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2. Einleitung

Thrombozyten bilden das wesentliche Element der zellularen Hamostase und
interagieren in komplexer Weise mit dem plasmatischen Gerinnungssystem und
dem GefaBendothel. Es sind kernlose Zellen, mit einer Gr6Be von 2-5 um, die
sich wahrend der Thrombopoese vom Megakaryozyten abspalten und in die
Zirkulation freigesetzt werden. Thrombozyten sind in groBer Zahl im Bilut
vorhanden (100 — 300.000/ul), obwohl eine weitaus geringere Zahl fir eine
funktionelle Hamostase ausreichen wirde. Daher erscheint es sinnvoll, dass
Thrombozyten auch andere Funktionen, die Uber die Hamostase hinausgehen,
wahrnehmen kénnen. In jingster Zeit konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten
auch in vielfaltiger Weise an entzindlichen, immunologischen, angiogenetischen
und tumor-assoziierten Prozessen beteiligt sind [34]. Weyrich und Mitarbeiter
zeigten, dass Thrombozyten durch splicing praformierter RNA eine Vielzahl von
Proteinen de novo synthetisieren kénnen und damit ein bedeutend erweitertes
Funktionsspektrum aufweisen [9]. Weiterhin zeigen jingste Erkenntnisse, dass
Megakaryozyten durch selektive Zuordnung genetischer Information in neu
produzierte Thrombozyten diese kurzfristig mit bedarfsgerechter genetischer
Information ausstatten kénnen [5]. Durch Speicherung und Freisetzung einer
Vielzahl von Chemokinen (z.B. SDF-1, RANTES) [36] wirken Thrombozyten
zusatzlich an der Regulation von inflammatorischen Prozessen mit und
kommunizieren so mit anderen hamatopoetischen Zellen. Thrombozyten-
Leukozytenkoaggregate  wurden dementsprechend bei einer Vielzahl
inflammatorischer Prozesse nachgewiesen [11, 56]. Thrombozyten tragen so
unter anderem zur Progression entzindlicher Erkrankungen wie der Multiple

Sklerose durch Rekrutierung und Extravasation inflammatorischer Zellen bei [27].
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Desweiteren wurde gezeigt, dass Thrombozyten angiogenetische Faktoren
exprimieren kénnen [39] und am Prozess der Tumorextravasation und
Tumorprogression beteiligt sind [30]. Zunehmend geraten Thrombozyten auch
durch ihre Funktion als Zelle der angeborenen Immunitat in den Blickpunkt
immunologischer und infektiologischer Uberlegungen [10]. Thrombozyten wirken
durch Freisetzung antibakterieller Proteine (z.B. thrombin-induced platelet
microbicidal peptides (tPMPs), Defensine) [46] und ihre Fahigkeit zur
Thrombusbildung direkt an der Abwehr von Infektionen mit und interagieren wie
kirzlich gezeigt mit Immunzellen wie z.B. dendritischen Zellen [6]. Beta-Defensine
wurden jingst als neue Klasse antibakterieller Peptide im Thrombozyten
identifiziert [17, 49]. Aufgrund ihrer einzigartigen Hamostasefunktion stellen
Thrombozyten ein ideales Bindeglied zwischen Hamostase und Infektabwehr dar.
Dabei kénnen neben den erwilnschten anti-infektibsen Prozessen auch
prothrombotische Ereignisse auftreten und gerinnungsaktivierende Mikropartikel
freigesetzt werden [41].

Die Inhibition der thrombozytaren Hamostasefunktion mit
Thrombozytenaggregationshemmern stellt heutzutage die wesentliche Saule der
medikamentésen Therapie im Rahmen akuter vaskularer Ereignisse wie dem
Myokardinfarkt und Schlaganfall dar. Daher erscheint ein fundiertes Verstandnis
der komplexen systemischen Funktionen des Thrombozyten und eine prazise
Kenntnis des Zusammenspiels mit Immunsystem und Gerinnungssystem sowie
zellularer Regulationsvorgange des Thrombozyten von groBer Wichtigkeit. Das
Spektrum der thrombozytdren Funktionen und F&higkeiten geht weit Uber
vereinfachte Vorstellungen des Thrombozyten als kernlose Zelle hinaus. Die

systemischen Funktionen des Thrombozyten sind aber bei Weitem nicht
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erschdpfend untersucht und bieten eine Fllle von Ansatzmdglichkeiten zur

Untersuchung neuer Eigenschaften und Fahigkeiten.

Ziel dieser Habilitationsschrift ist es, einen Beitrag zu einem verbesserten

Verstandnis bestehender und neuer zellbiologischer Funktionen des

Thrombozyten im komplexen System vaskularer Inflammation und Infektion zu

leisten und zugrundeliegende Regulationsmechanismen zur entschlisseln.

Folgende Funktionen des Thrombozyten wurden im Rahmen der Arbeit

untersucht und charakterisiert.

