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Maskulinums. Stattdessen verwende ich bevorzugt neutrale Formulierungen oder
Doppelnennungen. Sollte dies an einzelnen Stellen nicht méglich gewesen sein, weise
ich darauf hin, dass die entsprechenden Formulierungen ausdrucklich alle

Geschlechter umfassen.
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1 Einleitung

1.1 Morphologie und Funktion von Thrombozyten

Thrombozyten sind flache Zellen ohne Kern mit einem Durchmesser von etwa 2 ym.
Sie entstehen durch Abschnirung aus Megakaryozyten im Knochenmark. lhr
Hauptanteil (150.000-400.000/pl) zirkuliert durchschnittlich 5-7 Tage in den
BlutgefaRen, wobei sie hier im Verlauf an GroélRe verlieren [1]. Am Ende ihrer
Lebenszeit werden die Thrombozyten von Makrophagen in Leber und Milz
phagozytiert [2]. Mikromorphologisch enthalten Thrombozyten neben dem Zytoplasma
dichte Kérperchen (sog. dense bodies), a-Granula und Lysosomen. a-Granula sind der
Speicherort fir Gerinnungsfaktoren und zahlreiche Proteine, wie zum Beispiel
Plattchenfaktor 4 (PF4), platelet- derived growth factor (PDGF) oder P- Selektin [2]. In
den dichten Kérperchen sind z.B. Adenosindiphosphate (ADP) und
Adenosintriphosphat (ATP) gespeichert und stehen lber ein kanalikuldres System in
Verbindung mit der Thrombozytenoberflache. Die Lysosomen enthalten Enzyme und
sind fir den Abbau von Polysacchariden entscheidend [2].

Die Thrombozytenmembran besteht aus einer Doppel-Phospholipidschicht, in die
unterschiedliche Rezeptoren eingebaut sind. Hierzu gehéren u.a. G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (GPCRs), Fc- Rezeptoren (FcR) oder Toll-like-Rezeptoren (TLRs) [3].
Durch Bindung von Agonisten und Liganden an die Rezeptoren werden Thrombozyten
in ihrer Funktion reguliert [4].

Thrombozyten besitzen die Fahigkeit zur Adhasion an BlutgefaBwanden sowie zur
Aggregation [2]. Zu Beginn der primaren Hamostase binden sie an Matrixproteine des
verletzten Gefalkendothels [5].

Der von Willebrand-Faktor (VWF) bindet an freie Kollagenenden und an den GPIb/V/IX
Rezeptorkomplex in der Thrombozytenmembran. Somit ist der vWF eine Art
Verbindungsanker  fir die = Thrombozyten insbesondere  bei  schneller
Stromungsgeschwindigkeit und Scherstress [5].

Ein Mangel oder molekulare Veranderungen des vWF flihren zur Blutungsneigung und
zu einer verlangerten Blutungszeit, im Sinne eines von Willebrand-Syndroms [6].
Thrombozyten binden auRerdem selbststandig uber den GPla/lla- Rezeptor an freie
Kollagenenden des verletzten Endothels [7]. Nach der initialen Adhasion werden durch
Freisetzung von Agonisten weitere Blutplatichen im Bereich der GefaRRlasion gebunden
und es erfolgt die Aktivierung der Thrombozyten [5].

ADP gilt hier als ein Schlisselmolekiil [8, 9]:
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Die Bindung an den P2Yi-Rezeptor in der Thrombozytenmembran fihrt zu einer
Veranderung des Zytoskeletts (shape change). Es bilden sich armférmige
Ausstulpungen — sogenannte Pseudopodien - die Kontakte untereinander
ermoglichen [10]. Aullerdem kommt es zu einer intrazellularen Freisetzung von
Calcium (Ca?*') im Zytoplasma [11], wodurch die Exozytose der stimulierenden
Agonisten, Adhasionsmolekile und Gerinnungsfaktoren aus dem Granulomer nach
extrazellular verstarkt wird. Dieses erhdhte Substratangebot am P2Y4-Rezeptor fuhrt
wiederum zu einer erhdhten Stimulation [12].

Eine ADP-Bindung an den P2Yq,-Rezeptor fluhrt zu einer Inhibition der
Adenylatcyclase, verbunden mit einer Reduktion des cyclischen
Adenosinmonophosphats-Spiegels [13] und der Proteinkinase A (PKA) - Aktivitat,
welche eine verringerte Hemmung der Thrombozytenreaktivitat bewirkt [5]. Eine
Stimulation der Cyclooxygenase [14] fuhrt zur Thromboxan A2 (TXA;)-Freisetzung,
wodurch die Degranulation weiter verstarkt wird [15].

