrgensen et al., 2005; Jager et al., 2011)

Molekularbiologisch ist das spezifische Ziel des Toxins und auch das des
Diphterietoxins ein innerhalb des eEF-2 liegender, posttranslatorisch veranderter
Histidinrest, genannt Diphthamid (Zhang et al., 2008). Daraus folgt eine irreversible
Blockade der Proteinsynthese, da die Translocase fir die GTP-abhéngige
Translokation der Peptidyl-tRNA von der Akzeptor- zur Donor-Stelle auf dem Ribosom
bendtigt wird (Iglewski et al., 1977). Exakter ausgedrickt, wird der Translokationsschritt

des verantwortlichen eEF-2, der die Peptidkettenelongation der Proteinsynthese
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katalysiert, also die Bewegung der wachsenden Polypeptidkette, relativ zur mRNA
inaktiviert. Jgrgensen et al. (2005) beschreiben dabei ein biologisches Mimikry des
Exotoxin A von einem rRNA-Stlck, das fur die Erkennung der tRNA unabdingbar ist.
Zusammenfassend folgt eine schwerwiegende Schadigung der betroffenen Zellen mit
Entwicklung von Infektionen, wie z.B. von Pneumonien, Hautinfektionen und im
extremen Fall einer Sepsis. Selten beschrieben, aber auch Ursache der Erkrankung
kann Pseudomonas aeruginosa im Falle der Endokarditis sein. (Plotkowski et al., 1994)
Durch direkte Invasion des Bakteriums mithilfe seiner Toxine aus der Blutbahn fuhrt es
zur Schadigung der Herzklappen. In der Literatur werden Félle u.a. von Menschen mit
praktizierendem intraventsen Drogenabusus und erkrankte Patienten mit kiinstlichen
Herzklappen beschrieben. (Bicanic und Eykyn, 2002; S& et al., 2007; Kato et al., 2009)

Exotoxin A

“ ADP-r-eEF-2

AR N -
Ll

Abbildung 7: Exotoxin A (Pseudomonas aeruginosa) besteht aus drei Domanen. Bindung der
ersten Doméne an das low-density receptor-related protein. Weitere Prozesse: Endozytose und
Toxinreduktion durch enzymatische Spaltung mittels Furin (nicht veranschaulicht). Freisetzung
ins Zytosol und Zusammenlagerung der zweiten und der driten Domane mit dem
Elongationsfaktor und NAD. Die dritte enzymatisch wirkende Doméne fiihrt zur Ribolysierung
des eEF-2 mit Nikotinamid und Wasserstoffion als Nebenprodukt. Der Elongationsfaktor eEF-2
wird zu einem ADP-Ribosyl-EF2-Komplex gebunden. Eine Blockade der Proteinsynthese
resultiert. LRP low-density receptor-related protein, NAD Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid, eEF-
2 eukaryotischer Elongationsfaktor 2, N Nicotinamid, H" Wasserstoffion, D1 Bindungsprotein,
D2 Doméane 2, D3 Enzymatisch wirkende Doméane (Adenosindiphosphat-Ribosyltransferase),
ADP-r-eEF-2 ADP-Ribose-Elongationsfaktor Komplex 2.

LRP

— Lektin

In der Pathogenese von Pseudomonas aeruginosa zeigen sich die Schritte zur
oligosaccharidvermittelten Bakterium-Zell-Erkennung und zur Adhasion als bedeutsam.

Dazu produziert Pseudomonas aeruginosa pilare und nicht pilare Adh&sine (Plotkowski
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et al., 1994). Weiterhin sind zwei kohlenhydratbindende Lektine (= Proteine), genannt
Lektin 1 (Lec A, PA-IL) und Lektin 2 (Lec B, PA-IIL), relevant. Beide kdnnen an eine
Glykocalyx von Epithel und Endothel adhérieren, reprasentieren einen Virulenzfaktor
und nutzen das Kalziumion zur Bindung der Kohlenhydrate. (Imberty et al., 2004)

PA-IL bindet bevorzugt an D-Galaktose und PA-IIL spezifisch an L- Fucose. Beide
Toxine wirken ciliostatisch auf respiratorische Epithelzellen, im Fall von LecA Uber drei
Phasen. (Mewe et al., 2005) LecA wird — da wir es in unseren Experimenten verwendet
haben — genauer betrachtet. Wie Glick und Garber (1983) herausgefunden haben,
kommt es hauptsachlich im Zytoplasma vor; es scheint aber auch in geringer Anzahl
an der zytoplasmatischen Membran, an der AuBenmembran sowie im
periplasmatischen Raum lokalisiert zu sein. Vermutlich findet eine Bindung des Lektins
(PA- IL) an Kohlenhydrat-Enden von Transmembran-Proteinen statt (Mewe et al.,
2005). Blanchard et al. (2008) schildert dabei spezifischer die hohere Affinitat des
tetramerisch aufgebauten Proteins zu a-galaktosylierte Glykane. Offen bleibt allerdings,
wie es, in Anbetracht des Hauptvorkommens im Zytoplasma, an die Zielmembran
kommt. Moglich wéare neben der Sezernierung des Toxins durch Pseudomonas auch
die Freisetzung des PA-IL nach Zerstérung des Bakteriums (Bajolet-Laudinat et al.,
1994). Dies konnte folglich zur Konformations&nderung von Rezeptoren bzw.
Glykoproteinen filhren. Erganzend zeigt sich in den Studien, dass LecA neben
zytotoxischen Effekten im Respirationstrakt auch eine vermehrte Durchlassigkeit der
intesinalen Schleimhaut mit gesteigerter Wirksamkeit von Exotoxin A hervorruft
(Bajolet-Laudinat et al., 1994; Chemani et al., 2009).

Beide Toxine sind, neben anderen, auf dem virulenten Insel-Gen lokalisiert. Im Falle
einer Expression des LecA scheint dies mit der Expression des Exotoxin A koreguliert
zu sein. (Laughlin et al., 2000) SchlieZlich wird auch die Fahigkeit zur Adhasion an
Endothelzellen tUber direkte Interaktion beschrieben (Chemani et al., 2009). Plotkowski
et al.(1994) untersuchten Pseudomonas aeruginosa beziglich seiner selektiven
Bindung und schlie3lich seines Eintretens in humane Endothelzellen und schrieben
den vom Bakterium produzierten Adhasinen eine wichtige Bedeutung zu. Auch eine
funktionelle Bedeutung des Lektins scheint in der infektiosen Endokarditis und anderen
Infektionerkrankungen maoglich. Insgesamt eroffnet sich wegen der wichtigen Rolle, die
die Lektine in der Pathogenese des Pseudomonas aeruginosa spielen kdnnen, ein

neuer therapeutischer Ansatz fur die Zukunft.
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Abbildung 8: Darstellung einer Glykokalyx mit Glykoproteinen (GP) und Phospholipiden (PL)
sowie dem daran kovalent gebundenen Glykanen. Die Glykane sind Uber glykosidische
Bindung mit einem Monosaccharid verbunden; hier dargestellt galaktosylierte Glykane.
Andocken der Ligandenbindungsstelle des tetramerischen Lektin (PA-IL) an die galaktosylierten
Glykane. Fir diese Bindung sind die gebundenen Kalziumionen wichtig (Imberty et al., 2004).
Bisher ist kein Wirkungsweg bekannt, der u.a. zum zytotoxischen Effekt fihrt. Gegebenenfalls
ruhrt der mdogliche Wirkungsweg Uber eine unbekannte Signalkaskade, Cytokinfreisetzung,
Abbruch bisheriger essentieller lonenkanal-, Rezeptorproteinfunktionen oder
Konformationsénderung von Glykoproteinen und damit Blockade deren Funktion her. Gal
Galaktose, PS Polysaccharid=Glykan, IS lonenstrom, ZM Zellmembran, Lec A Lektin A, LBS
Liganden-Bindungsstelle, IK/RP lonenkanal/Rezeptorprotein, Ca™ Kalziumionen.

—  Lysostaphin

Lysostaphin, beschrieben mit einem Molekulargewicht von fast 27 kDa, gehort zur
Gruppe der Endopeptidasen (Glycyl-glycine Zink Endopeptidase; Metalloenzym) und
wird vom Staphylococcus stapholyticus biovar simulans durch Expression seines dafir
kodierten Gens produziert (Kumar, 2008). Das mukolytische Protein spaltet die
vernetzten Polyglycine in der Peptidoglykanschicht von Staphylokokken Spezies und
fuhrt damit durch Zerstérung der Zellwand mit Verlust des osmotischen Gleichgewichts
zur unmittelbaren Lyse des Bakteriums (Grundling, Schneewind, 2006; Kokai-Kun et
al., 2007). Francius et al. (2008) konnten durch Verwendung eines

Atomkraftmikroskops darstellen, wie es zur immensen Zellschwellung und schlief3lich
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induzierten, im Nanobereich liegenden Perforationen der Zellwand durch Exposition
eines Staphylococcus aureus mit Lysostaphin kommt. Im Laufe der Zeit konnte das
Gen fir das Toxin determiniert und geklont werden, sodass das heute verwendete
rekombinante Lysostaphin nur noch aus 246 statt der urspriinglichen 389 Aminosauren
besteht (Oldham, Daley, 1991). Das Toxin enthalt zwei Doménen, die der glycyl-gycine
endopeptidase und die der C-terminal cell wall-targeting domain (CWT) (Grindling,
Schneewind, 2006; Yang et al., 2008). Yang et al. (2008) untersuchten bezuglich der
letzteren Domé&ne einen moglichen Zusammenhang mit Interaktion zwischen der CWT
des Lysostaphins und dem C-Terminus des target of RNAIIl activating protein (TRAP).
TRAP besitzt eine wichtige Funktion bei der Regulation der Exoproteinsekretion des S.
aureus (Balaban et al., 2001; Yang et al., 2008). Als stapholytische Substanz findet es
im experimentellen Bereich zur Behandlung (insbesondere antibiotikaresistenter)
Staphylococcus aureus induzierter Infektionen auf verschiedene Weise Anwendung
(Kumar, 2008). Dabei ist es fur die Zerstorung des Bakteriums irrelevant, ob es
bekapselt oder unbekapselt bzw. ob es im Ruhe- oder im aktiven Zustand vorliegt
(Kumar, 2008). Da im Klinischen Alltag in der Antibiotikatherapie vermehrt Resistenzen
auftreten, wurde nach einer Alternative zur klassischen Therapie gesucht (Oldham,
Daley, 1991). In der Literatur wird Lysostaphin u.a. auch als Prophylaxe gegen
Infektionen ventser Katheter bzw. gegen deren Besiedlung mit S. aureus beschrieben
(Kokai-Kun et al., 2009). Schliel3lich gibt es auch einen positiven additiven Effekt durch
eine Kombinationstherapie mit gegen S. aureus wirksamen Antibiosen (Kokai-Kun et
al., 2007), beispielsweise wie Climo et al. (1998) zeigen, zur experimentellen
Behandlung einer methicillin-resistenten S. aureus induzierten
Aortenklappenendokarditis. Das Ergebnis: In der Behandlung der Endokarditis ist
Lysostaphin allein oder in Kombination mit der Antibiose Vancomycin in der Therapie
weitaus effektiver als Vancomycin allein (Climo et al., 1998). Einen Bezug zu
moglichen Effekten auf die Thrombozyten scheint es in vitro noch nicht zu geben.
Interessant schien der mukolytische bzw. lysierende Aspekt des Toxins, speziell sein

Einfluss auf den Thrombozyten oder seinen aktiven Zustand.
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Abbildung 9: Lysostaphin dargestellt mit zwei Doméanen, glycyl-glycine endopeptidase und C-
terminal cell wall-targeting domain. Peptidoglykan von S.aureus besteht aus einer allgemeinen
Baueinheit, wo N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsaure B(1—4) glycosidisch (nicht
veranschaulicht) miteinander verknupft sind. An N-Acetylmuraminséure ist jeweils ein Tetrapetid
angeknipft. Enzymatische Aktivitdt des Lysostaphin: Lysostaphin spaltet die Zellwand des
Staphylococcus aureus zwischen dem dritten und vierten Glycin der Pentaglycin-Querbriicke
(Kokai-Kun, 2007). Mur N-Acetylmuraminsaure, Glu N-Acetylglucosamin, ala Alanin, gly Glycin,
glu Glutamin, CWT C-terminal cell wall-targeting domain, lys Lysin. (In Anlehnung an die Grafik
von Kumar, 2008)

— LPS

Das Lipopolysaccharid (LPS) ist die Hauptkomponente der Zellwand von
gramnegativen Bakterien. Aus drei Bestandteilen bestehend, dem hydrophoben Lipid A
einerseits und dem Kernpolysaccharid sowie dem O-Antigen andererseits, wird es im
Falle einer Bakteriolyse in die Blutzirkulation freigesetzt (Tran et al., 2008). Uber die
Stimulation der Blutzellen kommt es zu einer gewaltigen Uberproduktion der
Biomodulatoren (z.B. Interleukine, TNF-a, Plattchenstimulierender Faktor); das
Immunsystem wird durch Ingangsetzen der Komplement- und der Gerinnungskaskade
aktiviert; schlie3lich werden Prostaglandine und Leukotrine produziert. Indem es sich
an Plasmaproteine bindet, formt LPS Komplexe, wodurch die toxische Aktivitat und

Affinitat gegentber Zellrezeptoren erhéht wird. (Saluk-Juszczak, Wachowicz, 2005)
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Mehrere Studien beschreiben die Aktivierung der Thrombozyten durch Bindung von
LPS an den Toll-like-receptor 4 (TLR 4), der Uber der Plattchenmembran lokalisiert ist,
an CD 62 sowie durch Freisetzung von aktivierten GPIIb/llla-Rezeptoren, CD 40L und
Fibrinogenbindung (Stahl et al., 2006). Vorher scheint sich jedoch das LPS an das
LPS-bindende Protein (LBP) anzulagern und wird durch dieses dem CD14 zugetragen
(Andonegui et al., 2005; Shashkin et al., 2008; Zhang et al., 2009).