- Charakterisierung der Fahigkeit des Thrombozyten zur Migration und die
Identifizierung neuer chemotaktischer (SDF-1) und mechanotaktischer Stimuli,
sowie die Entschlisselung der zugrundeliegenden Signalwege

- Charakterisierung der Rolle des Thrombozyten im Rahmen der angeborenen
Immunitat und die ldentifizierung neuer antibakterieller Eigenschaften des
Thrombozyten (Defensine) zur Abwehr systemischer Infektionen

- Charakterisierung von molekularen Mechanismen des programmierten
Zelltodes (Apoptose) des Thrombozyten und die diagnostische und
prognostische Untersuchung von Apoptosemerkmalen in der Sepsis-

induzierten Thrombozytopenie



3. Charakterisierung der Fahigkeit des Thrombozyten zur gerichteten

Migration und die Identifizierung zugrundeliegender Signalwege

3.1 Identifizierung einer SDF-1 vermittelten Signalkaskade, die die
Migrationsfahigkeit des Thrombozyten steuert.

Seit langerem ist bekannt, dass Thrombozyten grundsatzlich in der Lage sind zu
migrieren [8, 52], wobei die zugrundeliegenden Mechanismen hierzu aber
weitgehend unverstanden blieben. In Migrationsassay wurde vor einigen Jahren
gezeigt, dass Thrombozyten zur ungerichteten Migration befahigt sind und dass
fMLP  (formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin) chemotaktische Wirkung auf
Thrombozyten auslbt, ohne dass die Regulationsvorgange dieses Phanomens
bekannt waren. In den vorgelegten Arbeiten konnten wir erstmals zeigen, dass
Thrombozyten gezielt entlang eines SDF-1- Gradienten (Stromal cell-derived
factor 1) migrieren kénnen und dass es sich hierbei um einen CXCR4-receptor,
PI3-kinase und G-Protein vermittelten Signalweg handelt [16]. Durch spezifische
Inhibition der genannten Signalstellen konnte die SDF-1-vermittelte Migration
wirkungsvoll gehemmt werden (Abb. 1). Weiterhin konnten wir nachweisen, dass
es unter dem Einfluss von SDF-1 zu einer Aktivierung (Phosphorylierung)
wichtiger Zytoskelettregulatoren wie WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein)
kommt, die an der Steuerung der Migration mitwirken. Die Wirkung von SDF-1 auf
die Migrationsfahigkeit wurde zuvor eindrucksvoll fir Megakaryozyten [14] und
andere Stammzellen gezeigt und gilt als wesentliches Chemokin fiir die Homing-
funktion von Stammzellen [51]. SDF-1 kommt nicht nur als externer Ligand vor,
sondern wird zusatzlich in thrombozytdren Vesikeln gespeichert, die durch

Aktivierung freigesetzt werden kénnen [33]. Dadurch kénnen Thrombozyten diese
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chemotaktisch wirksamen Mediatoren auch selbst freisetzen. Interessanterweise
finden sind hohe Konzentrationen von SDF-1 in atherosklerotischen
Plaguelasionen [1], was chemotaktische Wirkung auf SDF-1-sensible Zellen wie
Thrombozyten und Leukozyten ausiben kénnte. Thrombozyten kdénnten auf
diese Weise in entzindlich verédnderte GefaBabschnitte mit hoher SDF-1-
Konzentration einwandern und subendotheliale Infiltrate ausbilden. Im Rahmen
dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass Thrombozyten in der Lage sind, in vitro
und in vivo aktiviertes Endothel zu Uberwinden und subendothelial zu
akkumulieren. Durch Aktivierung des Endothels mit IL-18 konnte die
Transmigration von Thrombozyten durch die Endothelschicht zusatzlich gesteigert
werden. Die Extravasation von Thrombozyten wurde auch flir andere
inflammatorische Erkrankung wie z.B. die Multiple Sklerose und allergische
Reaktionen nachgewiesen [27]. Auf diese Weise kdnnten migratorisch aktive
Thrombozyten durch die gezeigten Mechanismen an der Progression von
GefaBlasionen, aber moglichweise auch an Reendothelialisierungsvorgéangen
mitwirken. So wurde gezeigt, dass Thrombozyten neben pro-inflammatorischen
Zellen auch Stammzellen rekrutieren, die sich im Kontakt mit Thrombozyten in

Endothelzellen differenzieren und zur Reendothelialisierung fihren kénnen [48].



250 =
4 * p<0.05 vs control
-
g 0 I
g .
E 9 1
s
ﬁ. 150 = o
£ 1 +* '[
E o o
g ] T. ok 1
100 ~ * 1 l
o i
Upper — -  AMD PTX LY Wort DMSO SDF-1
Lower - SDF-1 ;

E '.