Durch diese verschiedenen Schritte der Thrombozytenaktivierung wird schlieRlich eine
Aggregation ausgel6st. Schlisselrezeptor ist der GPIIb/llla-Rezeptor in der Membran,
Uber den extrazellulares Fibrinogen und zusatzlich der vWF an die Thrombozyten
binden koénnen. Es wird dabei ein Netz aus Fibrinogenbricken zwischen den
Blutplattchen gebildet [5].

Die Funktionen der Thrombozyten beschrankt sich aber bei Weitem nicht nur auf die
Hamostase: so kdnnen sie immunologische Prozesse initiieren und modulieren sowie
Entzindungsvorgange abschwachen [16].

Uber TLRs kénnen Bakterienbestandteile gebunden und anschlieRend durch
neutrophile Granulozyten phagozytiert werden [17- 19].

AuBBerdem sind unterschiedliche Reaktionen der Thrombozyten nach Kontakt mit
Bakterien bekannt. So kdnnen Thrombozyten Staphylococcus aureus intrazellular
aufnehmen [20] oder Escherichia coli-Bakterien direkt Uber den FcyRIIA-Rezeptor
binden [21].

PDGF ist ein Wachstumsfaktor, der aus einem Dimere aus zwei Polypetitketten
verbunden mit zwei Disulfidbriicken besteht, wobei drei verschiedene Kombinationen
(AA, AB und BB) bekannt sind [22, 23]. Eine Freisetzung von PDGF aus den a-Granula
der Thrombozyten wird durch eine erhéhte Konzentration von Agonisten wie ATP oder
Thrombin, die unter anderem bei einer GefalRwandverletzung verstarkt freigesetzt

wurden, verursacht [24].
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PDGF bindet an spezifische Rezeptoren, die als Tyrosinkinasen die Stimulation der
Phospholipase C (PLC) sowie der Phosphatidylinositolkaskade (PI3K) bewirken.
AuRerdem besteht eine mitogene Wirkung auf Zellen wie zum Beispiel Fibroblasten,
Monozyten oder glatte Muskelzellen [24- 26]. Gleichzeitig wird die Freisetzung von
Superoxidanione aus Eosinophile stimuliert [27] und die Thrombozytenaggregation
durch eine negative Feedbackreaktion gehemmt [28].

Sezernierte Chemokine haben eine entscheidende Rolle, um mit neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen zu interagieren. Als Beispiel ist der CD40-
Ligand (CD40L) zu nennen, Uber den Thrombozyten sich mit neutrophilen
Granulozyten verbinden kénnen [29]. Aulerdem ist eine Aktivierung sowohl von
Makrophagen als auch von T- und B- Zellen tiber CD40L méglich [30, 31].

Auf der anderen Seite ist bekannt, dass bei akuten Entzindungsreaktionen Chemokine
und Liganden mit einer proinflammatorischen Wirkung wie zum Beispiel Histamine,
Serotonin, CD40 und platelet activating factor (PAF) aus den Thrombozyten
ausgeschuttet werden [32].

PF4 ist ein Chemokin bestehend aus 4 Untereinheiten, die jeweils von einer Sequenz
aus 70 Aminosauren gebildet werden [33], und es besitzt vier voneinander getrennte
Cysteine. Somit gehort es der Familie der CXC-Chemokine an [34]. Durch die hohe
Affinitat zu Heparin, wodurch die Antithrombinwirkung herabgesetzt wird, hat PF4 eine
aggregationsférdernde Wirkung [35, 36]. Zudem beeinflusst PF4 Monozyten, indem es
eine Zunahme der Zellgrofle sowie eine Veranderung des Phanotyps bewirkt und die
Monozyten vor Apoptose schutzt [37].

RANTES (= Regulated And Normal T cell Expressed and Secreted) ist ein Chemokin
mit zwei aufeinander gelagerten Cysteinresten und ist demzufolge ein CC-
Chemokin [38]. Nach der Freisetzung aus den Thrombozyten bindet es an das

Endothelium und rekrutiert Monozyten [39, 40].
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1.2 Signalwege in Thrombozyten
1.2.1 Aktivierende Signalwege

In der Thrombozytenmembran befindet sich eine Vielzahl an Rezeptoren, an denen
Agonisten spezifisch binden kénnen.