Hierdurch kommt vermutlich LPS mit dem TLR 4 in Berlhrung, wodurch es in
Anwesenheit eines weiteren Proteins, dem Myeloid differentiation protein-2 (MD-2), zur
LPS-induzierten transmembranen TLR-4-Signalwirkung kommt. Das MD-2 ist ein
Glykoprotein; es bindet an die extrazellulare Domane vom TLR 4 und verstarkt dessen
Signalwirkung. Die in Gang gesetzten Signalkaskaden scheinen bisher weitestgehend
unbekannt zu sein. Auch ist unklar, ob die Plattchenaktivierung direkt oder tber
multiple Reaktionsketten mit schlieBlicher Stimulierung der Inflammation erfolgt.
(Zhang et al., 2009)

Der TLR 4 scheint allerdings beziglich der Plattchensekretion nicht in vitro

nachweisbar zu sein (Jayachandran et al., 2007; Shashkin et al., 2008).
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Abbildung 10: Darstellung des Lipopolysaccharid von E.coli im Detail (links). LPS bindet an
LBP, welches das LPS zu CD14 fihrt. Dieser Rezeptor bringt den Kontakt von LPS mit dem
TLR4 und MD2 zustande. Hierliber Aktivierung der Zelle mit Freisetzung proinflammatorischer
Cytokine und GPIIb/llla Aktivierung. Aktivierung bisher unbekannter Signalkaskaden. LPS
Lipopolysaccharid, OA O-Antigen, KP Kernpolysaccharid, LA Lipid A. LBP Lipopolysaccharid
bindendes Protein, CD14 CD14-Rezeptor, TLR 4 Toll-like-rezeptor 4, MD-2 Myeloid
differentiation protein-2.
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1.3.3 Antithrombozytare Substanzen

Der wachsende Wissensstand fuhrte zur Entwicklung einer Reihe von Medikamenten,
die die Thrombozyten durch unterschiedliche Mechanismen an diversen Strukturen
beeinflussen (Gawaz, 1999).

Um die Wirkungsweise der antithrombozytdren Substanzen zu verstehen, ist es
notwendig, die zahlreichen plattchenaktivierenden Mediatoren mit ihren jeweiligen

Rezeptoren und Wirkmechanismen zu kennen.

—  Prostazyklin (lloprost)

Prostazyklin (Prostaglandin I,, (PGI,)) gehort zur Substanzklasse der Eicosanoide, die
aus Arachidonsaure z.B. in Endothel- und Muskelzellen synthetisiert werden, und wirkt
als ein starker endogener Inhibitor der Thrombozytenaggregation. Das korpereigene
Prostazyklin ist eine chemisch sehr instabile Substanz, wohingegen das synthetisierte
lloprost chemisch stabil ist. Physiologischer Antagonist des Prostazyklins ist das in
Thrombozyten selbst zur Verfligung gestellte TxA,. (Gryglewski, 2008)

An den Prostaglandinrezeptor, der zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren gehort, kommt es aufgrund des Gs-Proteins (stimulierendes G-Protein) zur
Aktivierung der Adenylatzyklase und dadurch zu einem Anstieg des intrazellularen
zyklischen AMP (Weiss, Turitto, 1979). Dieses fuhrt wiederum zu einer Aktivierung der
Proteinkinase A und damit zur Phosphorylierung verschiedener Substrat-Proteine (z.B.
Membranproteine wie Rezeptoren und Kaliumkanale). Auch verringert sich die
Expression von Fibrinogen-Rezeptoren und P-Selektin auf den Plattchen. (Kozek-
Langenecker et al., 2003)

Insgesamt wirkt sich diese Reaktion inhibitorisch auf die Plattchenaktivierung, -
aggregation und -sekretion aus. lloprost hat aufgrund der prostazyklindhnlichen
Molekiilstruktur ebenfalls eine hohe Affinitdt zum PGI,-Rezeptor und eine vergleichbare
pharmakodynamische Wirkung. Auch fihrt es durch seine vasodilatatorische Wirkung
zur Relaxation der glatten Muskelzellen, weshalb es auch zur Therapie der pAVK
genutzt wird. Uber eine Gg-Kopplung wird eine Stimulation des Rezeptors mit

vermehrter Produktion von Inositoltriphosphat postuliert. (Ciufetti et al., 2003)
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— Levosimendan

Levosimendan (Pyridazinon-dinitril-Derivat) ist ein noch nicht allzu lang auf dem Markt
gehandelter Kalzium-Sensitizer (Handelsname: SIMDAX®) zur Therapie einer akut
dekompensierten, schwer chronischen Herzinsuffizienz. Weiterhin wird durch eine
intraventse Gabe von Levosimendan eine Besserung der links- als auch
rechtsventrikularen hamodynamischen Parameter bei einem durch einen aktuen
Herzinfarkt ausgeldsten kardiogenen Schock beschrieben (Russ et al., 2007; Russ et
al.,, 2009). Neuerdings findet es auch im Management des septischen Schocks
Anwendung. (Morelli et al., 2005; Noto et al., 2005) Das Medikament zeichnet sich
durch seine positiv inotropen und gleichzeitig vasodilatorischen Eigenschaften aus
(Kamath et al., 2009). Es erhtht durch seine kalziumabhéngige Bindung an die
N-terminale Domane des Troponin C die Kalziumsensitivitit der myokardialen
kontraktilen Proteine mit Erh6hung der kardialen Kontraktilitat. Die vasodilatatorischen
Eigenschaften werden durch Offnung mitochondrialer ATP-sensitiver Kaliumkanale
bewerkstelligt. (Morelli et al., 2005; Fotbolcu et al., 2010)

Ferner werden in der Literatur auch zusatzliche Effekte auf Thrombozyten,
insbesondere Einflisse auf ihre Funktion in der Hamostase, beschrieben; aus diesem
Grunde kommt das Medikament auch in unseren In-vitro-Versuchen zum Einsatz
(Kaptan et al., 2008). Levosimendan hat offenbar eine inhibitorische Wirkung auf die
Phosphodiesterase 1l (Behrends, Peters, 2003). In Thrombozyten konnten drei
Phosphodiesterasen identifiziert werden, wobei dem Typen Il die grof3te Bedeutung
zugeschrieben wird (Buerke et al.,, 1997). Sein reduzierter Abbau zu inaktivem
5"Adenosinmonophophat lasst den Spiegel von zyklischem Adenosin-Monophosphat
(cAMP) ansteigen (Nieminen et al.,, 2005). Zyklisches AMP gilt als inhibitorisch
fungierender sekundarer Messenger, der durch Inhibierung der Hydrolyse des
Phosphoinosits mit anschlieBender verminderter IP5;-Bildung ein Absinken der
Kalziumfreisetzung zur Folge hat (Buerke et al., 1997; Kehrel, 2003). Angesichts der
Tatsache, dass experimentell eine Plattcheninhibition nachgewiesen werden konnte,
scheinen weitere mogliche Ansatzpunkte zur Unterdriickung des Kalziumeinstroms aus
dem extrazelluldaren Raum oder zu einer anderweitigen Reduktion der
Kalziummobilisierung aus dem dichten tubularen System physiologisch begriindet zu
sein (Kaptan et al., 2008).
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—  Abciximab (Reo Pro)

Abciximab gehért zu den monoklonalen Antikdrpern, die den fur die Plattchen-
aggregation wichtigen Glykoprotein-lib/llla-Komplex nicht kompetitiv blockieren. Auch
bindet es nicht selektiv, da es im Weiteren auch an Vitronektin (a,83)- und
Fibronektinrezeptoren andockt. (Glusa, 2000) Um die Immunogenitdt so niedrig wie
moglich zu halten wurde dem murinen Antikdrper einerseits der Fc-Anteil
weggeschnitten sowie andererseits ein Teil des Fab-Stiicks mit humanen Fab-Anteilen
versehen (humanisiertes chimeres Fab-Fragment) (Coller et al., 1983; Gawaz, 1999).

Im Gegensatz zu den Plattchenfunktionshemmern ASS und Clopidogrel, die die
thrombozytaren Signalkaskaden hemmen, blockieren die Antiintegrine direkt die
Fibrinogenbindung am Glykoprotein Ilb-llla-Komplex und damit eben auch die
Aggregation (Nannizzi-Alaimo et al., 2003). Der Rezeptor kann durchaus im inaktiven
Zustand vorliegen, wobei l6sliches Fibrinogen nur am aktiven Glykoprotein bindet
(Kehrel, 2003). Entwickelt wurde das Praparat vor allem zur adjuvanten Therapie der
lebensbedrohlichen intravasalen Plattchenaktivierungen, wie im Fall der instabilen
Angina pectoris oder der Myokardinfarkte, wo die Kombination von ASS und
Clopidogrel wegen hoher Konzentration von Thrombozytenaktivatoren nicht ausreicht
(Lincoff et al., 2000; Schwarz et al., 2006). Um eine zuverldssige und optimale
Hemmung der Thrombozytenaggregation gewahrleisten zu kénnen, muissen standig

Uber 80 Prozent der Gesamtrezeptorzahl blockiert werden (Steinhubel et al., 2001).

—  Eptifibatid (Integrilin)

Der zweite Glykoproteinrezeptor-Antagonist hemmt die Fibrinogenbindung am
thrombozytaren Glykoprotein-lib/llla-Rezeptor effektiv und ist auch fiir den Einsatz bei
einem akuten Koronarsyndrom entwickelt worden (Schwarz et al., 2006). Eptifibatid ist
ein aus sieben Aminosauren zusammengesetztes, zyklisch entwickeltes Peptid. Die
Bindung erfolgt dabei kompetitiv am Glykoprotein-lib/llla-Rezeptor an der typischen
Bindungsstelle von Fibrinogen. (Glusa, 2000)
Auch wird in der Literatur beschrieben, dass die proinflammatorischen und
prothrombotischen Proteine CD40L und CD 40 durch die GP-lib/llla-Rezeptor-
Antagonisten speziell das Eptifibatid in ihrer Wirkung beeinflusst werden. Die
Hydrolyse des CD40L und die Freisetzung der loslichen Form (sCD40L) aus
stimulierten Thrombozyten wird gehemmt. (Nannizzi-Alaimo et al., 2003)
Bei einer suboptimal verlaufenden Therapie wirkt der GP-lIb-llla-Antagonist deshalb
eher proinflammatorisch (von Hundelshausen, Weber, 2007).
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Ziel der Untersuchunq 2

Im Krankheitshild der Sepsis — wie auch in der infektibsen Endokarditis — spielen
bakterielle Toxine (Endotoxine und Exotoxine) eine bedeutende Rolle. Bei einer Sepsis
wird durch die Freisetzung von Toxinen das Immunsystem aktiviert; daraufhin setzt
eine systemische Entzindungsreaktion das Gerinnungs- und Fibrinolysesystem
ingang. Neben Blutungen wurden dabei auch intravasale Mikrothrombenbildungen
beobachtet. (Levi et al., 2002) Bei der bakteriellen Endokarditis treten charakteristische
Vegetationen am Endothel des Klappenapparats auf, die aus einer Zusammenlagerung
von Fibrin, Thrombozyten, Mikroorganismen und Entziindungszellen bestehen
(Hoffmann, Hanrath, 2007). Derartige thrombotische Ablagerungen kommen ebenfalls
durch inflammations-bedingte Immunreaktionen zustande (Levi et al., 2002).

Die Frage ist also, ob bakterielle Toxine einen Einfluss auf die Thrombozyten und —
genauer betrachtet — auf die Plattchenaggregation haben. Wirken bakterielle Toxine

eher aggregatorisch oder eher inhibitorisch auf die primare Hamostase?