-‘ %

Abbildung 1: Durch Zugabe von SDF-1 konnte eine signifikante Zunahme der

Transmigration von Thrombozyten im Transmigrationsexperiment induzierten werden.
Durch Inhibition des CXCR4-rezeptors (AMD3100), G-Proteinen (PTX, Pertussis-Toxin)
und der Pl-Kinase (LY294002, Wortmannin) oder durch Aufhebung des SDF-1
Gradienten (SDF1-SDF1) konnte die Migration wirkungsvoll gehemmt werden (a) (*
p<0,05). Im Bild gezeigt ist die Anzahl transmigrierter Thrombozyten an der Unterseite
der Transmigrationsmembran (b) [aus 16]

3.2. Fluss-induzierte Thrombozytenmigration

Neben der chemotaktischen Induktion und Regulation der Migration kénnen auch
flussbedingte Scherkrafte die gerichtete Migration von Zellen induzieren [24, 29].
Insbesondere fir Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass sich diese in

Richtung der Scherkrafte polarisieren und so dynamisch entsprechend der
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Flussbedingungen ausrichten [2]. Diese Fahigkeit ist flir Prozesse der
Reendothelialisierung und zur Anpassung auf dynamische Prozesse in der
Zirkulation von groBer Wichtigkeit. Die Ubertragung der mechanotaktischen
Signale der Scherkrafte auf die Zellfunktion ist aber noch unvollstédndig
verstanden. In unserem Projekt konnten wir zeigen, dass Thrombozyten unter
Flussbedingungen gerichtet entlang der Flussrichtung migrieren. Thrombozyten
heften sich dabei zun&chst passiv oder unter Chemokineinfluss (z.B. SDF-1) an
extrazellulare Matrix und kénnen sich dann koordiniert entlang der Flussrichtung
fortbewegen [19]. Dabei nahm die Anzahl der migrierenden Thrombozyten mit
zunehmenden Flussraten zu. Im Flusskammerexperiment konnten wir zeigen,
dass Thrombozyten vermehrt in Bereichen mit hoher SDF-1 Konzentration
adharieren, wie sie im Plaguegewebe und in Arealen hoher entziindlicher Aktivitat
vorkommen [1]. Unter dem Einfluss von SDF-1 beobachteten wir im
Thrombozyten eine lokale Ansammlung des Arp2/3-Komplexes, der die
Regulation des Zytoskeletts steuert. Unter Flussbedingungen erfolgte eine
Polarisierung und Translokation der Focal-adhesion kinase (FAK) und eine
Aktivierung des Wiskott-Aldrich Syndrome Proteins (WASP), die ebenfalls die
dynamische Anpassung des Zytoskeletts regulieren (Abb. 2). Diese molekularen
Merkmale wurden auch in anderen Zellen unter Flussbedingungen beobachtet
[29, 37]. Durch diese Mechanismen kénnten sich Thrombozyten unter
Flussbedingungen entsprechend des Flussprofils dynamisch ausrichten oder eine
Strecke intravasal durch Migration Uberbrlicken. Diese Fahigkeiten kdnnten im
Hinblick auf die zentrale Hamostasefunktion des Thrombozyten zum priméaren
Verschluss von GefaBlasionen und die dynamischen Eigenschaften von

Thromben (clot retraction) von Interesse sein.
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Abbildung 2: Unter dem Einfluss mechanischer Scherkrafte (High shear flow) kommt es
zu einer Aktivierung (Phosphorylierung) des Zytoskelettregulators WASP (oben) und zur
Polarisierung und Translokation der Fokal-adhesion Kinase (FAK) (Pfeile) im

Thrombozyten [aus 19]

3.3. lonenkanal-vermittelte Regulation der Thrombozytenmigration

Ein prazise koordinierter lonenfluss durch lonenkandle ermdglicht die flr die
Migration erforderlichen Veranderungen des Zytoskeletts [45]. In eigenen
Arbeiten konnte nachgewiesen werden, dass die Migrationsfahigkeit des

Thrombozyten und die Aktivierung des Zytoskeletts von einer Regulation durch
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lonenkanale abhangt [44]. Dabei scheinen Calciumkanéale und Kaliumkanéle eine
wesentliche Rolle zu spielen. Fir die Vermittlung der Calciumregulation im
Thrombozyten wurde der SOCE-Kanal Orai identifiziert, der in direktem
Zusammenhang mit der Serum- und Glukokortikoid induzierbaren Kinase 1 (sgk1)
steht [3]. In anderen Zellen wirkt die sgk1 direkt an der lonenkanalregulation von
Natrium- und Calciumkanalen mit [26, 35, 38]. Die sgki, die vermutlich durch
Translokation von lonenkandlen an der Steuerung der lonenkanalaktivierung
beteiligt ist, wurde in unserer Arbeit als zentrale Schaltstelle fir die Regulation der
Thrombozytenmigration identifiziert [43]. Thrombozyten, die aus Mausen mit
genetischem knock-out flr die sgkl isoliert wurden, zeigten eine signifikant
reduzierte Migrationsfahigkeit in Richtung eines SDF-1-Gradienten in vitro.
Ebenso fielen Thrombozyten mit defizienter sgk1 durch eine deutlich reduzierte
Phosphorylierung von WASP nach Aktivierung mit SDF-1 und eine vermehrte
Phosphorylierung von Vinculin auf. Beides deutet auf eine eingeschrankte
Zytoskelettaktivierung und damit reduzierte Migrationsféhigkeit hin. FOr andere
Zellen wurde gezeigt, dass eine verminderte Phosphorylierung von Vinculin zu
einer Zunahme der Migrationsfahigkeit fuhrt [23]. Im Mausmodell konnten wir
demonstrieren, dass Thrombozyten aus Mausen mit genetischen knock-down der
sgk1 eine reduzierte Transmigrationsfahigkeit durch das Endothel aufwiesen [43]
(Abb. 3). Hierzu wurde durch eine vorlbergehende GefaBischamie eine
inflammatorische Reaktion erzeugt und anschlieBend die Infiltration von sgk**
und sgk’-Thrombozyten in die GefaBwand quantitativ ausgewertet. Damit konnte
neben den gezeigten Signalwegen die sgk1 als eine weitere wichtige Signalstelle