Abb. 1 zeigt eine Ubersicht von Agonisten und ihren jeweiligen Rezeptoren. Einige
dieser Rezeptoren sind der Familie der GPCR zuzuordnen.

Sie bestehen aus drei Untereinheiten: Die a-Einheit bestimmt die Funktion des
Rezeptors und bindet Guanosindiphosphat (GDP). Man unterscheidet hier zwischen
Gaa, Gai, Gaq, Ga12 [41].

Die B- und y-Untereinheit werden aufgrund ihrer engen Beziehung als ein Komplex
gesehen. Bei einer Aktivierung der Rezeptoren werden die Signale durch die G-
Proteine weitergeleitet und GDP wird gegen Guanosintriphosphat (GTP)
ausgetauscht [41]. Bei diesem Austausch |0st sich die a-Untereinheit von den beiden
anderen Untereinheiten und es entstehen somit zwei unterschiedliche funktionelle
Gruppierungen [41].

Die Signale werden dann an intrazellulare Enzyme, wie die Proteinkinase C (PKC), die
PLC und die PI3K weitergegeben [42]. Am Ende der Signaltransduktion kommt es zu
einer verstarkten Sekretion von stimulierenden Substanzen oder zu einer Veranderung
des Zytoskeletts [43].
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Abb. 1: Stimulierende und inhibierende Signalwege in Thrombozyten.

Ubersicht Gber wichtige Agonisten von Thrombozyten. Rezeptorvermittelt wird eine
Signalkaskade ausgeldst, die entweder eine Stimulation oder eine Inhibition der Thrombozyten
zur Folge hat. (modifiziert nach Huang et al. [44], eigene Darstellung mit freundlicher
Genehmigung des Verlags)

ADP: Adenosindiphosphat, P2Y;, P2Y;, ADP Rezeptoren , Ca®": Calcium, Gaa, Gai, Gag,
Ga12, Ga13: G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, [IP: spezifische Rezeptoren, IP3R:
Inositol 1,4,5-Triphosphat-Rezeptor, NO: Stickstoffmonoxid, PAR1 und PAR4: Protease-
aktivierten Rezeptoren, PI3K: Phosphatidylinosid-3-Kinase, PGIl,: Prostacyclin, PKC:
Proteinkinase C, PLC: Phospholipase C, ROCK: RhoA und Rho Kinasen, SKF: Familie der
SRC-Kinasen ., Syk: Milztyrosinkinase , TP: Thromboxan- A, —Rezeptor, TXA,. Thromboxan A2,
vWF: von Willebrand-Faktor
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Die PLC in Thrombozyten lasst sich in 2 Untergruppen einteilen: PLCB und
PLCy2 [43]. Wahrend PLCB durch ADP Uuber P2Y: P2Y,, oder TXA, uber den
Thromboxan-A; -Rezeptor (TP) aktiviert wird, wird PLCy2 durch eine Phosphorylierung
des Tyrosinrestes aktiviert [43].

Mit Hilfe der PLC werden die Sekundarsignalmolekile Inositol 1,4,5-Triphosphat (IP3)
und Diacylglycerin (DAG) gebildet. IP3 verstarkt rezeptorvermittelt die Freisetzung von
Ca? ins Zytosol. Eine hohe intrazelluldre Ca*-Konzentration fiihrt zu einer
Veranderung des Zytoskeletts und zu einer Expression von stimulierenden Substanzen
aus den Thrombozyten [43].

Ca*" wird zudem fiir die Aktivierung der PKC benétigt, DAG erhdht hier die Affinitat zur
Kinase [45].

In Thrombozyten kommen unterschiedliche Isoformen der PKC vor. Durch ihren
positiven Einfluss auf die Sekretion von Agonisten sowie der Synthese von TXA;
bewirkt die PKC eine Stimulation der Thrombozyten. Auf der anderen Seite haben
auch einige Isoformen inhibitorische Eigenschaften, auf die im spateren Verlauf noch
eingegangen wird [43].

Durch die Phosphorylierung und damit Aktivierung der PI3K hat diese die Moglichkeit,
das Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) in Phosphatidylinsoitol-
3,4,5- Triphosphat (PIP3) zu phosphorylieren [43].