In vielen Studien untersucht, zeigt sich Staphylococcus aureus als ein hoch virulentes
Bakterium, welches haufig Infektionserkrankungen wie bakterielle Endokarditiden und
Septiden verursacht (Kerrigan et al., 2008). Neben anderen produziert es das so
genannte a-Toxin, das auf die Thrombozyten einen pro-aggregatorischen Effekt hat
(Bhakdi et al., 1988). Im Anschluss an den durch Kupferwasser et al. (1999) erbrachten
Nachweis der Virulenzminderung von Staphylococcus aureus durch Salizylsaure, soll
im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob diverse Medikamente
speziell die Wirkung des a-Toxin auf die Thrombozyten beeinflussen kénnen. In Bezug
auf die in der Klinik bewahrten Thrombozytenaggregationshemmer ist auch zu fragen,
ob der Kalzium-Sensitizer = Levosimendan auf  die a-toxin-induzierte
Plattchenaggregation Wirkung zeigt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, einen Ansatz fur eine differenzierte
therapeutische Intervention bei Sepsis und Endokarditis zu finden, durch die die
Thrombozyten-Aktivierung und -Aggregation mittels antithrombozytarer Wirkstoffe

inhibiert wird.

Durch die Anwendung verschiedener Medikamente mit gewisser und ungewisser

antithrombozytarer Funktion soll ein Vergleich erzielt werden:
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2. Ziel der Untersuchung

a. Sind die Praparate in ihrer inhibitorischen Wirksamkeit auf die
Plattchenaggregation mit ADP bzw. Kollagen induziert und in ihrer a-Toxin-
Wirkung vergleichbar?

b. Kodnnen eine Konzentrationsabhangigkeit bzw. eine effektive und

inhibitorische Konzentration nachgewiesen werden?

Die herkébmmliche Therapie der infektiosen Endokarditis besteht zumeist nach
Empfehlung durch die Paul-Ehrlich-Gesellschaft aus einer zunachst ungezielten
Initialtherapie mit Antibiotika. Durch vorherige Abnahme von aeroben und anaeroben
Blutkulturen kann nach Diagnose des Keims noétigenfalls eine antibiotische
Therapiekorrektur durchgeftihrt werden.

Bezuglich dieser korrekten Therapie ist nun in der experimentellen Untersuchung zu
prufen, inwiefern sie gegebenenfalls bei entsprechenden Vorkenntnissen der

Pathophysiologie durch eine adjuvante Therapie erweitert werden kénnte.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen folgende Problemstellungen bearbeitet werden:

1. Einfluss bakterieller Toxine auf die Aggregation humaner
Thrombozyten.
2. Vergleichbarkeit der Wirkung des Exotoxins a-Toxin von

Staphylococcus aureus zu physiologischen Thrombozytenaggregatoren
wie ADP und Kollagen.

3. Vergleichbarkeit der Toxine Lektin (Pseudomonas aeruginosa),
Lysostaphin (Staphylococcus stapholyticus) und Exotoxin A
(Pseudomonas aeruginosa) in ihrer Wirkung mit physiologischen
Aggregationsinhibitoren der Thrombozyten.

4. Wirkung von Medikamenten (Abciximab, Integrillin, Levosimendan und
lloprost) auf die ADP- und Kollagen-, d.h. die physiologisch induzierte
Plattchenaggregation.

5. Einfluss von Medikamenten auf die a-Toxin-induzierte
Plattchenaggregation.

6. Konzentrationsabhangige Wirkung medikamentdser Substanzen.
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Material 3

3.1

Laborgerate und Verbrauchsmaterial

3.1.1 Allgemeine Laborgerate und Materialien

3.1.2

a)

Pipetten: 2 — 20 pl; 10 — 100 pl; 100 — 1000 pl (Eppendorf, Hamburg)
Mikropipetten: 10 U, 25 U und 50 U (Exmire Microsyringe, ITO Corporation,
Japan)

Pipettenspitzen (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Zentrifugenréhrchen: 15 ml und 50 ml (LABCON, North America)
Monovetten-Kanile: 0,8 x 38 mm (Sarstedt, Nimbrecht)

Glasbecher 10 ml (Schott Duran, Mainz)

Einmalspritzen: 10 ml, 5 ml und 2 ml (Braun Melsungen AG, Melsungen)
Einmal-Injektions-Kandle: Sterican (Braun Melsungen AG, Melsungen)
Multi®-ReaktionsgefalRe (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Zentrifuge (Rotina 48 RC)

Spezielle Materialien und Gerate

Blutentnahme

Desinfektionsspray: Softasept® N (Braun Melsungen AG, Melsungen)
Stauschlauch

Tupfer (NOBA Verbandmittel Danz GmbH u. Co, Wetter)
Venenpunktionsbesteck: Multifly® Set (Sarstedt, NUmbrecht)

S-Monovette 10 ml + Trinatriumcitrat-Lsg. 0,106 mol/l [0,3ml Citrat Lsg.]
(Sarstedt, Nimbrecht)

b) Aggregationsmessung

Computer

Software: APACT (PASS Engineering GmbH, Bonn)
Koagulometer-Aggregometer (APACT 4, Rolf Greiner Biochemics, Flacht)
Mikrokuvetten mit Mixer 1,0 x 4,0 mm (Rolf Greiner Biochemics, Flacht)
MikrokUvetten ohne Mixer (LABiTec Biomedical Technologies GmbH,
Ahrensburg)

Mikromixer 500: 1,0 x 4,0 mm (LABiTec Biomedical Technologies GmbH,
Ahrensburg)
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3. Material

3.2 Chemikalien und Lésungen

3.2.1 Allgemeine Chemikalien und Lésungen

o Ethanol 96% (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
. NaCl 0,9% (Baxter GmbH, Unterschleil3heim)
o Aqua ad injectabilia (Baxter GmbH, Unterschleil3heim)

3.2.2 Spezielle Chemikalien und Lésungen

a) physiologische Substanzen

o ADP-Reagenz (Rolf Greiner; Best.Nr.:5366, Flacht)
o Kollagen (Rolf Greiner; Best.Nr.:.5368, Flacht)

b) Toxine (Sigma- Aldrich- Chemie GmbH, Minchen)

a-Toxin (a-Hemolysin) (Staphylococcus aureus) (C.- Nr.: H9395)
Lektin (PA-1) (Pseudomonas aeruginosa) (C.- Nr.: L9895)
Lysostaphin (Staphylococcus staphylolyticus) (C.- Nr.: L4402)
Exotoxin A (Pseudomonas aeruginosa) (C.- Nr.: P0184)
Lipopolysaccharide (Escherischia coli) (C.- Nr.: L3129)

c) Medikamente

Integrilin 2 mg/ml (Eptifibatid) (GlaxoSmithKline GmbH, Miinchen)

Reo Pro® 5 ml zur i.v. Inj. (Abciximab) (Lilly Deutschland GmbH, GielR3en)
Ventavis® 10 pg/ml (lloprost-Analogon) (Schering, Berlin)

Simdax TM 2,5 mg/ml (Levosimendan) (Abbott GmbH, Wien)
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Methoden 4

4.1 Versuchsvorbereitungen

4.1.1 Probengewinnung

Fur die Gewinnung von Blutzellen bzw. Blutplasma wurde aus einer grof3kalibrigen
Vene bei maRiger Stauung von gesunden, freiwilligen Probanden (Alter: 18 bis 30
Jahre) Blut entnommen. Hierzu wurde als Venenpunktionsbesteck das Multifly-Set mit
weitem Lumen verwendet. Eingeschlossen wurden nur Probanden, die in den letzten
14 Tagen keine acetylsalicylsaure-haltigen und in den letzten 2 Tagen keine
nichtsteroidalen Medikamente oder andere die Thrombozytenfunktion beeinflussenden
Mittel eingenommen hatten. Geflllt wurde das Vollblut in 10-ml-Monovetten, die als

Antikoagulanz 0,3 ml 0,106-mol/l-Citratlosung enthielten.

4.1.2 Probenverarbeitung

Nach Blutabnahme konnten die Citrat-Monovetten fir 15 min mit 100 x g bei
Raumtemperatur zentrifugiert werden. Hierbei bildeten sich wie erwartet drei Phasen,
wobei der Uberstand mit dem plattchenreichen Plasma (PRP, platelet rich plasma)
vorsichtig mit einer Eppendorf-Pipette abgenommen werden konnte. Das PRP wurde
gleich, durch Einstellung der Pipette auf 200 ul, dosiert und in die Messkivetten
verteilt.

Der Rickstand kam erneut fur 5 min bei 2.000 x g in die Zentrifuge zur Gewinnung des
plattchenarmen Plasmas (PPP, platelet poor plasma). Dieses wurde in zwei

Messkuivetten pipettiert und fur die Eichung des Aggregometers bendtigt.

4.1.3 Herstellung der Verdunnungsreihen der Substanzen

a) ADP (200 pM) liegt als Lyophilisat vor und wird vor Gebrauch in 1 ml
bidestilliertem Wasser aufgeldst. Um eine Konzentration-Wirkungskurve zu erzeugen
wurden finf ADP-Konzentrationen verwendet (20/10/5/2 /1 pM).

b) Kollagen (100 pg/ml) kann dagegen fiur die hdheren Konzentrationen
gebrauchsfertig genutzt werden. AulBer die benétigten geringeren Konzentrationen
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4. Methoden

(0,1 und 0,05 pg/ml) wurden in 1:10-Verdinnungen (100 pl Kollagen + 900 ul NacCl
0,9%) mit NaCl 0,9% in Multi-Reaktionsgefal3en zusammengebracht.

Kollagen wurde auch wie ADP als Aggregationagonist gewahlt und kam in sechs
Konzentration (10/5/1/0,5/0,1 /0,05 pg/ml) in Anwendung.

c) Als stimulierendes bakterielles Toxin wurde das a-Toxin von Staphylococcus
aureus eingesetzt. Dieses wird auch a-Hemolysin genannt und gehd6rt — wie anfangs
beschrieben — zu den Exotoxinen. Vorgelegen hat das Toxin als 1 mg
Trockensubstanz, der 1 ml Wasser hinzugefligt wurde. Anschliel3end kam die Lésung
in sogenannte Multi-ReaktionsgefalRe zu je 50 pl, um danach bei -20°C eingefroren zu
werden und bei Bedarf nach mindestens 15-minltigem Auftauen (bei Raumtemperatur)
zu gebrauchen. Nach dem Auftauen wurden dem aufgelésten Toxin noch 950 pl
Wasser beigefugt. Anfangs wurde das Toxin in sieben Konzentrationen (10/5/3/1/
0,5/ 0,3/ 0,1 ug/ml) angesetzt, wobei zu Beginn die beiden letzten Verdinnungen

aufgrund des Aufwandes weggelassen wurden.

d) Als neu erprobte Toxine kamen hinsichtlich der Bedeutung auf die
Plattchenaggregation erstens das Lektin (PA-1L, Pseudomonas aeruginosa 1-Lektin)
von Pseudomonas aeruginosa und zweitens das Lysostaphin von Staphylococcus
stapholyticus zum Einsatz. Bei beiden Praparaten wurde in der Weiterverarbeitung

ahnlich wie beim a-Toxin verfahren.

Im Falle des PA-1L wurden zu 1 mg Trockensubstanz 1.000 pl NaCl hinzugefiigt und in
1,7-ml-Tuben wie oben zu je 100 pl verteilt und eingefroren. Fir den Gebrauch kamen
zu diesen 100-ml-Aliquods noch zusatzlich 900 ul NaCl. Eingesetzt wurde Lektin in drei
aufsteigenden Konzentrationen (1 /2 / 4 ug/ml).

Lysostaphin, das synonym auch als Glycyl-glycine Endopeptidase bezeichnet wird,
gehort zur Gruppe der Enzyme. Bekannt ist es vor allem durch seine lytische Aktivitat
gegentber den Staphylokokken-Spezies, inklusive dem Staphylococcus aureus.
Bereitet wurde das Enzym durch Hinzutun von 2 ml NaCl zu 2 mg
Toxintrockensubstanz. Ansonsten verliefen die weiteren Procederes wie beim Lektin.
Lysostaphin wurde in den Versuchen in drei Konzentrationen (2 / 5 / 10 pg/ml)
verwendet.

Als drittes in der Plattchenforschung unbekanntes Toxin kam das Exotoxin A von
Pseudomonas aeruginosa in Anwendung. Durch Verdinnen konnten drei
Konzentrationen (0,5 / 5 / 50 pug/ml) hergestellt und fur die Pipettierung des PRP

genommen werden.