fur die Regulation der Thrombozytenbeweglichkeit charakterisiert werden.
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Abbildung 3: Thrombozyten mit genetischem knock-out der sgk1 (sgk1”) zeigen eine
signifikant reduzierte Transmigration in post-ischdmisch veranderte GeféBabschnitte in
vivo (C) (* p<0,05). Die Thrombozyteninfiltrate wurden nach Entnahme der GeféaBe mit
einem Thrombozyten-spezifischen Antikérper (anti-GPlb) mittels Immunhistochemie
sichtbar gemacht (A). (B) AusschnittsvergréBerung der Thrombozyteninfiltrate in der

GefaBwand [aus 43]

4. Charakterisierung der Rolle des Thrombozyten hinsichtlich Funktionen
der angeborenen Immunitat zur Abwehr bakterieller Infektionen
Thrombozyten hemmen das Wachstum von Bakterien durch Freisetzung von

Beta-defensin 1 und induzieren die Freisetzung von NETs aus Neutrophilen.

Thrombozyten Uben neben ihrer primaren hdmostatischen Funktion auf vielfaltige
Weise Funktionen im System der angeborenen Immunitat aus. Thrombozyten

exprimieren eine Reihe von Proteinen mit antibakterieller Wirkung wie z.B. tPMPs
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(Thrombin-induced platelet microbicidal proteins) und wirken so an der Abwehr
bakterieller Infektionen mit [21, 46, 55]. Klrzlich wurde auch die Fahigkeit des
Thrombozyten zur Antigenprasentation erstmalig beschrieben [6]. Durch
Koinkubation von S. aureus mit humanen Thrombozyten konnte das Wachstum
von S. aureus signifikant gehemmt werden (Abb. 4). Diese und weitere
Beobachtungen unterstitzen die Vorstellung einer aktiven Rolle des
Thrombozyten im System der angeborenen Immunitéat [46]. Beta-defensin-1, ein
Protein mit antibakterieller Wirkung, das typischerweise in Zellen mit
Schutzfunktion fir Kérperoberflachen exprimiert wird, konnte im Rahmen unserer
Arbeit erstmals auch im Thrombozyten nachgewiesen werden [17]. Defensine
hemmen das Wachstum von Bakterien durch Integration und Porenbildung in die
bakterielle Zellwand, was zur Zerstérung der Bakterien flhrt. Darlberhinaus
vermitteln Defensine, wie auch andere antibakterielle Peptide, Gber verschiedene
Rezeptorinteraktionen immunmodulierende Signale. Defensine werden in
mehrere Untergruppen unterteilt, wobei a-Defensine typischerweise von
Neutrophilen Granulozyten freigesetzt werden und B-Defensine von epithelialen
Zellen exprimiert werden. Defensine zeichnen sich durch eine sehr effektive
bakterizide Wirkung auf gram-positive und gram-negative Erreger aus, was
Defensine in den Fokus auch klinischer Forschung zur Entwicklung neuer
Antibiotika geriickt hat [40]. Beta-defensin 1, das aus Thrombozyten isoliert
wurde, flhrte in unserer Arbeit zu einer wirkungsvollen Reduktion des Wachstums
von Staphylococcus aureus (p<0,05), einem haufigen und geféahrlichen Erreger

der Endokarditis und grampositiven Sepsis.

14
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Abbildung 4: Thrombozyten hemmen das Wachstum von S. aureus-Bakterien, die aus
Patienten mit bakterieller Sepsis isoliert wurden signifikant (Elekironenmikroskopie) [aus

17 ].

Wir konnten zeigen, dass humanes 3-Defensin 1 (hBD1) aus Thrombozyten auch
hochwirkungsvoll das Wachstum multiresistenter S. aureus-Stamme (MRSA)
verhinderte, was das bakterizide Spektrum und Potential von Defensinen
unterstreicht. Beta-Defensin 1 wird dabei nicht durch klassische
Thrombozytenaktivatoren (TRAP, PAF) freigesetzt, was vermutlich als
Sicherungsfunktion gegen akzidentielle Freisetzung der hochpotenten Defensine
zu deuten ist. Bakterielle Exotoxine wie a-Toxin, das als Pathogenitatsfaktor von
S. aureus sezerniert wird, fihren hingegen zur Freisetzung von B-Defensin 1. Als
zusatzliche Funktion von B-Defensin 1 konnten wir erstmals nachweisen, dass
aus Thrombozyten isoliertes B-Defensin 1 die Freisetzung anti-bakterieller DNA-
Strukturen (Neutrophil extracellular traps, NETs) aus neutrophilen Granulozyten