1.2.2 Inhibitorische Signalwege

Stickstoffmonoxid (NO) und Prostacyclin (PGl;) sind wichtige Inhibitoren der
Aggregation. NO bindet an die I6sliche Guanylatzyklase, wodurch eine gesteigerte
Synthese von zyklischen Guanosinmonophosphat (cGMP) aus GTP resultiert. cGMP
bewirkt wiederum eine Aktivierung der Proteinkinase G (PKG) [43].

Uber spezifische Rezeptoren (IP) bindet PGIl, an die Thrombozytenmembran und
aktiviert Uber GPCRs die Adenylatzyklase (AC). Diese katalysiert cAMP [13] aus
Adenosinmonophosphat (AMP) [13], wodurch die PKA stimuliert wird [43].

PKA und PKG phosphorylieren verschiedene Proteine und Rezeptoren in den
Thrombozyten und hemmen damit die Thrombozytenaktivitdt. Sie vermindern die

Freisetzung von Ca® ins Zytosol, indem sie |P3-Rezeptoren phosphorylieren.
g
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AuRerdem wird durch die Phosphorylierung der Ras-Proteine die zytosolische Ca?*-
Konzentration zusatzlich gesenkt [43].

Ein weiteres Substrat, welches durch die Proteinkinasen beeinflusst wird, ist das
Vasodilator- stimulierte Phosphoprotein (VASP) [43]. VASP gehért zu der Gruppe der
Ena/VASP-Proteine mit einer Molekiilmasse von 50 kDa [46]. Obwohl VASP in vielen
Zellen wie zum Beispiel T-Zellen und Makrophagen nachgewiesen wurden [47], ist in
Thrombozyten die Konzentrationen mit 78 000 Kopien/Zelle besonders hoch [48].
VASP kann an Ser™, Ser®™ und Thr*”® durch die PKA und PKG phosphoryliert
werden [49].

In vitro praferiert PKA die Phosphorylierungsstelle Ser'®” und PKG Ser®®. Thr ?’® wird
zweitranig nach Ser™’” und Ser®* von beiden Kinasen phosphoryliert [49].

AuRerdem wurde gezeigt, dass eine Phosphorylisierung an Ser'™ durch PLC
unabhangig von PKA und PKG stattfinden kann [49].

Die inhibierende Funktion von VASP beruht auf mehreren Mechanismen. Durch die
Phosphorylierung wird sowohl die Thrombozytenaggregation vermindert, als auch die
Aktivitat des Fibrinogenrezeptors Integrin a,,3; herabgesetzt [50]. Gleichzeitig wird der
Auf- und Abbau von Aktinfilamenten negativ beeinflusst [51].

Untersuchungen an VASP-Knockout-Mausen zeigten eine verstarkte
Thrombozytenaggregation und gleichzeitige eine Schwachung der inhibitorischen

Signalwege [52].

Neben NO und PG, gibt es noch weitere Substanzen, die eine inhibitorische Wirkung
auf die Thrombozyten haben. ATPasen wie das Oberflachenprotein CD39 spalten
ADP/ATP in AMP und Adenosin [53]. Diese wiederum verstarken die Freisetzung von
cAMP, welches auf oben beschriebenem Weg die Thrombozytenaggregation
hemmt [14].



1 Einleitung

1.3 Parodontitis
1.3.1 Pathogenese und Pravalenz

Parodontitis ist eine chronische Erkrankung, die zur irreversiblen Destruktion des
Zahnhalteapparates fuhrt [54, 55]. Dieser Prozess ist verbunden mit einem Verlust des
Knochenniveaus und der pathologischen Vertiefung von Zahnfleischtaschen [56].
Personen aller Altersgruppen kénnen betroffen sein [54], allerdings wurde in vielen
Studien bewiesen, dass ein héheres Lebensalter ein Risikofaktor ist [57]. Jedoch ist ein
Krankheitsbeginn im jugendlichen oder frihen Erwachsenenalter méglich [58].