33



4. Methoden

In Bezug auf das letzte Toxin, die Lipopolysaccharide (LPS) vom Escherichia-coli-
Bakterium (0127:B8), ist festzustellen, dass es — entgegen den Erkenntnissen aus
anderen Studien— nicht den Erwartungen an seine (aktivierende) Wirkung auf die
Plattchen entsprach. Nach Auflésen des Toxins (100 mg) in 10 ml Wasser wurde es in
10 Roéhrchen zu je 10.000 pg/ml gefillt. AnschlieRend konnte es durch erneute
Verdinnung (1.000 pg/ml) mit 9 ml Wasser zur Pipettierung des PRP verwendet
werden. Als Konzentrationen wurden aufsteigend 10, 50, 100, 300, 500 pg/ml getestet.
Da sich dabei kein Effekt einstellte, wurden auch hohere Konzentrationen bis zu
25.000 pg/ml eingesetzt und versuchsweise mit ADP zusammengebracht. Zudem
wurde versucht, durch unterschiedlich lange Vorinkubation von bis zu 60 Minuten eine

Wirkung zu erzielen.

e) Zur Berechnung der in den Experimenten eingesetzten Konzentrationen der
Medikamente wurde von einem normgewichtigen Menschen mit 70 kg ausgegangen.
Bekannt war zudem, in welcher Dosis pro Kilogramm Ko&rpergewicht die diversen
Medikamente in der Klinik an die Patienten verabreicht werden. Auch wurde
angenommen, dass 1 kg 70 ml Blut enthélt, sodass sich die einzelnen Konzentrationen
der jeweiligen medikamentdsen Substanzen korpergewichtsadaptiert berechnen
lie3en.

Wie oben beschrieben wurde zunachst der Effekt auf die ADP- und kollageninduzierte
Plattchenaggregation untersucht. Vor dem Hintergrund dieser Erkenntnisse folgten
Untersuchungen mit dem von Staphylokokken erzeugten o-Toxin hinsichtlich seines
Einflusses auf den proaggregatorischen Effekt auf die Thrombozyten.

Darauf aufbauend wurden schlie3lich weitere Experimente unternommen, in denen
dem ADP, dem Kollagen und dem a-Toxin medikamenttse Substanzen hinzugefigt
wurden, die in der Literatur mit Thrombozyten in Zusammenhang gebracht werden.
Diese Medikamente kamen der Reihe nach mit folgenden Konzentrationen zum
Einsatz:

o Eptifibatid

— mit a-Toxin: 0,5, 2, 10 pg/ml

— mit ADP/Kollagen: 0,005, 0,05, 0,25, 0,5, 10 pg/ml

o Abciximab

— mit a-Toxin: 1, 2, 5 pg/ml

— mit ADP: 1,2, 25, 4,5 pg/ml

- mit Kollagen: 0,5, 1, 2, 2,5, 4, 5 pg/ml

o Levosimendan

— bei allen Aggregatoren: 2,5, 25, 250 pg/ml
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. PGl,-Analogon

— mit a-Toxin : 0,000001, 0,00005, 0,0001, 0,0005, 1 pg/ml
— mit ADP: 0,00005, 0,0001, 0,0005, 0,001, 0,1 ug/ml

— mit Kollagen: 0,0001, 0,0005, 0,001, 0,01, 1 pg/ml

Die einzelnen Konzentrationen der Substanzen wurden durch jeweilige Verdinnung
der Stammldésung mit NaCl oder Wasser gewonnen. Im Falle des Levosimedan wurde
zunéchst die Stammsubstanz mit Ethanol verdunnt, wobei sich kein Effekt einstellte.
Ethanol (24ul / 0,018g; 72ul / 0,0549), isoliert dem PRP gegeben, fiihrte auch zu keiner
Reaktion der Plattchen im Aggregometer. Deshalb wurde Levosimedan — erfolgreich —

mit Wasser verdinnt.

4.1.4 Berechnung der Effektiven und der Inhibitorischen Konzentration
bei 50 % (ECso / 1Cs0)

Definitionsgemal ist ECsq (EC = Effektive Konzentration) die Konzentration, bei der
50 % der Wirkung erzielt wird. Im Gegensatz dazu ist ICsq (IC = Inhibitorische
Konzentration) jene Konzentration, bei der 50 % der Wirkung aufgehoben wird.
Effektive und Inhibitorische Konzentration werden ermittelt, um die Wirksamkeit der

jeweiligen Substanz zu tberprifen und vergleichbar zu machen.

4.2 Aggregometrie
4.2.1 Messprinzip

Erstmals wurde die photometrisch verfahrende Messmethode, mit der sich die
Thrombozytenaggregation fortan quantitativ bestimmen lie3, 1962 durch Born
beschrieben (Born, 1962). Dabei werden Zellsuspensionen, in unserem Fall das
plattchenreiche Plasma, turbimetrisch bestimmt. PRP wird bei 37 °C unter standiger
Bewegung mittels eines Magnetriihrers (konstant 1.000 U/min) zur Aggregation
gebracht. Das in der Mikrokivette enthaltene Plasma ist dabei zwischen Lichtquelle
und Lichtdetektor in einem Messkanal platziert. Der Tribungsgrad im PRP ist, wegen
der Plattchen, hoch und also die Lichtdurchléassigkeit auf3erst gering. Anderseits lasst

das plattchenarme Plasma (beinahe) ungehindert Licht durch, sodass die
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Lichttransmission sehr hoch liegt. Die prozentuale Lichtdurchlassigkeit gilt deshalb als
Malf3 fur die Aggregation.

Das Ausmald der Plattchenaggregation ist durch die optische Dichte des PPP genau
definiert; es liefert zur Eichung die 0%-Referenz, wéhrend der Anfangswert des PRP
den 100%-Wert ausmacht. Wenn nun dem PRP verschiedene Aggreganzien
hinzugefigt werden, kommt es zum ,Verbrauch® der Thrombozyten durch
Mikrothrombenbildung, sodass der Grad der Trubung abnimmt und die
Lichtdurchlassigkeit erhoht wird. Dieser Vorgang wird, nach Weiterleitung der

Messdaten an einen Computer, in einer Aggregationskurve dargestellt.
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Abbildung 11: Graphische Darstellung einer Konzentrations-Wirkungskurve (A). In Kurve A
wurde der Zeitpunkt des shape change beschriftet (B = K2). Die Konzentration, bei der 50% der
Wirkung erzielt wird, kann aus der Kurve ermittelt werden und wird als effektive Konzentration
bezeichnet (ECsy). Zudem Darstellung der Vertrauensbereiche durch Ermittlung der

Konfidenzintervalle (C), innerhalb derer zu 95% der Werte liegen. En.x Maximale Aggregation in
Prozent, K1 - K7 Einzelne Konzentrationen.
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Abbildung 12: Graphische Darstellung des slope als Anstieg des Aggregationsverlaufs in %
pro Zeiteinheit (A). Hier zeigt sich der Anstieg im mittleren Konzentrationsbereich des Wirkstoffs
X mit einem maximalen %-Wert (B), um dann wieder prozentual gesehen abzusinken.
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4.2.2 Durchfuhrung

Zur Messung der Plattchenaggregation wurde das Aggregometer APACT 4 mit vier
Messkanélen verwendet.

Nach Pipettierung der Mikrokivetten mit 200 pl PRP, wurden sie in dem dafir
vorgesehenen Thermaoblock bei 37,4° C aufbewahrt. Er ist im Aggregometer integriert
und verhindert eine sekundare Aktivierung der Thrombozyten durch Kalte. Die noch
verbliebenen Klvetten lagerten bei Raumtemperatur und wurden als erste verbraucht.
Der Eichung folgend, konnte nun das PRP in den 4 Gerateoptikkanélen gleichzeitig zur
Reaktion gebracht werden.

Zu Beginn der in-vitro-Versuche wurde die Wirksamkeit der beiden Aggregatoren ADP
und Kollagen an den Thrombozyten Uberpruft. Im weiteren Verlauf folgten
Versuchsserien mit den Medikamenten Eptifibatid, Abciximab, Levosimendan sowie
einem Prostazyklin-Analogon. Da zu Beginn die aggregatorische Wirksamkeit von ADP
und Kollagen bestatigt worden war, konnten nun der Reihe nach die einzelnen
Medikamente an den ADP- und kollagenstimulierten Blutplattchen getestet werden.
Unter einigen schon in der Klinik eingesetzten Thrombozyteninhibitoren wurde auch
eine Versuchsreihe mit Levosimendan, zu dem es hinsichtlich seiner Wirksamkeit auf
die Thrombozyten und auf das Gerinnungsgeschehen nur llickenhaft Studien gibt,
durchgefunhrt.

Zu Beginn jeder Versuchsreihe mit einem neuen, unbekannten Toxin erfolgte zunachst
immer eine Testung, bei der dem PRP das Toxin isoliert hinzugefiigt wurde. Dadurch
konnte herausgefunden werden, ob das Toxin — wie im Fall des a-Toxins — einen
moglichen proaggregatorischen Effekt auf die Thrombozytenaggregation zeigt. Da
diese stimulierende Wirkung des a-Toxins bekannt war und in der vorliegenden Arbeit
noch einmal bestatigt wurde, wurden nach einer Vorinkubation von 20 Sekunden mit

dem Toxin die vorher mit ADP und Kollagen getesteten Medikamente hinzugefugt.

4.2.3 Standardisierung der Versuchsmethode

Um schlieBlich eine Komparabilitit der Ergebnisse zu erreichen, wurde versucht,
standardisiert zu arbeiten: durch routinierten Ablauf der Blutabnahme, Methoden der
Pipettierung des PRP, Verwendung nur der angegebenen Messgerate sowie vor allem
der genau festgelegten Konzentrationsschemata in der Verwendung der
Aggregationsinduktoren und Inhibitoren. Vereinfacht wurde die Standardisierung durch

den Gebrauch von lyophilisierten Substanzen, die bei Bedarf in Wasser oder in
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beigefugter Losung aufgelost wurden. Besonders zu beachten war die Haltbarkeit der
diversen Substanzen. Im Fall des Levosimendan musste gemal Beipackzettel nach
Gebrauch auf einen schnellen Verbrauch geachtet werden. Chemische und
physikalische Stabilitat wurden dennoch fir 24 Stunden bei 2 bis 8 °C zugesichert und
bei der Aufbereitung unter Laborbedingungen noch langer, sodass erst nach zwei
Versuchstagen ein jeweils neues Medikamentenflaschchen gedffnet werden musste.
Da, wie oben erwahnt, in den Mikrokuvetten ein magnetisch rotierender Ruhrer liegt,
erfolgte vor Versuchsbeginn ein Check-up aller Kivetten, um keine Differenzen in den
Ergebnissen zu provozieren. Allerdings wurden im Versuchsablauf die Thrombozyten
nicht (durch die in der Literatur beschriebenen Verdinnung mittels PPP und Zahlung
der Thrombozyten) auf eine konstante Zahl von 200 bis 250/nl eingestelt, da dies
mitunter als eine Fehlerquelle gelten konnte (Budde, 2002). Um keine
Verunreinigungen Uber die Mikropipetten in die Messkivetten zu bringen, wurden
erstere nach jedem Gebrauch gespilt, und zwar zunéachst in zwei mit 96-prozentigem

Ethanol geflllten 10-mI-Glasbechern, dann in NaCl[-0,9%-Ldsung].

4.3 Statistische Methoden und Datenauswertung

Alle Daten aus den in-vitro-Versuchen werden als MittelwertexKonfidenzintervall
angegeben. Zur Ermittlung der Vertrauensbereiche flr die vorliegenden
Standardabweichungen wurden Konfidenzintervalle berechnet, innerhalb derer zu
95 % die Werte lagen. Die Daten wurden zunachst mit Microsoft Excel erfasst,
statistisch ausgewertet und anschlieend in das Programm Origin (Version 6.1) von
OriginLab Coperation exportiert, das eine adaquate grafische Auswertung ermaoglichte.
Zur Vergleichbarkeit wurden auflerdem die Maximalwerte, die in den hdchsten
Konzentrationen bei ADP, Kollagen und a-Toxin erreicht wurden, als 100—prozentige
Aggregation definiert. Die restlichen Ergebnisse wurden zu diesen Werten in Relation

gesetzt und in entsprechenden Prozentualwerten angegeben.