induziert [17]. Vorarbeiten hatten nachgewiesen, dass a-Defensine zur
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Steigerung der bakteriziden Wirkung in NETs inkorporiert werden [42]. Weitere
Arbeiten zeigten, dass Thrombozyten die Freisetzung von NETs induzieren
kénnen, ohne dass jedoch der genaue Mechanismus nachgewiesen werden
konnte [7]. Durch Neutralisierung des freigesetzten Beta-defensin 1 aus
Thrombozyten, konnte in unserer Arbeit die Bildung von NETs in Neutrophilen
Granulozyten nahezu vollstandig unterdriickt werden (Abb. 5). Interessanterweise
konnte die Freisetzung von NETs nicht durch andere B-Defensine wie z.B. B-
Defensin 2 oder 3 induziert werden. Neben einer antibakteriellen Funktion von
NETs wurden diese auch vermehrt in inflammatorischen Erkrankungen wie dem
systemischen Lupus erythematodes [25], der Praeklampsie [13] und akuter
Lungenschadigung beobachtet [4], was sowohl Folge als auch Ursache der
Erkrankungen sein kénnte. Bislang bleibt ungeklart, ob die Freisetzung von NETs
durch Defensine Uber einen Rezeptor-vermittelten Prozess erfolgt und welche
Rezeptoren hierbei involviert sind. Der Nachweis von B-Defensin 1 im
Thrombozyten kénnte neue Hinweise flur die Rolle des Thrombozyten in der
Abwehr von Infektionen und auf mdégliche weitere Mechanismen zur Interaktion

mit klassischen Immunzellen ergeben.

Control Rec BD1 + 1gG Rec BD1 + Inhib Ak
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Abbildung 5: Beta-defensin 1 (BD1) induziert die Freisetzung von NETs aus
Neutrophilen Granulozyten (Mitte), was durch neutralisierende Antikdrper gegen BD1

(Inhib Ak) rickgéangig gemacht werden kann [aus 17]

5. Charakterisierung molekularer Mechanismen des programmierten

Zelltodes (Apoptose) im Thrombozyten

5.1. ldentifizierung molekularer Signalwege der Thrombozytenapoptose im
Rahmen systemischer bakterieller Infektionen

Die Thrombozytopenie stellt ein zentrales Merkmal systemischer Infektionen wie
der Sepsis dar und deren Ausmal3 korreliert eng mit der Schwere und dem
klinischen Verlauf der Sepsis. Die molekularen Vorgange, die zur
Thrombozytopenie flhren, sind jedoch nur unzureichend verstanden. In jingster
Zeit konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten trotz des fehlenden Zellkerns
einen programmierten Zelltod (Apoptose) durchlaufen [32]. Dabei wird die
Apoptose durch einen intrinsischen Apoptoseweg unter Einbeziehung der
Mitochondrien und des anti-apoptotischen Proteins Bcl-xL gesteuert [15]. Flr eine
Reihe von pharmakologischen Apoptoseinduktoren wurde gezeigt, dass sie
Merkmale der Thrombozytenapoptose induzieren kdnnen [28, 57]. Auch
rekombinante bakterielle  Pathogenitatsfaktoren induzieren  apoptotische
Veranderungen im Thrombozyten [50]. In der vorgelegten Arbeit konnten wir
zeigen, dass lebende E. coli-Bakterien in der Lage sind, durch Freisetzung von
Exotoxinen wie a-Hamolysin (HlyA) einen Calpain-vermittelten Signalweg zu
aktivieren und so den Abbau von Bcl-xL und den Zelltod im Thrombozyten zu

induzieren [18]. Ein beschleunigter Abbau des anti-apoptotischen Proteins Bcl-xL
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oder dessen Inhibition fiihrt zu einem Ubergewicht der proapoptotischen Faktoren
wie z.B. Bax und Bak und leitet die Apoptose ein. Wir konnten weiterhin zeigen,
dass die Koinkubation von Thrombozyten mit E. coli zu einer Depolarisation des
mitochondrialen Membranpotentials und zur Kondensierung des Aktinzytoskeletts

als zentrales Merkmal der Apoptose des Thrombozyten flihrt (Abb. 6).
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Abbildung 6: Die Koinkubation von Thrombozyten (Plts), die aus Blutproben von

Patienten mit bakterieller Sepsis isoliert wurden, mit E. coli-Bakterien (E, EC) induziert

typische Merkmale apoptotischer Zellen bei den Thrombozyten wie z.B. Kondensierung

des Aktinzytoskeletts und Zellschrumpfung (Pfeile, oben) sowie die Depolarisation des