In der flnften deutschen Mundgesundheitsuntersuchung (erhoben von Oktober 2013
bis Juni 2014), bei der insgesamt 4600 Teilnehmende aus vier verschiedenen
Altersgruppen untersucht wurden, zeigte sich, dass 43,4% der Erwachsenen zwischen
35-44 Jahren eine moderate Krankheitsform haben, 8,2% eine schwere. Personen
zwischen 65 und 74 Jahren hatten zu 44,8% eine moderate Form, 19,8% eine
schwere. Obwohl in beiden Altersgruppen Uber 50% unter einer parodontalen
Erkrankung leiden, waren sowohl die Schwere als auch das Ausmal} bei beiden
Gruppen im Vergleich zur Studie 2005 ricklaufig. Eine Erklarung ist, dass
prophylaktische MaflRnahmen wie zahnarztliche Untersuchungen und professionelle

Zahnreinigungen regelmaRiger in Anspruch genommen werden [59].

Seit Jahrzehnten wird versucht, die Pathogenese der Parodontitis zu verstehen, um
eine moglichst erfolgreiche Therapie gestalten zu kénnen. Diese Konzepte haben sich
im Laufe der Zeit verandert [54]. Loe et al stellten 1965 fest, dass Plaque eine
gingivale Entzindung hervorruft und diese durch dessen Entfernung eliminiert
wird [60]. Mit der unspezifischen Plaquehypothese ging man davon aus, dass die
Bakterienplaque ursachlich fur die gingivale und parodontale Entziindung sei und
deshalb als Therapie deren Entfernung angestrebt wurde [54]. Im Widerspruch zu
dieser Theorie stand unter anderem die Studie von Brecx et al 1988 [61], bei der einige
der Probanden trotz monatelanger, ausbleibender hauslicher Mundhygiene keine
gingivale Entzindung aufwiesen. In einer Studie bei Teearbeiter in Sri Lanka wurde
ebenfalls festgestellt, dass trotz schlechter Mundhygiene und massiver Plaque-

Akkumulation keine gingivale oder parodontale Erkrankung vorlag [62].

Aufgrund dieser Diskrepanzen entwickelte sich die spezifische Plaquehypothese.

Hierbei geht man davon aus, dass nicht nur eine mangelhafte Mundhygiene, sondern
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das Vorhandensein von besonders pathogenen Bakterien ein zusatzlicher Risikofaktor
sei [63]. Socransky et al. ordnete die parodontalen Bakterien nach ihrer Pathogenitat in
Komplexen ein (Abb. 2), durch deren gemeinsame Interaktion die Bakterien im Sinne

einer Symbiose interagieren [64].

Campylobacter rectus Porphyromonas gingivalis
.
Eubacterium nodadum \ Tannerella forsythia
: Roter
Fusobakterium nucleatum Treponema denticola
Komplex \
Prevotella intermedia
Prevotella nigrescens
Orangener
Komplex

| Griiner | | Violetter Orange- e

| Komplex / Komplex assoziierter myces

Komplex Spezien
Eikenella corrodens Veillonella parvula Streptococcus mitis
Capnocytophaga gingivalis Actinomyces odontolyticus | Streptococcus oralis
Capnocytophaga sputigens Streptococcus sanguis
Capnocytophaga ochracea Streptococcus intermedius
Capnocytophaga concisus
Aggregatibacter actinomycetem comitans

Abb. 2: Parodontale Bakterien eingeteilt in Komplexen.

Verschiedene Bakterienstdmme sind an der Entstehung einer parodontalen Erkrankung
beteiligt. Dabei spielt die Interaktion untereinander eine entscheidende Rolle. Durch diese
Symbiose kénnen Bakterien den Sulkus erfolgreicher besiedeln und haben gleichzeitig eine
verbesserte Uberlebenschance (eigene Darstellung modifiziert nach Socransky et al. [64] mit
freundlicher Genehmigung des Verlags).

Bakterien des violetten und des orangen-assoziierten Komplexes haben trotz ihrer
geringen Pathogenitat eine wichtige Funktion, indem sie die Wurzeloberflache als
Erstes besiedeln und Grundlage fur die Kolonisierung weiterer Bakterien sind.

Die Bakterien des orangenen Komplexes, die ein mittleres pathogenes Potential
haben, haben eine enge Verbindung zu den Bakterien des roten Komplexes [64]. Ein
wichtiger Vertreter dieses Komplexes, ist das Fusobakterium nucleatum (F.nucleatum),
ein gram-negatives anaerobes Bakterium. In der dentalen Plaque fungiert es als

Verbindung zwischen den ,Frihbesiedlern® und den Bakterien des roten
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Komplexes [65]. Aulerdem verbessern sie die Lebensgrundlage fir diese strikt
anaeroben Bakterien [66].