38



Ergebnisse 5

5.1 Aktivierende Effekte auf die Thrombozyten-
aggregation

5.1.1 Aggregationsuntersuchungen mit ADP und Kollagen

Zu Beginn der in-vitro-Versuche wurden ADP (n = 36) und Kollagen (n = 17)
hinsichtlich ihrer thrombozytenstimulierenden Eigenschaft untersucht, um sie im
Weiteren fur die Induzierung der Plattchenaggregation einsetzen zu kdnnen. Beide
Stimulatoren wurden gewahlt, weil sie, wie in der Literatur schon oft beschrieben, tber
verschiedene Rezeptoren den Thrombozyten aktivierend beeinflussen. Aus den
entstandenen Mittelwerten der verschiedenen Konzentrationen wurden Konzentration-
Wirkungskurven erzeugt (Abbildungen 10 und 11). Durch logarithmisches Auftragen
der Konzentrationen auf der Achse entsteht eine sigmoide Kurve, deren Wendepunkt
auf der Halfte der durch die jeweilige Substanz erzielten Wirkung liegt. Dies wird wie
schon beschrieben als Effektive Konzentration bezeichnet. Grafisch konnte die ECsg
mit Standardabweichung flr beide Substanzen ermittelt werden. Der Wert fur ECs, fUr
ADP betragt 2,37 £ 0,61 uM und fir Kollagen 0,73 + 0,24 ug/ml.
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Abbildung 13: Konzentrationsabhéngige Zunahme der Lichtdurchlassigkeit durch ADP.
Durch Hinzufigen von ADP (1/2/5/10 /20 pM) zum PRP kommt es zur Abnahme des
Tribungsgrades bzw. zur Zunahme der Lichttransmission, was ein MaR fiir die
Thrombozytenaggregation ist. Dargestellt sind Mittelwerte + Konfidenzintervall. ECsy betragt
2,37 +0,61 uM. n =36

39



5. Ergebnisse

100 - ]

=S

ECso 0,73 * 0,24pg/ml ]

¥

(R P ———

Aggregation [%]
s |

0 - =

2
T Y Y

10

N
o
1
4 f—|

log 0:1
Kollagen Konzentration [ug/ml]

Abbildung 14: Konzentrationsabhéngige Zunahme der Lichtdurchlassigkeit durch Kollagen.
Durch Hinzuftigen von Kollagen (0,05/0,1/0,5/1/5/10 pg/ml) zum PRP kommt es zur
Abnahme des Tribungsgrades bzw. zur Zunahme der Lichttransmission, was ein Maf3 fur die
Thrombozytenaggregation ist. Dargestellt sind Mittelwerte + Konfidenzintervall. ECsy betragt
0,73+0,24 pg/ml. n =17

5.1.2 Stimulation der Thrombozyten mit Staphylococcus aureus a-Toxin

Das durch Staphylococcus aureus produzierte a-Toxin kann direkt zu einer
Plattchenaggregation fiihren, was beim Krankheitshild der Sepsis die dissiminierte
intravasale Gerinnung mit Bildung von Mikrothromben verstarkt.

Eingesetzt wurde a-Toxin in den Konzentrationen 0,5, 1, 3, 5 und 10 pg/ml. Wie in den
Konzentration-Wirkungskurven von ADP und Kollagen durch logarithmisches Auftragen
der Werte ersichtlich wurde, entsteht auch bei a-Toxin eine Kurve mit sigmoidalem
Verlauf. So kann im Wendepunkt ebenfalls eine Effektive Konzentration abgelesen
werden. Sie betragt 3,24 + 0,64 ug/ml.
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Abbildung 15: Konzentrationsabhangige Zunahme der Lichtdurchlassigkeit durch a-Toxin.
Durch Hinzufiigen von a-Toxin zum PRP kommt es zur Abnahme des Triibungsgrades bzw. zur
Zunahme der Lichttransmission, was ein Mal} fur die Thrombozytenaggregation ist. a-Toxin
wurde in verschiedenen Konzentrationen (0,5 / 1/ 3 /5 / 10 pg/ml) eingesetzt. Dargestellt
wurden Mittelwerte + Konfidenzintervall. ECsg betragt 3,24 £ 0,64 pg/ml.

5.2 Weitere Testungen an Thrombozyten mittels der
Aggregometrie

5.2.1 Aggregationsuntersuchungen mit Lysostaphin, Lektin und
Exotoxin A

Initial wurde isoliert Exotoxin A, Lysostaphin oder Lektin zum PRP gegeben. Da bei

n =5 keine Reaktion zu beobachten war, wurde dieser Ansatz nicht weiterverfolgt.
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Abbildungen 16 (links) und 17 (rechts): PRP wurde isoliert mit Lysostaphin (0,5/1/2/5/10

/ 20 pg/ml) und Exotoxin A (2 /5 / 10/ 50 pg/ml) in verschiedenen Konzentrationen inkubiert.
Eine Auslosung der Plattchenaggregation fand nicht statt. Jeweils n=5.
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Abbildung 18: PRP wurde mit Lektin in verschiedenen Konzentrationen (0,1 /05/1/2/ 4
pg/ml) inkubiert. Eine Ausldésung der Plattchenaggregation fand nicht statt.

5.2.2 Untersuchungen mit Lipopolysacchariden von E. coli an
Thrombozyten

LPS zeigten in den Untersuchungen keine signifikanten plattchenaggregierenden

Eigenschaften im Konzentrationsbereich von 500 bis 2500 pg/ml. Auch eine
Verédnderung der Inkubationszeit der LPS mit PRP (an drei Punkten: 30 s, 3 min, 60
min) brachte nicht den erwiinschten Erfolg. Auch bei einer LPS-Konzentration bis zu
1500 pg/ml waren keine inhibierenden Effekte mit auf die ADP-induzierte Aggregation
zu erkennen. Nachdem sich der Null-Effekt bei n=5 bestatigt hatte, wurden keine

weitergehenden Untersuchungen mit LPS verfolgt.
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Auch in der Literatur finden sich keine Berichte, die im experimentellen Ansatz mittels
der Aggregometrie das Gegenteil nachgewiesen hatten. Allerdings zeigt sich in dem
Verfahren der Durchflusszytometrie ein neuer Ansatz zur Untersuchung der LPS, in der
Fluoreszenzfarbstoffe spezifisch an das zu untersuchende Molekil angedockt werden.
Die sogenannten FACS-Analysen zeigen dabei, dass LPS am Thrombozyten Uber eine
GP-lIb/llla-Aktivierung wirkt (Stahl et al., 2006).
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Abbildung 19: Das PRP wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen (500 / 1000 / 1500 /
2000 / 2500 pg/ml) der Lipopolysaccharide des E.coli inkubiert. Eine Auslésung der
Plattchenaggregation fand nicht statt bzw. lag unter der Wirkung von 10%.

5.3 Hemmende Effekte auf die induzierte
Thrombozytenaggregation

5.3.1 Testung verschiedener Medikamente mit hemmender Wirkung auf
die Plattchenaggregation

Medikamente spielen in der Prophylaxe und Therapie von thrombotischen Ereignissen
eine grolRe Rolle. Um zu erforschen, ob die fir die in-vitro-Versuche gewahlten
Medikamente Einfluss auf die Thrombozytenaggregation haben, wurden sie den
Plattchenaktivatoren ADP und Kollagen hinzugefugt. Es wurden in verschiedenen

Konzentrationen eingesetzt: lloprost (Ventavis®), Eptifibatid (Integrilin®), Abciximab
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(Reo Pro®) und Levosimendan (Simdax®). Diese fiinf Substanzen entstammen
diversen Arzneimittelgruppen, wobei Eptifibatid und Abciximab beide zur Klasse der
GP-lIb/llla-Antagonisten gehoren, aber den Rezeptor durch ihren unterschiedlichen
Aufbau an verschiedenen Stellen binden bzw. blockieren.

Um Konzentration-Wirkungskurven zu erzeugen, wurden von den einzelnen
Substanzen mehrere Konzentrationen gewahlt. Von den Thrombozytenstimulanzien
kam die submaximale Konzentration zum Einsatz, welche bei ADP bei 10 pM/ml und
bei Kollagen bei 5 pg/ml liegt. Alle getesteten Substanzen hemmten die ADP- und
kollageninduzierte Thrombozytenaggregation in einem konzentrationsabhangigen

Muster. In den folgenden zehn Grafiken sind die Resultate dargestelit.

a) lloprost (Prostazyklin- Analogon; Ventavis®)
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Abbildung 20: Konzentrationsabhangige Inhibition der Plattchenaggregation durch lloprost.
PRP wurde mit lloprost in verschiedenen Konzentrationen (0,00005 / 0,0001 / 0,0005 / 0,001 /
0,1 ug/mp inkubiert. Die Aggregation wurde durch Hinzufiigen von ADP induziert. ICx liegt bei
6,46* 10+ 2,74* 10 ug/ml.
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Abbildung 21: Konzentrationsabhangige Inhibition der Plattchenaggregation durch lloprost.
PRP wurde mit lloprost in verschiedenen Konzentrationen (0,0001 / 0,0005 / 0,001/ 0,01 / 1
pg/ml) inkubiert. Die Aggregation wurde durch Hinzufigen von Kollagen induziert.
ICs liegt bei 3,43* 10™ + 1,48* 10™ pg/ml.

b) Abciximab (Reo Pro®)
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Abbildung 22: Konzentrationsabhangige Inhibition der Plattchenaggregation durch Abciximab.
PRP wurde mit Abciximab in verschiedenen Konzentrationen (1 /2 /2,5/4 /5 pg/ml) inkubiert.
Die Aggregation wurde durch Hinzufligen von ADP induziert. ICg liegt bei 3,46 + 0,51 pg/ml.
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Abbildung 23: Konzentrationsabhangige Inhibition der Plattchenaggregation durch Abciximab.
PRP wurde mit Abciximab in verschiedenen Konzentrationen (0,5/1/2 /25 /4 /5 pg/ml)

inkubiert. Die Aggregation wurde durch Hinzufiigen von Kollagen induziert. ICsg liegt bei 3,52 +
0,44 pg/ml.

c) Eptifibatid (Integrilin®)
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Abbildung 24: Konzentrationsabhangige Inhibition der Plattchenaggregation durch Eptifibatid.
PRP wurde mit Eptifibatid in verschiedenen Konzentrationen (0,005 / 0,05 / 0,25/ 0,5/ 10

pg/ml) inkubiert. Die Aggregation wurde durch Hinzufligen von ADP induziert. ICsq liegt bei
0,15 + 0,019 pg/ml.
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Abbildung 25: Konzentrationsabhéngige Inhibition der Plattchenaggregation durch Eptifibatid.
PRP wurde mit Eptifibatid in verschiedenen Konzentrationen (0,005 / 0,05 / 0,25/ 0,5/ 10
pa/ml) inkubiert. Die Aggregation wurde durch Hinzufligen von Kollagen induziert. ICsq liegt bei
0,13 £ 0,018 pg/ml.

d) Levosimendan (Simdax®)
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Abbildung 26: Konzentrationsabhangige Inhibition der Plattchenaggregation durch
Levosimendan. PRP wurde mit Levosimendan in verschiedenen Konzentrationen (2,5 / 25/ 250
pg/ml) inkubiert. Die Aggregation wurde durch Hinzufligen von ADP induziert. ICsq liegt bei
15,77 £ 7,43 pg/ml.
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Abbildung 27: Konzentrationsabhangige Inhibition der Plattchenaggregation durch
Levosimendan. PRP wurde mit Levosimendan in verschiedenen Konzentrationen (2,5 / 25/ 250

pg/ml) inkubiert. Die Aggregation wurde durch Hinzufligen von Kollagen induziert. ICsqliegt bei
2,74 £ 1,02 pg/ml.

5.3.2 Inhibierende Auswirkungen von Medikamenten auf die a-Toxin-
induzierte Plattchenaggregation

Nachdem in den Voruntersuchungen die inhibitorische Wirksamkeit diverser
Medikamente auf die durch ADP und kollagen-induzierte Plattchenaggregation
aufgezeigt werden konnte, ist der Versuch gemacht worden, mit eben diesen
Medikamenten die o-Toxin-Wirkung zu beeinflussen. Dabei wurden die in den
vorherigen Versuchen wirksamen Konzentrationen erneut angewendet. Wie bei den

Plattchenstimulatoren kam auch beim o-Toxin die submaximale Konzentration von
5 pg/ml zum Einsatz.
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a) Abciximab (Reo Pro®)
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Abbildung 28: Konzentrationsabhangige Inhibition der Plattchenaggregation durch Abciximab.
PRP wurde mit Abciximab in verschiedenen Konzentrationen (1 / 2 / 5 pg/ml) inkubiert. Die
Aggregation wurde durch Hinzufligen von a-Toxin induziert. 1Cs liegt bei 0,91 + 0,19 ug/ml.

b) Eptifibatid (Integrilin®)
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Abbildung 29: Konzentrationsabhangige Inhibition der Plattchenaggregation durch Eptifibatid.
PRP wurde mit Eptifibatid in verschiedenen Konzentrationen (0,5 / 2 / 10 pg/ml) inkubiert. Die
Aggregation wurde durch Hinzufligen von a-Toxin induziert. 1Cg liegt bei 0,36 + 0,11 pg/ml.
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C) lloprost (Prostazyklin- Analogon)

100

I ICs0 7,86* 10> £ 1,69* 10> pg/ml

Aggregation [%]

0 :

rya
T . ] T G L | L b | i |

0,0000 'o0,000 1E-3 0,01 0,1 1
lloprost Konzentration [pg/mil]

Abbildung 30: Konzentrationsabhangige Inhibition der Plattchenaggregation durch lloprost.
PRP wurde mit lloprost in verschiedenen Konzentrationen (0,000001 / 0,00005 / 0,0001 /

0,0005 / 1 pg/ml) inkubiert. Die Aggregation wurde durch Hinzufligen von a-Toxin induziert. ICsq
liegt bei 7,86* 10°+ 1,69* 10 pg/ml.

d) Levosimendan (Simdax)
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Abbildung 31: Konzentrationsabhangige Inhibition der Plattchenaggregation durch
Levosimendan. PRP wurde mit Levosimendan in verschiedenen Konzentrationen (2,5 / 25/ 250

pg/ml) inkubiert. Die Aggregation wurde durch Hinzufiigen von a-Toxin induziert. ICx liegt bei
6,12 + 4,12 pg/ml.
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5.3.3 Hemmung der induzierten Plattchenaggregation durch Exotoxin A,

Lysostaphin und Lektin

Zunachst wurde das PRP fur mehrere Sekunden mit diversen Konzentrationen der
einzelnen Toxine inkubiert. AnschlieBend wurde die PIlattchenaggregation durch
Hinzufligen von ADP (submaximale Konzentration: 10 uM) in Gang gesetzt, wobei die
Lichtdurchlassigkeit (und damit das Maf} der Aggregation) Uberraschend deutlich
reduziert war. Folglich ist — wie in den angeflihrten Grafiken veranschaulicht — bei allen
drei Toxinen eine Korrelation zwischen Plattcheninhibition und Toxinkonzentration mit
je unterschiedlichem Schweregrad erkennbar. Entsprechend konnte die inhibitorische
Konzentration jedes einzelnen Toxins bestimmt werden. Im Fall des Exotoxin A
zeichnete sich zur Erhebung der Daten ein hoher Substanzverbrauch ab, sodass keine

héheren Konzentrationen gewahlit wurden.

a) Lysostaphin

80 - ICs0 3,68 £ 1,05ug/ml

-~
(=]
1

8 g 8
—

Aggregation [%]

[
(=]
|
L

0 T T T T T T T T T
0 2 B 6 8 10
Lysostaphin Konzentration [ug/ml]

4

Abbildung 32: Konzentrationsabhangige Inhibition der Plattchenaggregation durch
Lysostaphin. PRP wurde mit Lysostaphin in verschiedenen Konzentrationen (2 / 5/ 10 ug/ml)
inkubiert. Die Aggregation wurde durch Hinzufligen von ADP induziert. ICsliegt bei 3,68 = 1,05

pg/ml.