mitochondrialen Membranpotentials (unten) [aus 18]
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Damit konnte ein direkter Einfluss von bakteriellen Sepsiserregern auf die Vitalitat
des Thrombozyten und ein mdglicher Apoptosemechanismus flr die Entstehung
schwerer septischer Thrombozytopenien aufgezeigt werden. Durch genetische
Inaktivierung von HIyA in E. coli oder Expression eines funktionslosen HIyA in E.
coli konnte der pro-apoptotische Effekt rlckgangig gemacht werden. HIyA
entfaltet seine pathogene Wirkung durch Porenbildung und Freisetzung von
intrazellularem Calcium, sodass wir mittels spezifischer Inhibitoren typischer
Calcium-abhangiger Proteasen den proteolytischen Abbauweg untersucht haben.
Hier zeigte sich, dass durch Inhibition von Calpain der HlyA-induzierte Abbau von
Bcl-xL vollstandig riickgangig gemacht werden konnte (Abb. 7). Calpain ist eine
Calcium-abhangige Cysteinprotease, die an einer Vielzahl proteolytischer
Prozesse und Regulationsvorgdange im Thrombozyten beteiligt ist [22]. Eine
Inhibition des ebenfalls bedeutsamen Proteasomkomplexes hatte im Gegenzug
keinen Effekt auf den Abbau von Bcl-xL. Wir konnten weiterhin zeigen, dass die
proteolytische Wirkung durch Calciumfreisetzung (A23187) induziert und durch
Zugabe von Calciumchelatoren wie EGTA rlckgangig gemacht werden konnte,
was den identifizierten Signalweg unterstitzt (Abb. 7). Mehrere Arbeiten zeigten,
dass der Mechanismus der Proteolyse als solcher fur die Steuerung einer Vielzahl
intrazellularer Funktionen des Thrombozyten bedeutsam zu sein scheint [20].
Genauere Untersuchungen proteolytischer Systeme des Thrombozyten kénnten
so auch auf andere systemisch wirksame Erkrankung wie die Atherosklerose und
assoziierte Akutereignisse wie den Myokardinfarkt ausgeweitet werden. Der hier
gezeigte Mechanismus kénnte eine Erklarung darstellen, wie sich das infektidse
Milieu der Sepsis auf die Vitalitat von Blutzellen auswirkt und zu einem besseren

Versténdnis der komplexen Mechanismen der bakteriellen Sepsis beitragen. Die
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gewonnenen Erkenntnisse bilden die Grundlage dafir, Marker der
Thrombozytenapoptose auch bei Patienten mit Sepsis auf ihre Korrelation mit der
Schwere der klinischen Erkrankung und auf ihren prognostischen Nutzen

untersuchen zu kénnen.
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Abbildung 7: Nach Inkubation von Thrombozyten mit HlyA-exprimierenden E. coli-
Bakterien (UTI89) kommt es zu einer raschen Degradation des anti-apoptotischen
Proteins Bcl-xL und zur Apoptose (C, D). Durch Inhibition der Cysteinprotease Calpain
(Calpeptin, E64d, MDL28170, MG132) konnte der Abbau von Bcl-xL wirkungsvoll
gehemmt werden (C, D, F). Eine Inhibition des Proteasoms (Lactacystin, Epoxomicin)
zeigte keinen inhibitorischen Effekt auf den Abbau von Bcl-xL. Die Degradation von Bcl-
xL konnte auch nach Apoptoseinduktion mit dem Calciumionophor A23187 beobachtet
werden, die ebenfalls Uber einen Calpain-vermittelten Prozess ablauft (A, B). Die
Degradation erwies sich desweiteren als Calcium-abhangiger Prozess, der durch

Calciumkomplexierung (BAPTA) gehemmt werden konnte (*p<0,05). [aus 18]
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5.2. Korrelation von Markern der Thrombozytenapoptose in Patienten mit
bakterieller Sepsis hinsichtlich der Korrelation mit der Schwere der
Infektion und des klinischen Outcome

Die Thrombozytopenie ist ein haufiges Merkmal der bakteriellen Sepsis und die
Schwere und Prognose der Erkrankung ist eng mit dem AusmafB der
Thrombozytopenie assoziiert [53]. Die Thrombozytopenie ist jedoch in den
meisten klinischen Scores zur Abschatzung der klinischen Prognose von
Patienten mit bakterieller Sepsis nicht berlicksichtigt und molekulare Marker der
Thrombozytenfunktion sind kaum untersucht. Vorarbeiten konnten zeigen, dass
Merkmale der Thrombozytenapoptose bei Patienten mit bakterieller Sepsis
nachzuweisen sind [31, 54]. Untersuchungen der mitochondrialen Integritat
zeigen, dass die mitochondriale Atmungskette des Thrombozyten im Rahmen
schwerer septischer Infektion kompromittiert ist und dies mit der Schwere der
septischen Infektion korreliert [47]. Basierend auf eigenen Vorarbeiten, die
zeigten, dass lebende Bakterien den programmierten Zelltodmechanismus des
Thrombozyten aktivieren kénnen [18], wurden Merkmale der
Thrombozytenapoptose wie z.B. das mitochondriale Membranpotential und das
anti-apoptotische Protein Bcl-xL in Patienten mit bakterieller Sepsis quantifiziert
und mit Kontrollpatienten verglichen [12]. Die mitochondriale Depolarisation
wurde mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes JC-1 in der Durchflusszytometrie
gemessen, woraus ein Mmp-Index berechnet wurde. Ein niedrigerer Mmp-Index
zeigt dabei eine  vermehrte  Depolarisation des  mitochondrialen
Membranpotentials an. 26 Patienten mit bakterieller Sepsis wurden untersucht,
wobei 17 Patienten als schwere Sepsis/septischer Schock (SOFA-Score > 2) und