Tannerella forsythia (T.forsynthia), Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis) und
Treponema denticola (T.denticola), die obligat anaerob sind, haben eine sehr hohe
Pathogenitat und bilden den roten Komplex. Durch die Freisetzung von Enzymen, die
proteolytisch wirken, wird der Knochenabbau initiiert. Insbesondere P.gingivalis gilt
aufgrund seiner Fahigkeit, Zytokine wie zum Beispiel Lipopolysaccharide (LPS) und
Interleukine (IL) freizusetzen, als besonders pathogen [67, 68]. Zusatzlich kann es das
Immunsystem des Wirtes unterwandern und die Entzindungsreaktion trotzdem
aufrechterhalten, denn das  Entziindungsexsudat bildet eine  wichtige
Nahrstoffquelle [69]. Eine wichtige Uberlebensstrategie ist zusatzlich die Resistenz
gegen oxidativen Stress [70].

Bakterien des grinen Komplexes sind fakultativ anaerob, der Hauptvertreter ist
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.actinomycetemcomitans). Er ist vor allem
bei jungen Patientinnen und Patienten als Leitkeim der Parodontitis zu finden [71].
Seine hohe Pathogenitat ist unter anderem auf die Freisetzung von Leukotoxinen (ltx)
zurUckzufuhren. Sie zerstéren Makrophagen und Lymphozyten [72]. Gleichzeitig
kénnen sie Bakterien vor der Phagozytose schitzen [73, 74]. Aulerdem werden durch
sie Caspasen aktiviert, die zu einer gesteigerten Produktion von Interleukin 1-8
fuhren [75].

Aufgrund der Erkenntnisse der spezifischen Plaquehypothesen wurden Tests zur
Bestimmung der bakteriellen Besiedelung entwickelt, um besonders pathogene Keime
zu identifizieren und eine adjuvante antibiotische Therapie abstimmen zu kénnen [76].
Jedoch zeigten sich bei dieser Hypothese wiederum Widerspriiche: So wurden bei
gesunden Patienten hdchst pathogene Bakterien gefunden [77]. Man erklarte sich dies,
dass die Parodontitis eine Erkrankung sei, die unter normaler immunologischer
Regulation nicht auftritt. Verantwortlich fir diese Dysregulation kénnen neben
exogenen Faktoren wie chronischer Stress [78] und Tabakrauchabusus [79] auch
Grunderkrankungen wie ein Diabetes mellitus [13] , rheumatoide Erkrankungen oder
Adipositas sein [80, 81].

Die aktuelle 6kologische Plaquehypothese besagt, dass ein gesunder Patient zwar
auch pathogene Bakterien in der Plaque besitzt, diese jedoch durch das orale
Immunsystem und die probiotische Bakterienflora unterdrickt werden [82].

Immunologische Stérungen fiilhren zu einem Uberwachsen der gram-negativen,
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pathologischen Bakterien [83, 84]. Eine gute Mundhygiene ist zwar im Sinne der
Keimreduktion unterstitzend, jedoch kann hierdurch eine Dysbiose subgingivaler

Bakterien nicht verhindert werden [85].
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Abb. 3: Pathogenese der Parodontitis.

Dieses Modell, welches von Meyle and Chapple konfiguriert wurde, zeigt die Bedeutung von
Mikroorganismen und der Immunantwort bei der Entstehung von gingivalen und parodontalen
Erkrankungen [86]. (eigene Abbildung modifiziert nach Meyle und Chapple mit freundlicher
Genehmigung des Verlags).

AMP: antimikrobielle Peptide, DAMP: Damage-associated Molecular Pattern,
DNA: Desoxyribonukleinsaure, fMLP: f-Met-Leu-Phe, GCF: gingivale Sulkusflissigkeit,
LPS: Lipopolysaccharide, MMP: Matrix-Metalloproteinasen, PMN: polymorphkernige
neutrophile Granulozyten.
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Abb. 3 verdeutlicht, dass viel Plaque eine beginnende Dysbiose begunstigt, wodurch
vermehrt inflammatorische Mediatoren freigesetzt werden. Durch eine angemessene
Immunantwort manifestiert sich dies als rein gingivale Entzindung. Bei der Parodontitis
wird durch die Uberschieflende immunologische Reaktion die Freisetzung von weiteren
Zytokinen und Entzindungsmediatoren verursacht, die zu einer Bindegewebs- und
Knochenschadigung filhren. Durch die gesteigerte gingivale Sulkusflissigkeit (GCF)
und die Freisetzung von Substanzen wie das Damage- associated Molecular Pattern

(DAMP) wird die Inflammation weiter potenziert [86].