51



5. Ergebnisse

b) Lektin (LecA)
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Abbildung 33: Konzentrationsabhangige Inhibition der Plattchenaggregation durch Lektin
(LecA). PRP wurde mit Lektin in verschiedenen Konzentrationen (1 / 2 / 4 pg/ml) inkubiert. Die
Aggregation wurde durch Hinzuftigen von ADP induziert. ICxliegt bei 1,79 £ 0,66 pug/ml.
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Abbildung 34: Konzentrationsabhéngige Inhibition der Plattchenaggregation durch Exotoxin A.

PRP wurde mit Exotoxin A in verschiedenen Konzentrationen (0,5 /5 / 50 pg/ml) inkubiert. Die
Aggregation wurde durch Hinzufiigen von ADP induziert. ICsq liegt bei 39,33 + 6,88 ug/ml.
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Diskussion 6

6.1 Therapeutische Grundséatze in der Klinik

Grundsatzlich ist im Fall der Sepsis und auch der Endokarditis, infolge der meist auf
bakterielle Reize entstehenden lokalen oder systemisch inflammatorischen Reaktion,
als Hauptmafnahme der Beginn einer antibiotischen Therapie indiziert. Hindernisse in
der antibiotischen Therapie bestehen bekanntermafien in dem Nichterkennen des
Keims, in der Resistenzentwicklung sowie in der haufig schon stark vorangeschrittenen
Mikrozirkulationsstérung mit Organdysfunktion. In einigen Féllen zeigt sich durch eine
vor Beginn der antibiotischen Therapie vorgenommene Blutkultur ein Wachstum von
zwei oder mehr Bakterien. Adjuvante therapeutische Optionen scheinen hier nétig zu
sein (Nitsche-Schmitz et al., 2007), die den UberschieRenden inflammatorischen
Prozess verhindern, sogar modulieren, aber nicht komplett unterdriicken. Denn
beziglich des letzteren Punkts liegt auf der Hand, dass im Fall eines entzindlichen

Geschehens eine gewisse eigene Infektabwehr durchaus erwiinscht ist.

6.2 Bedeutung der Thrombozyten in der Sepsis/
Endokarditis

Grundlage bildet die Tatsache, dass Inflammation und Gerinnungsaktivierung
gemeinsam einhergehen. Im Krankheitsbild der Sepsis und Endokarditis kommt es zur
Aktivierung der zellularen und plasmatischen Komponente des Hamostasesystems
(Loew, Riess, 2005). Als sicher gilt, dass Thrombozyten in der Bildung von
Mikrothromben bzw. im Falle der Endokarditis an der Bildung von Aggregaten am
Endokard beteiligt sind (Kerrigan et al., 2008). Da dies eine pathogenetische
Bedeutung besitzt, missen Ansatzpunkte zur Therapie Uberlegt werden. Dabei bietet
sich das Wissen Uber die Membranrezeptoren und das intrazellulare Signalling der

Blutplattchen an.
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6.3. Antithrombozytare Substanzen

Hierzu wurden in den letzten Jahrzehnten enorme Forschungsanstrengungen
unternommen, wobei eine Reihe antithrombozytdrer Substanzen entwickelt worden
sind. Bezlglich ihrer spezifischen pharmakologischen Eigenschaften, den
Thrombozyten zu inhibieren, lassen sich funf Substanzklassen unterscheiden. Neben
der Interaktion mit dem Arachidonsduremetabolismus (COX- Hemmung, TxA,-
Synthese-Hemmung), der Erhéhung zyklischer Nukleotidide (ACL- Aktivierung,
Phosphodiesterasehemmung), der Interaktion mit Aktivierungsrezeptoren (Blockade
des ADP-Rezeptors) sowie der Adhasionsrezeptorblockade (Blockade des
Kollagenrezeptors) spielt auch die Hemmung des Fibrinogenrezeptors (GP-lIb/llla-

Antagonismus) eine Rolle (Gawaz, 1999).

6.4 Testung verschiedener Medikamente mit
hemmender Wirkung auf die Plattchenaggregation

Abciximab und Eptifibatid gehéren zur Gruppe der Fibrinogenrezeptorantagonisten,
wohingegen lloprost und wahrscheinlich Levosimendan jener Gruppe zuzurechnen
sind, die eine Erhéhung der zyklischen Nukleotide bewirken (Glusa, 2000; Nieminen et
al., 2005; Schwarz et al., 2006).

Zur Vorbereitung der Hauptuntersuchungen galt es, Ergebnisse durch in-vitro-
Untersuchungen zu gewinnen. Nach Einwirkenlassen der oben genannten
Medikamente auf die Kollagen- oder ADP-induzierte Plattchenaggregation, konnte der
schon in der Vergangenheit gesicherte inhibitorische Effekt von Abciximab, Eptifibatid
und lloprost sowie der seltener beschriebene von Levosimendan bestatigt und im
letzteren Fall nachgewiesen werden (Storey et al., 1998; Gryglewski, 2008; Kaptan et
al., 2008). Auch die niedrigste Konzentration des jeweiligen Medikaments wie
Levosimendan mit 2,5 pg/ml, Eptifibatid mit 0,005 pg/ml, Abciximab mit 1 pg/ml und
lloprost mit 0,00005 pg/ml weist diesen Effekt auf. Im Anschluss lieRen sich die
inhibitorischen Konzentrationen der einzelnen Medikamente berechnen, die bei 50 %
die aggregatorische Wirkung des ADP oder Kollagen auf Thrombozyten aufheben. Die
ICso-Ergebnisse mit ADP und Kollagen unterschieden sich innerhalb der Experimente.

Die eigene Datenlage wird hierzu im Folgenden tabellarisch dargestelit.
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Tabelle 2: Vergleich der ICgy-Ergebnisse aus der eigenen Datenlage

Inhibitoren | Abciximab Eptifibatid lloprost Levosimendan

Aktivatoren

ADP IC50=3,46 £ ICso=0,15% | ICso=6,46*10" |ICs= 15,77 %

(10pM/ml) 0,51 pg/ml 0,019 ug/ml | +2,74* 10* 7,43 pug/ml
pg/mi

KO”agen |C50 = 3,52 + |C5o = 0,13 * |C5o = 3,43* 10_4 |C50 = 2,74 +

(5ug/ml) 0,44 pg/ml 0,018 pg/ml +1,48* 10" 1,02 pg/mi
pg/mi

ICso-Ergebnisse mit ADP und Kollagen als Aktivatoren und diversen Medikamenten wie
Abciximab, Eptifibatid, lloprost und Levosimdendan als Inhibitoren.

Ausnahme bildet aus unklaren Griinden das Levosimendan mit der ICso/ADP bei 15,77
+ 7,43 pg/ml und der ICso/Kollagen bei 2,74 + 1,02 pug/ml. Dies bedeutet, dass der
aggregatorische Effekt des Kollagen im Vergleich zu dem des ADP schon bei einer
sehr geringen Levosimendan-Konzentration zu 50% inhibiert werden kann.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass durch die grafische Darstellung der Inkubation
des ADP-/Kollagen-PRP mit den einzelnen Medikamenten eine deutliche Insuffizienz
der Signalfunktion des ADP und des Kollagen bezuglich ihrer Plattchenaktivierung zu

erkennen ist.

Als Vergleich fuhrt folgende Tabelle die aktuelle Datenlage in der Literatur auf. Es kann
gezeigt werden, dass auch in der Vergangenheit Gber die Methode der Aggregometrie
mit den o.g. Substanzen geforscht wurde. Problem ist hierbei, dass zumeist keine
IC50- Ergebnisse erhoben wurden, sondern allein die Aggregation in % aufgefihrt
wurde. Zudem kamen andere Konzentrationen der einzelnen Substanzen zum Einsatz,

was eine direkte Vergleichbarkeit nicht erlaubt.
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Tabelle 3: Datenlage Uber Aktivatoren und diversen Medikamenten in der Literatur

Inhibitoren | Abciximab Eptifibatid lloprost Levosimendan
Aktivatoren (45ng/ml) (*4)
ADP 100%ige ~0,11 pg/ml = 50%ige Inhibition bei Maximum

Inhibition um 7 50%ige <5 nM PGl; (*3) Aggregation (%):
bis 10 pg/ml (*1) | Inhibition 24,33 £9,86 %
(ADP =
IC50 =74 nM 30 umolfl) (*2) (10 uM ADP) (*4)
(ADP = 20 uM)
(*6) IC50 = 238nM
(ADP =
20uM)(*6)

Kollagen Signifikante ~0,15 pg/ml = Verdunntes Kollagen: | Maximum
Reduktion der 50%ige 50%ige Inhibition bei | Aggregation (%):
kollagen- Inhibition <5 nM PGI; 54,25 + 11,07 %
induzierten (Kollagen = Konzentriertes
Plattchen- 2 pg/ml) (*2) Kollagen: (5 pg/ml Kollagen)
aggregation (*5) 50%ige Inhibition bei (*4)

~20 nM PGl (*3)

Datenlage in der Literatur iber ADP und Kollagen als Aktivatoren und diversen Medikamenten
wie Abciximab, Eptifibatid, lloprost und Levosimdendan als Inhibitoren. Die Daten kommen
dabei aus folgenden Quellen: *1 Schwarz et al., 2006; *2 Storey et al., 1998; *3 Weiss, Turitto,
1979; *4 Kaptan et al., 2008; *5 Kereiakes et al., 1996; *6 Wang et al., 2002.

6.5 Aggregatorische und inhibitorische Wirkung
bakterieller Toxine auf Thrombozyten

Roger C. Bone et al. entwickelten 1992 eine noch heute anerkannte Definition der
Sepsis, in der sie den Einstrom von Mikroorganismen und/oder ihren Toxinen im
Zusammenspiel mit der wirtseigenen Immunantwort fir die Entwicklung der Sepsis
verantwortlich machen. Ein wichtiger Faktor in diesem Zusammenspiel ist die direkte
Wirkung der Bakterien selbst oder indirekt Uber ihre bakteriellen Toxine auf den
Organismus und hier besonders auf die Thrombozyten. Eine Thrombozytenaktivierung
geht dabei allen weiteren Prozessen, inklusive der Aggregation, voran. Im Detalil
besteht die Aktivierung der Blutplattchen aus multiplen Einzelaktivierungen von
Rezeptoren und Signalkaskaden.

Im Fall der infektiosen Endokarditis ist Staphylococcus aureus eine bedeutende
Ursache bei Patienten ohne einen Herzklappenfehler in der Anamnese. Die Fahigkeit,
die Aktivitdt ruhender Plattchen zu stimulieren und folglich ihre Aggregation einzuleiten,
wird als wichtiger Virulenzfaktor von Bakterien, die die infektiose Endokarditis

verursachen, angesehen (Sullam et al., 1996).
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Eines dieser stimulierend wirkenden Toxine ist das a-Toxin. In unseren Ergebnissen
konnte eine ECs, von 3,24 + 0,64 pg/ml ermittelt werden, was den grundsatzlich
proaggregatorischen Effekt, der in Untersuchungen der letzten Jahrzehnte
nachgewiesen worden ist, bestétigt (Siegel, Cohen, 1964; Bhakdi et al., 1988;
Fitzgerald et al., 2006b).