9 Patienten als Sepsis ohne Organversagen klassifiziert wurden. Als
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Kontrollpatienten dienten Patienten, die aufgrund anderer internistischer
Erkrankungen notfallmaBig aufgenommen wurden, aber keine Infektion hatten.
Bei Aufnahme wurde das mitochondriale Membranpotential bzw. der Mmp-Index
in der Durchflusszytometrie gemessen und Bcl-xL mittels Western-Blot
quantifiziert. Es zeigte sich, dass das MaB der mitochondrialen
Membrandepolarisation und entsprechend die mitochondriale Schadigung sehr
gut mit der Schwere der septischen Erkrankung auf der Basis der APACHE II-,
SOFA- und SAPS-Scores korrelierte (r=0,867, r=0,856, r=0,839, p < 0,0001).
Patienten mit schwerer Sepsis wiesen eine signifikant starkere mitochondriale
Membrandepolarisation als Patienten mit Sepsis ohne Organversagen (0,18 [0,12
— 0,25] versus 0,79 [0,49 — 0,85], p < 0,0001) (Abb. 8) auf. Patienten mit Sepsis

(ohne Organversagen) unterschieden sich dabei nicht von den Kontrollpatienten.
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Abbildung 8: Thrombozyten aus Patienten mit schwerer Sepsis zeigen eine signifikant
starkere mitochondriale Membrandepolarisation bzw. einen niedrigeren Mmp-Index als

Patientin mit Sepsis ohne Organversagen (* p<0,05). Zwischen Patienten mit Sepsis
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(ohne Organversagen) und Kontrollpatienten bestand kein signifikanter Unterschied. [aus

12]

Zur Bewertung der Korrelation der thrombozytaren Apoptosemarker mit dem
klinischen Outcome der Patienten mit schwerer Sepsis wurden dann die Werte
der Uberlebenden der Sepsis mit denen der Verstorbenen verglichen. Hier zeigte
sich bei Klinikaufnahme eine vergleichbar starke Membrandepolarisation, jedoch
kam es zu einer vollstdndigen Erholung des mitochondrialen Membranpotentials
bei der Gruppe der Uberlebenden, wahrend die Werte bei der Gruppe der
Verstorbenen bestandig niedrig blieben (0,9 [0,713 — 1,017] versus 0,269 [0,230 —
0,305]) (Abb. 9). Es lasst sich hieraus schlussfolgern, dass die mitochondriale
Membrandepolarisation im Thrombozyten ein effektiver Marker fiir die Schwere
der septischen Erkrankung und die septische Aktivitat sein kénnte. Das anti-
apoptotische Protein Bcl-xL war tendenziell ebenfalls in der Gruppe der Patienten
mit schwerer Sepsis im Vergleich zu Patienten mit Sepsis ohne Organversagen
reduziert. Zusammenfassend kdénnten molekulare Marker der
Thrombozytenapoptose eine wertvolle diagnostische Erganzung zur Bewertung
der Schwere und des klinischen Verlaufs von Patienten mit bakterieller Sepsis
darstellen und mdglicherweise zukinftig Einzug in die Bewertung Kklinischer

Risikoscores finden.
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Abbildung 8: Darstellung der mitochondrialen Membrandepolarisation (Mmp-Index) bei
Patienten mit schwerer bakterieller Sepsis. Bei Klinikaufnahme zeigte sich eine
vergleichbar starke Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials zwischen der
Gruppe der Uberlebenden und der Verstorbenen. Jedoch kam es in der Gruppe der
Uberlebenden zu einer nahezu vollstindigen Erholung des Membranpotentials auf das
Niveau der Kontrollgruppe, wohingegen die Membrandepolarisation in der Gruppe der
Verstorbenen fortbestand (A) (* p<0,05). Einzeldarstellung der Patienten beider Gruppen

bei Aufnahme (Admission) und im Verlauf (Follow-up) (B). [aus 12]
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6. Zusammenfassung:

Thrombozyten stellen das wesentliche Element der zellularen Hamostase dar und
interagieren in komplexer Weise mit dem Endothel und dem plasmatischen
Gerinnungssystem. Thrombozyten wirken durch Interaktion mit einer Vielzahl von
hamatopoetischen Zellen und durch die Freisetzung zahlreicher Chemokine an
komplexen vaskularen Prozessen mit. So konnte gezeigt werden, dass
Thrombozyten an der Angiogenese, der Abwehr von bakteriellen Infektionen, der
Antigenprasentation, der Rekrutierung von pro- und anti-inflammatorischer Zellen
und an tumor-assoziierten Prozessen beteiligt sind. Dadurch hat sich die Sicht auf
den Thrombozyten als reine Zelle der Hdmostase deutlich gewandelt, wobei die
komplexen Interaktionen und Funktionen des Thrombozyten im Rahmen
vaskularer Inflammation bei weitem noch nicht vollstandig verstanden sind. Eine
fundierte Kenntnis der ,nicht-klassischen® Thrombozytenfunktionen erscheint
daher auch mit Blick auf den haufigen Einsatz von
Thrombozytenaggregationshemmern von gro3er Wichtigkeit.