1.3.2 Diagnosestellung und Therapie

1992 entwickelten die American Academy of Periodontology (AAP) und die American
Dental Association [87] den Parodontalen-Sondierungs-Index (PSI). Erhoben werden
— aufgeteilt in Sextanten — die Taschentiefe, Blutung auf Sondierung (Bleeding on
Probing = BOP) mittels einer speziell skalierten Sonde sowie das Vorhandensein von
Zahnstein und defekten Fullungen. So ist eine schnelle Diagnostik und Differenzierung
zwischen parodontal Gesunden und Erkrankten mdglich. Durch die regelmalige
Durchfihrung ist eine standige Verlaufskontrolle gegeben. Die Klassifikation erfolgt von
PSI Code 0-4 mit jeweils unterschiedlichen therapeutischen Konsequenzen. PSI Code
0 gilt als gesund, es besteht — aufler praventiven Mallnahmen — kein therapeutischer
Handlungsbedarf. Bei einem PSI Code 1 und 2 liegt eine Gingivitis vor, die eine
Entfernung supragingivalen Plaques und Zahnsteins durch eine professionelle
Zahnreinigung erfordert. Patienten mit einem PSI Code 3 oder 4 haben eine
manifestierte parodontale Erkrankung [88].

Es schliet sich die ausfihrliche parodontale Befunderhebung an. Neben der
speziellen Parodontitis-Anamnese zur Abklarung mdglicher Risikofaktoren ist die
klinische Befunderhebung der entscheidende Pfeiler in der Diagnosestellung. Sie
beinhaltet Taschensondierungstiefe (TT), Messung des Attachmentniveaus (Clinical
Attachment  Level (CAL)) und Rezessionen, Sondierung parodontaler
Furkationsbeteiligung, Erhebung des BOPs sowie Lockerungsgrad der Zahne.
Zusatzlich ist eine rontgenologische Kontrolle zur Beurteilung des Knochenniveaus und
moglicher Furkationsbeteiligung und dentaler Fokussuche (z.B. Ausschluss einer

apikaler Aufhellung) notwendig [56].
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Mit der 2018 veroffentlichen Klassifikation wird das Krankheitsstadium mit dem
sogenannten ,Staging“ anhand des Schweregrads, der Komplexitdt und der
Ausdehnung eingeteilt. Mit Hilfe des ,Gradings” wird die Progressionsrate anhand von
individuellen Risikofaktoren bewertet [89, 90].

Laut aktueller S3- Leitlinie (2020) ist ein 4-stufiges Therapiekonzept fur alle
Parodontitispatienten anzuwenden: Die erste Stufe bildet mit Aufklarung, Motivation
des Patienten sowie Minimierung der Risikofaktoren die Grundlage fir die Therapie. Es
schlief3t sich die supra- und subgingivale Reinigung innerhalb von 24 Stunden an (Full-
Mouth-Scaling). Diese kann gegebenfalls durch eine adjuvante Antibiotikatherapie
unterstitzt werden. Mit der Befundreevaluation nach der Heilungsphase werden
Therapieerfolge und -misserfolge festgestellt. Therapiebedirftige Zahne kdnnen
gegebenfalls noch einmal subgingival instrumental gereinigt oder chirurgisch behandelt
werden. Es schlief3t sich die unterstlitzende Parodotaltherapie (UPT) an, deren
Intervall individuell auf den Schweregrad und die Progressionsrate abgestimmt ist. Der
regelmalige Recall hat das Ziel, eine langfristige parodontale Stabilitat zu

erreichen [91].

1.3.3 Wirkung von oralen Bakterien auf Blutzellen

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass die Parodontitis ein Risikofaktor fur eine
kardiovaskulare Erkrankung darstellt. So haben Personen mit einer parodontalen
Erkrankung ein erhohtes Risiko eines Myokardinfarkts oder eines zerebralen
Verschlusses [92]. Ursachlich ist der Einfluss parodontaler Bakterien auf die Blutzellen:
Es wurde nachgewiesen, dass bei Parodontitispatienten unter anderem die
Leukozytenzahl signifikant erhoht ist (laut einer Studie 7,1 x 10° Leukozyten/ul
verglichen mit 5,6 x 10° Leukozyten/ul bei Gesunden) [93]. Dadurch werden auf der
einen Seite vermehrt Entzindungsmediatoren aus den weillen Blutkdrperchen
freigesetzt [94]. Gleichzeitig wird auch die Viskositat des Blutes erhdht, wodurch das
Risiko fur ein thrombotisches Ereignis erhéht wird [95].