Weitere Toxine wie das Exotoxin A und das Lektin (PA-IL) von Pseudomonas
aeruginosa sowie das Lysostaphin von Staphylococcus stapholyticus zeigten in
unseren Versuchen dagegen eine kontrare Wirkung. Da sie sich in isolierter Form auf
die Blutplattchen im PRP unwirksam erwiesen, wurden sie zum nachtraglich ADP-
stimulierten PRP zugegeben. Eine kurze Zeitspanne wurde eingehalten, um die
jeweiligen Toxine im PRP einwirken zu lassen. Die Ergebnisse zeigten eine Korrelation
zwischen Plattcheninhibition und  Toxinkonzentration im Sinne  einer
konzentrationsabhdngigen Inhibition der Plattchenaggregation durch PA-IL, durch
Lysostaphin und in weniger starker Auspragung durch Exotoxin A. Die ICsq konnten flr
Lektin mit 1,79 £ 0,66 pg/ml, fir Lysostaphin mit 3,68 = 1,05 ug/ml und fur Exotoxin A
mit 39,33 £ 6,88 pg/ml bestimmt werden.

Letzteres entfaltet seine inhibitorische Wirkung erst bei einer héheren Dosis. Hierfur
kommt als Ursache zum einen der prolongierte Wirkungsweg durch Endozytose des
Exotoxins A in die jeweilige Zelle in Frage, weshalb es — um Uberhaupt eine
Reaktionsmdglichkeit zu schaffen — einer vorherigen Inkubation des Toxins mit den
Thrombozyten dringend bedarf. Allerdings enthalten Thrombozyten bekanntermal3en
nur wenige Ribosomen, die das eigentliche Target einer Blockade der Proteinsynthese
sind, sodass durch das Vorhandensein vieler anderer proaggregatorischer
Mechanismen auBerhalb der Ribosomen keine starke Wirkung des Exotoxins A

maoglich zu sein scheint.

Das Lektin ist, den Ergebnissen zufolge, dagegen eher ein
thrombozytenbeeinflussendes Toxin. Die Wirkungsweise ist sicherlich — wie schon tber
den Respirations- und Intestinaltrakt beschrieben — Uber die Glykokalyx als
Angriffpunkt erklart (Mewe et al., 2005; Chemani et al., 2009). Moglich ware der
antiaggregatorische Effekt durch Angriff an die Glykoproteine mit ihrer
Konformationsanderung und der damit erreichten Blockade von Rezeptoren. Eine
weitere Erklarung ware die einer leichten bis schwergradigen Zellschadigung des
Thrombozyten Uber bisher unbekannte Mechanismen mit letzlicher Abnahme der
Aggregationsfahigkeit, so wie es Bajolet-Laudinat et al. (1994) Uber die

konzentrationsabhdngige Wirkung des PA-IL auf respiratorische Epithelzellen
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untersucht haben. Die beschriebenen zytotoxischen Effekte mit schweren Zellschaden
traten da allerdings bei Konzentrationen um 100 pg/ml auf, die so in unserem

experimentellen Ansatz nicht zur Anwendung kamen.

Dass bakterielle Toxine auch inhibitorisch auf die Plattchenaggregation und damit im
Ganzen auch auf die Blutgerinnung wirken kénnen, sollte also in die Kalkulation einer
antithrombotischen Therapie eines septischen, zumeist bettlagerigen Patienten
einbezogen werden. Grofer scheint allerdings das Risiko einer Blutungskomplikation
durch die so genannte Verbrauchskoagulopathie zu sein, in der neben einem starken
Verbrauch an Gerinnungsfaktoren auch durch schon aggregierte Thrombozyten eine

Thrombozytopenie besteht (Ragaller et al., 2007).

Allerdings scheinen die Toxine (a-Toxin, Exotoxin A, Lektin, Lysostaphin, LPS) auch
einen Einfluss auf andere Zellen, wie Endothelzellen und PMN zu haben. Hierzu folgt
eine Tabelle zum Vergleich der Wirkung der eben genannten Toxine auf
Thrombozyten, PMN und Endothelzellen. Einige Wirkungen bleiben noch unklar, da

bisher nicht erforscht.
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Abbildung 35: Schematische Darstellung aktivierender und hemmender Einflisse auf die
Thrombozytenaktivierung und letzlich auf die Thrombozytenaggregation. Inhibierende Einfliisse
fuhren zur verminderten Plattchenaktivierung und damit zur verminderten Granulasekretion,
Aktivierung des Fibrinogenrezeptors sowie verminderten Proteinsekretion. Dies wird durch die
bakterielle Toxine wie Lysostaphin (unbekannter Signalweg), Exotoxin A (Blockade der
Ribosomenfunktion) und Lektin 1 (unbekannter Signalweg) erwirkt. Physiologisch kommt die
Inhibierung durch NO (Uber GCL-Aktivierung) und Prostazyklin zustande. Analog kann die
Wirkung von Prostazyklin dber Stimulation der ACL auch durch lloprost (synthetisches
Prostazyklin) erzielt werden. Levosimendan fiihrt Gber die Blockade der Phophodiesterase Il
zum verminderten Abbau von cAMP und damit Gber Ca*"-Abfall zur verminderten Aktivierung
und Aggregation der Thrombozyten. Aktivierende Einflisse kommen physiologisch durch ADP
(Rezeptoren: P,X;, P,Y1, P,Y15), Thrombin (Thrombinrezeptor), Kollagen (GPVI, a2p1) und
Thromboxan A, zustande. Aufgezeigt sind mdgliche medikamentése Blockierungen dieser
jeweiligen Substanzen sowie deren Wirkungswege. Als stimulierendes bakterielles Toxin wird
das a-Toxin von Staphylococcus aureus aufgefiihrt, was als Pore wie ein Ca™"-Kanal mit Ca™"-
Einstrom fungiert. * Calcium, + stimulierende Wirkung, - hemmende Wirkung, ? unklare Wirkung
NO Stickstoffmonoxid, Pz Prostazyklin, Fi Fibrinogen, Ca"* Kalzium, ACL Adenylatzyklase, GCL
Guanylatzyklase, COX Cyclooxygenase, TxA, Thromboxan A,, PS Proteinsynthese, Exo A
Exotoxin A, PDII Phophodiesterase Ill, PLCB/PLCy, Phospholipase Cp/Cy,, ASS
Acetylsalicylsédure, AA Arachidonséure, Koll Kollagen, Thr Thrombin, a-T a-Toxin, Lyso
Lysostaphin, Levo Levosimendan, Lec A Lektin 1, Ribo Ribosom, mRNA messenger RNA,
cAMP/ cGMP zyklisches AMP/GMP, Gqg/ Gi/ Gs inhibierende oder stimulierende G-Protein.
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Tabelle 4: Wirkung von diversen Toxinen an PMN, Thrombozyten und Endothelzellen

der Ribosomenfunktion und damit
Hemmung der Proteinsynthese Uber
Inaktivierung des ribosomalen

Enzyms (*9)

Toxine Effekte an:
Endothelzellen Thrombozyten PMN
a-Toxin e Porenbildung mit e Porenbildung mit ¢ Porenbildung mit
Anstieg von Anstieg von Ca"™"*- Anstieg von
Kalzium-lonen im lonen im Zytosol Kalzium-lonen im
Zytosol (*1) (*1) Zytosol (*1)
e Freisetzung von e Triggerung der Bcl- | o Aktivierung mit
PAF, NO, PGl, (*2) 3 Proteinsynthese Steigerung der
e Aktivierung der (*4) Endothel-PMN
Arachidonséure- e Aktivierung von Interaktion (*12)
Kaskade (*3) Phospholipiden und
¢ Induktion der ICAM- der Arachidonsaure-
1 Expression (*12) Kaskade mit
Freisetzung von
TXA; (1)
e Freisetzung von
PF-4 (*3)
Exotoxin A ¢ In eukaryotischen Zellen: Blockade | ¢ Reduktion der

Proteinsynthese,
aber keine
Aufhebung der
Phagozytose-
aktivitat (*10)

Lysostaphin

e unbekannt

¢ inhibierend wirksam
auf ADP induzierte
Plattchen-
aggregation

e unklarer
Mechanismus

¢ wirkt gegen an
PMN-Oberflache
gebundene und
phagozytierte
Staphylokokken
(*8)

aktivierten
GPIIb/llla-
Rezeptoren, CD
40L und Anstieg der
Fibrinogen-
bindungen an
Thrombozyten (*5)

o Eigene Daten
zeigen keine
Reaktion

Lektin ¢ dient der Adhéasion e inhibierend wirksam | ¢ unbekannt
der auf ADP induzierte
Pseudomonaden an Plattchen-
Zelloberflachen (*6) aggregation
e spezifische e unklarer
Carbohydrate (D- Mechanismus
Galaktose) als
Andockstelle
verantwortlich (*7)
e weiterer
Mechanismus unklar
LPS e NO-Freisetzung (*2) | e Freisetzung von e Steigerung der

Expression von
CD66b und
CD11b
(Oberflachen-
rezeptoren) und
damit Steigerung
der Migrations-
und Adhasions-
fahigkeit (*11)

Tabellarische Ubersicht tiber Wirkungen, Wirkmechanismen sowie in der Literatur beschriebene

Zusammenhange von LPS, Exotoxin A, Lektin,

Lysostaphin und a-Toxin an PMN,

Thrombozyten und Endothelzellen. Die Daten kommen dabei neben eigenen Erkenntnissen aus
folgenden Quellen: *1 Bahkdi, 1996; *2 Grimminger et al., 1997; *3 Bhakdi et al., 1988;
*4 Schubert et al., 2011; *5 Stahl et al., 2006; *6 Mewe et al.,2005; *7 Chemani et al., 2009;
*8 Kumar, 2008; *9 Jgrgensen et al., 2005; *10 Bishop et al., 1987; *11 Gomes et al., 2010;
*12 Grandel et al., 2002
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6.6 Bedeutsamkeit einer antithrombotischen Therapie
bei bakteriellen Toxinen

Mdglichkeiten, eine toxininduzierte Plattchenaktivierung und vor allem Aggregation zu
beeinflussen, bestehen, im Hinblick auf die Auswirkungen bakterieller Toxine am
Thrombozyten, in folgenden experimentellen Ansétzen: Zunéchst ist die Verhinderung
des Eindringens weiterer Bakterien mit ihren Toxinen in die Blutbahn durch
Infektsanierung bzw. operative Fokusbeseitigung essentiell. Nun zeigt die
Verhinderung der Adhasion des Bakteriums bzw. im speziellen der Adhasion des
Toxins mit seiner oft verheerenden Wirkung an den Thrombozyten eine medikamentés-
therapeutische Relevanz. Ein weiterer bedeutsamer und hier genauer untersuchter
moglicher Ansatzpunkt liegt in der gezielten und wenn mdoglich steuerbaren

Abschwéchung der Plattchenaktivierung sowie der Aggregation.

In dieser Arbeit wird das a-Toxin mit seinen proaggregatorischen Effekten auf die
Blutplattchen hervorgehoben. Um die Wirksamkeit der o.g. Medikamente auf die
proaggregatorisch wirkenden bakteriellen Toxine zu klaren, fanden diese im
Experiment Anwendung gegen das a-Toxin als den exemplarischen Aggregator
(Bhakdi et al., 1988). Im Krankheitsbild der Sepsis und der Endokarditis kann es durch
das haufige Vorkommen von Staphylococcus aureus bei diesen Erkrankungen mit
seinem Repertoire an Toxinen die Bildung thrombozytarer Mikroaggregate
beeinflussen. Im Aggregometer zeigt es eine klare konzentrationsabhangige Zunahme
der Lichtdurchlassigkeit infolge des Verbrauchs an Thrombozyten durch
Mikrothrombenbildung. Wie die in-vitro-Ergebnisse ergeben, scheint der Mechanismus
des a-Toxins, der zur Aggregation fihrt, nicht auszureichen, um die ersichtlich
wirkungsstérkeren Medikamente mit ihren inhibitorischen Effekten zu hindern. Vielmehr
zeigen alle Ergebnisse ausnahmslos in konzentrationsabhangiger Weise eine
signifikante Abnahme der durch a-Toxin induzierten Plattchenaggregation. Die Daten
lassen mutmalfien, dass die Anwendung antithrombozytarer Substanzen eine nitzliche
Pravention und Behandlung gegen die Interaktion und aggregatorische Wirkung
bakterieller Toxine im Falle der infektiésen Endokarditis und der Sepsis darstellt.