Im Rahmen der vorgelegten Habilitationsschrift konnten neue Funktionen des
Thrombozyten im Rahmen inflammatorischer und infektiéser Prozesse identifiziert
werden. Unter Einbeziehung von in vivo- und in vitro-Methoden konnten wir
nachweisen, dass Thrombozyten in der Lage sind, entlang eines
Chemokingradienten oder durch Flussinduktion zu migrieren und Endothel zu
durchwandern. SDF-1 wurde als neuer chemotaktischer Faktor zur gerichteten
Migration von Thrombozyten identifiziert, dessen Wirkung durch einen CXCR4-
Rezeptor-, G-Protein- und PI3-Kinase-abhangigen Signalweg vermittelt wird. Wir
konnten ferner zeigen, dass Thrombozyten unter simulierten Flussbedingungen

gerichtet migrieren und es dabei zu einer charakteristischen Aktivierung und
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Polarisierung von Zytoskelettregulatoren wie WASP und FAK kommt. Im Rahmen
der Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die Migrationsfahigkeit von
Thrombozyten wesentlich von der Steuerung durch lonenkanédle abhangt, und
dass die Serum- und Glukokortikoid-induzierbare Kinase 1 (sgk1) hierbei eine
wesentliche Rolle spielt. Thrombozyten von Mausen mit genetischem knock-out
der sgk1 zeigten eine deutlich reduzierte Transmigration in die GefaBwand post-
ischamisch veranderter GefaB3e.

BezUlglich der Funktion des Thrombozyten bei der Abwehr bakterieller Infektionen
konnten wir erstmals zeigen, dass Thrombozyten das antibakterielle Protein (-
Defensin 1 exprimieren und dass B-Defensin 1 aus Thrombozyten zu einer
wirkungsvollen Hemmung des Wachstums bakterieller Sepsiserreger (S. aureus)
und zur Freisetzung von Neutrophil extracellular traps (NETs) aus Leukozyten
fuhrt. Damit konnte ein weiterer Mechanismus identifiziert werden, durch den
Thrombozyten unmittelbar an der bakteriellen Abwehr mitwirken und durch den
die bislang ungeklarte Freisetzung von NETs aus Leukozyten erklart werden
kénnte.

Die Thrombozytopenie stellt ein wesentliches Merkmal bakterieller Infektionen
und der Sepsis dar, wobei die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen
nahezu unverstanden sind. Im Rahmen der Arbeit gelang es einen Mechanismus
aufzeigen, mit dem lebende Bakterien von Patienten mit bakterieller Sepsis den
intrinsischen Apoptoseweg des Thrombozyten aktivieren und zum Zelltod fihren.
Obwohl Thrombozyten keinen Zellkern besitzen, beweisen Vorarbeiten, dass die
Lebenserwartung von Thrombozyten, wie auch in kernhaltigen Zellen, durch das
Verhéltnis pro- und antiapoptotischer Proteine bestimmt wird und das anti-

apoptotische Protein Bcl-xL hierbei einen zentralen Stellenwert einnimmt. Wir
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konnten zeigen, dass Sepsiserreger wie E. coli und S. aureus durch die
Freisetzung von Exotoxinen einen Calpain-vermittelten proteolytischen Signalweg
aktivieren, der in Folge zum beschleunigten Abbau von Bcl-xL und dem
thrombozytaren Zelltod fuhrt. Auf diese Weise konnte ein unmittelbarer Hinweis
erbracht werden, dass Bakterien im Rahmen septischer Prozesse direkt Gber
einen regulierten Prozess auf das Uberleben des Thrombozyten einwirken
kénnten. Zwischen dem Auftreten einer Thrombozytopenie und der Mortalitat
systemischer bakterieller Infektionen besteht ein enger Zusammenhang ohne
dass hierfir molekulare Erklarungen vorliegen. In einer klinischen Untersuchung
von Markern der Thrombozytenapoptose in 27 Patienten mit bakterieller Sepsis
konnten wir beobachten, dass die Schwere der septischen Erkrankung und das
klinische Outcome eng mit der Schadigung der mitochondrialen Funktion des
Thrombozyten korrelieren. So normalisierten sich die mitochondrialen
Membranpotentialwerte der Thrombozyten in der Gruppe der Uberlebenden,
wahrend die Membrandepolarisation in der Gruppe der Verstorbenen fortbestand.
Basierend auf diesen Erkenntnissen und anderen Vorarbeiten kdnnten
molekulare Marker der Thrombozytenapoptose zuklnftig Einzug in die Bewertung
und Risikostratifizierung von Patienten mit bakterieller Sepsis finden.

Zusammenfassend konnten im Rahmen der Habilitationsarbeit neue
Mechanismen der Migration, der bakteriellen Infektabwehr und des
programmierten Zelltodes bei Thrombozyten identifiziert und damit weiterfihrende
Erkenntnisse zu Funktionen des Thrombozyten im komplexen System vaskularer

Inflammation und Infektion gewonnen werden.
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