Hierzu wurden zunachst zwei Medikamente im Vergleich aufgestellt, die beide aus der
Gruppe der GP-lIb/llla-Antagonisten gehdren. In vivo zeigt sich in der Therapie des
akuten Myokardinfakts unter der Therapie eine deutliche Verringerung der Anzahl
thromboembolischer Komplikationen periinterventionell und auch noch bis zu sechs
Monate lang retrospektiv (Lincoff et al., 2000). Abciximab und Eptifibatid sind

unterschiedlicher chemischer Natur, hemmen aber beide im Vergleich zur Gruppe der
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Cyclooxygenasehemmstoffe oder der ADP-Rezeptorinhibitoren gleichermal3en
vollstandig die Thrombozytenaggregation.

Neben antithrombotischen Effekten beeinflusst Abciximab Uber Interaktion mit dem
Vitronektinrezeptor auf3erdem auch die Thrombozytenadh&sion am durch die
Inflammationsmechanismen aktivierten Endothel (Glusa, 2000). Beschrieben wird
zudem eine Bindung an den auf Monozyten und neutrophilen Granulozyten
vorkommenden Mac-1-Integrin, sodass ein antiinflammatorischer Effekt durch
Verhinderung der Adhasion von Monozyten und Neutrophilen an die aktivierte
Endothelwand zu beobachten ist (Simon et al., 1997). Die Frage war nun, ob auch die
toxininduzierte Plattchenaggregation abgebremst werden kdnnte, wie es mit der ADP-
oder kollageninduzierten sichtbar gemacht werden konnte. In der Tat hemmen beide
Substanzen diesen Aggregationsprozess im toxinstimulierten PRP bei schon relativ
niedrigen Dosierungen. Die ICs, von Abciximab lag deutlich unter der Inhibitorischen
Konzentration, die im Zusammenspiel mit ADP oder Kollagen mit Abciximab ermittelt
werden konnte, namlich bei 0,91 = 0,19 ug/ml. Eptifibatid erreichte bei einer fast
doppelt so hohen Dosis eine ICsqvon 0,36 £ 0,11 pg/ml im Vergleich beim ADP- oder
kollagenstimulierten PRP, allerdings mit gleichfalls nachweisbarem effektiven
inhibitorischen Effekt.

Levosimendan ist mit seinen etwaigen adjuvanten Effekten wegen des immer 6fteren
Einsatzes in der Therapie der Sepsis mit ihren Schocksituationen und ihrer
Einschrankung der Myokardfunktion von Interesse (Behrends, Peters, 2003; Morelli et
al., 2005; Noto et al, 2005). Im in-vitro-Model zeigte sich ein signifikanter
inhibitorischer Effekt von Levosimendan auf die Plattchenaggregation, entweder durch
ADP oder durch Kollagen induziert. Nun besteht in unseren weitergefiihrten
Untersuchungen woméglich auch eine Beziehung zwischen der Levosimendan-
Konzentration und der Schwere der Plattcheninhibition des durch vom a-Toxin
stimulierten PRP. Es konnte deutlich ein dosisabhangiger inhibitorischer Effekt auf die
durch das a-Toxin eingeleitete Aggregation im in-vitro-Model aufgezeigt werden. Im
Vergleich der effektiveren Wirksamkeit des Levosimendan in der kollagen-induzierten
Aggregation zur ADP-induzierten, fand sich eine dazwischen liegende Dosis fiir diesen
Effekt auch gegen die Wirkung von a-Toxin. Die ICsy lag dabei bei 6,12 + 4,12 pg/ml.
Diese relevante und vorteilhafte Zusatzeigenschaft des Levosimendan spricht somit
zugunsten der Einsatzfahigkeit des Medikaments vor allem im septischen Geschehen
mit toxininduzierter Mikroemboliebildung.

Schlie3lich kam als weiteres potentes Medikament das PGI, zum Einsatz, welches als

Produkt der Cyclooxygenase und als eines der in vitro am starksten wirkenden
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Hemmstoffen gilt (Glusa, 2000; Cheng et al., 2002). In der Literatur ist kaum eine
Beschreibung konkreter antiinflammatorischer Effekte von PGI, zu finden. Ermittelt
wurde 2007 durch Zhou et al. eine hemmende Wirkung auf die Produktion multipler
proinflammatorisch wirkender Cytokine und Chemokine in dentritischen Zellen tber
den IP-vermittelten Signalweg (Zhou et al., 2007). Aufgrund der starken inhibitorischen
Wirkung auf die Thrombozytenaggregation von schon 1 ug/ml des PGIl, auf die ADP-
oder kollagenstimulierten Thrombozyten mussten im Weiteren zur grafischen
Darstellung der konzentrationsabhangigen Wirkung und der weiteren Anwendung sehr
niedrige Dosierungen des PGl, gefunden werden. Letztlich wurden auch niedrige, im
Vierer-Potenzbereich liegende Inibitorische Konzentrationen gemessen. Auch beim
Einwirken auf die a-Toxin-stimulierten Thrombozyten konnte eine
konzentrationsabhéngige inhibitorische Wirkung mit einer 1Cs, von 7,86* 10+ 1,69*

10°° pg/ml ermittelt werden.

6.7 Komplikationen und Nachteile in der klinischen
Behandlung

Da gunstige Effekte gegen die Inflammation bzw. gegen die Gerinnungsfunktion der
Thrombozyten aufgezeigt wurden, ist es wichtig, auch die Nebenwirkungen und
Nachteile der Medikamente naher ins Auge zu riicken. Obwohl in der heutigen Medizin
viele Standards zur optimierten Therapie vorliegen, gilt dies sicherlich nicht im gleichen
Malie fir das Krankheitsbild der Sepsis. Vielmehr kommt allein durch die Variabilitat
der Ursachen einer Sepsis ein variabler Verlauf zustande. Zudem scheint die
Steuerbarkeit der jeweiligen Medikamente bei einem Krankheitsbild, dass von jeher
eine hohe \Variabilitdt an Krankheitsverlaufen (inklusive der Lage der
Gerinnungssituation) beinhaltet, relevant. Vor allem hat das Wissen um
plattcheninhibitorische Effekte eine Relevanz angesichts der Tatsache, dass in einigen
Krankheitsbildern eine zusétzliche Gerinnungshemmung, wie zum Beispiel bei einer
Hirnblutung oder anderweitigen lebensgefahlichen Spontaneinblutungen nicht
erwilnscht ist, dies aber andererseits als therapeutischer Vorteil genutzt werden
kénnte. So kann jediglich der experimentell ermittelte Einfluss benannt werden ohne
letztlich therapeutisch wirklich empfehlenswert zu sein. Als Beispielsubstanz muss hier
wohl die Acetylsalicylsaure genannt werden. Acetylsalicylsaure scheint in der Therapie
der Endokarditis angesichts der Plattcheninhibitorischen Wirkung zur Reduktion der
embolischen Komplikationen sinnvoll, zeigt allerdings in der klinischen Studie eher den

Trend zu einem erhdhten Blutungsrisiko (Chan et al., 2003).
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Die Mdoglichkeit einer Koinfektion von zwei Keimen sollte in die Betrachtung v.a. im
Krankheitsbild der Endokarditis mit eingeschlossen werden. Dass es sich dabei auch
um kontrar wirkende Bakterien bzw. kontrar wirkende Bakterientoxine handeln kdnnte,
die sowohl aktivierend als auch inhibierend auf die Thrombozytenfunktion einwirken
kénnen, stellt die mdglichen Pathomechanismen und auch die Mdglichkeit,
therapeutisch einzugreifen, komplexer dar.

Weiterhin besteht neben dem erwdhnten Problem des Nachweises irgendeines
krankheitsverursachenden Bakteriums im septisch kranken Patienten das Problem des
konkreten Nachweises der tatsdchlich vorliegenden Konzentration der Toxine. Eine
Variabilitat der Konzentrationen und das unterschiedlich starke Ansprechen des Toxins
und damit die Schwere des Krankheitsverlaufs eines jeden Menschen muss vermutet
werden.

Interessant ware es, wenn partielle Funktionen des Thrombozyten, die hauptsachlich
die Entzundungsreaktion in der Sepsis und Endokarditis unterhalten, beeinflusst
werden kodnnten. Grundlage dafur ist die Entdeckung der aktiv stattfindenden
Translation und Proteinsynthese im Thrombozyten, die zu Beeinflussen, zur
Modifizierung der Inflammation, wiinschenswert ware. Allerdings steckt das genauere
Verstandnis fur eben diese komplexen Mechanismen noch in seinen Anfangen.
Weitere Studien in der Zukunft, insbesondere molekularbiologische Untersuchungen,
wirden mdglicherweise mehr Informationen bringen.

Klar muss sein, dass eine Monotherapie an Antithrombotika meist unzureichend bleibt.
Erst durch das Verstehen der Signalkaskade, woran auch weiter gearbeitet wird, kann
in einer Kombination von diversen Mechanismen die Thrombozytenaktivierung und -
aggregation mit Thrombenbildung unter Berilicksichtigung der hamorrhagischen

Nebenwirkungen beeinflusst werden.
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Zusammenfassunq 7

Zusammenfassend ergibt sich aus den Ergebnissen eine Reihe mdglicher weiterer
experimenteller Ansatze und Uberlegungen, die (iber eine Herdsanierung durch eine
antibiotische Therapie hinausreichen. Die vorliegende Arbeit untersuchte den Einfluss
bakterieller Toxine auf die Plattchenaggregation. Dabei konnte durch die
Aggregometrie gezeigt werden, dass das a-Toxin bezlglich der Eigenschatft,
Thrombozyten zur Aggregation zu bringen, physiologischen Aggregatoren wie Kollagen
und ADP ahnlich ist. Klinisch ist dieser Aspekt aul3erst relevant, da es durch die
Aggregatbildung im Organismus zur Bildung von Mikroembolien kommen kann, die
sich typischerweise im Falle der Sepsis und Endokarditis auffinden lassen (Nitsche-
Schmitz et al., 2007). In weiteren experimentellen Anséatzen konnte gezeigt werden,
dass der aggregatorische Effekt des a-Toxins (ECso = 3,24 + 0,64 ug/ml) durch
Hinzugabe medikamentbser Substanzen reduziert werden konnte. V.a. zeigten die
beiden verwendeten GP-IIb/llla-Antagonisten Eptifibatid (ICso = 0,36 + 0,11 pg/ml)
und Abciximab (ICsp = 0,91 = 0,19 pg/ml)  konzentrationsabhangig eine
beeindruckende inhibitorische Wirkung auf die a-Toxin-induzierte
Plattchenaggregation. Auch Therapien die zur Kreislaufunterstiitzung eingesetzt
werden kdénnen wie das Medikament Levosimendan (ICsp = 6,12 = 4,12 pg/ml),
kénnen die a-Toxin-induzierte Plattchenaggregation hemmen.

Es scheinen sowohl direkte als auch adjuvante Effekte einiger Medikamente im Falle
einer bakteriell induzierten Plattchenaggregation mit inhibitorischen Eigenschaften
wesentlich zu sein. Bedacht werden muss bei der Entwicklung von Therapieansatzen,
dass es neben der z.T. toxininduzierten Steigerung der Gerinnung inklusive der
Plattchenaktivierung und -aggregation auch wohl durch einige Toxine
plattcheninhibitorische Effekte auftreten kdnnen. Denn die Untersuchungen mit Lektin
(ICs0 = 1,79 £ 0,66 pg/ml), Lysostaphin (ICso = 3,68 £ 1,05 pg/ml) und dem
Exotoxin A (ICso = 39,33 = 6,88 pg/ml) ergaben eine der den physiologischen
Inhibitoren der Thrombozytenaggregation vergleichbare Reaktion.

Auch zukinftig sollte an der Reduzierung der Patientensterblichkeit bei den
Krankheitsbildern der Sepsis und Endokarditis gearbeitet werden, in denen der Aspekt
einer UberschieBenden Entziindungsreaktion eine grof3e Bedeutung hat.

Ziel sollte es weiter bleiben, Therapieanséatze zu erforschen, die auf eine Modulation
der durch bakterielle Toxine induzierten Inflammationsantwort zielen, um letztlich den

Krankeitsverlauf gunstiger werden zu lassen.
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Thesen

Durch das von Staphylococcus aureus stammende a-Toxin

wird die Thrombozytenaggregation induziert.

Lektin 1 (Pseudomonas aeruginosa), Lysostaphin (Staphylococcus
stapholyticus) und Exotoxin A (Pseudomonas aeruginosa) fihren
isoliert auf die Thrombozyten zu keiner aggregatorischen Reaktion.
Lektin 1, Lysostaphin und Exotoxin A fihren zur Inhibition der ADP
induzierten Thrombozytenaggregation.

LPS haben keinen Effekt auf die Plattchenaggregation.

Sowohl die Wirkung von a-Toxin, als auch diese von Lektin 1, Lysostaphin
und Exotoxin A ist konzentrationsabhangig.

Abciximab, Eptifibatid, Levosimendan und lloprost inhibieren
konzentrations-abhangig die ADP- und Kollagen-induzierte
Plattchenaggregation.

Abciximab, Eptifibatid, Levosimendan und lloprost inhibieren

konzentrationsabhangig die a-Toxin-induzierte Plattchenaggregation.
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