Die Rolle von Thrombozyten bei der Pathogenese der Parodontitis wurde bisher nur in
wenigen Studien untersucht. Mario Romandini et al beschrieben 2018 eine gesteigerte
Thrombozytenzahl bei Parodontitispatienten, die mutmaRlich auf eine erhdhte
systemische Inflammation zurickzufihren ist [96]. Andere Studien jedoch wiesen

dagegen nicht-signifikant erhéhte Thrombozytenwerte nach [95, 97].
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AulBerdem wurde das Mittlere Thrombozytenvolumen (MPV) in mehreren Studien
untersucht. Es wurde dabei gezeigt, dass bei Parodontitispatienten das MPV erhoht
ist [95, 98].

Des Weiteren wurde festgestellt, dass der Thrombozytenhdamatokrit (PCT) bei
Personen mit einer parodontalen Erkrankung erhdht ist [95].

Die funktionelle Einordnung dieser Phanomene bleibt bislang allerdings unklar.

Die Erkennung und Eliminierung von Bakterien steht im Mittelpunkt der Immunabwehr.
Uber Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRR) werden Pathogen-assoziierte molekulare
Muster (PAMPs) erkannt und eine immunologische Reaktion eingeleitet. Zu dieser
Rezeptorengruppe zahlen auch die NOD-like-Rezeptoren (NLRs), welche zytosolische
Proteine sind [98]. Es ist bekannt, dass NOD1 und NOD2 im Taschenepithel in der
Mundhéhle vorkommen und mit Peptidoglycanen (PGNs) von oralen Bakterien
interagieren [99]. Hier sind bestimmte Sequenzen der PGN entscheidend:
Gramnegative Bakterien werden von NOD1 anhand der y-D-Glutamyl-Meso-
Diaminopimelinsdure (iE-DAP) erkannt [100] und von NOD2 durch das
Muramyldipetitid (MDP) [101].

Uber die anschlieRende Aktivierung der Kaskade der NF-kB (= nuclear factor-k-light-
chain-enhancer of activated B cells) kommt es zu einer immunologischen Reaktion mit

Ausschittung von proinflammatorischen Entziindungsmediatoren [102].

Okugawa et al. zeigten, dass verschiedene Bakterienstdmme unterschiedliche Wirkung
auf die NOD-Proteine haben: So wird NOD1 insbesondere durch PGNs von
A.actinomycetemcomitans und F.nucleatum stimuliert, wahrend es mit P.gingivalis
schwécher reagiert. Ebenso ist bei NOD2 die Affinitdt mit A.actinomycetemcomitans
am groBten. Diese Unterschiede lassen sich mit dem strukturellen Aufbau der
Sequenzen der PGNs erklaren [103].

Das in den Experimenten verwendete C14-Tri-LAN-Gly (C14) ist ein synthetisch
hergestellter NOD1-Ligand von F.nucleatum. Es besteht aus einer lipophilen Kette mit
drei Peptiden und anstelle der Meso-DAP ist ein Meso-Lanthionin, welches spezifisch

fur PGN von gramnegativen Bakterien ist [104].

Eine weitere Gruppe der PRRs sind die TLRs. Diese sind im Vergleich zu den NOD-
Proteinen Transmembranproteine. Mithilfe der Leucin-reichen Sequenz werden
PAMPs erkannt. Man unterscheidet 10 humane TLRs, wobei 6 extrazellular und 4

intrazellular gelegen sind [105]. Nach der Bindung der Liganden und der damit
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verbundenen Aktivierung der Rezeptoren, wird Uber die NF-kB-Kaskade die
Expression von proinflamatorischen Zytokinen stimuliert [105].

Es ist aulerdem nachgewiesen, dass TLR2 und TLR4 in oralen Epithelzellen
vorkommen [99].

LPS werden von gramnegativen Bakterien freigesetzt und besitzen eine sehr grolle
Pathogenitat. Sie besitzen ein acyliertes und phosphoryliertes Lipid A, welches mit
dem Kern-Oligosaccharid verbunden ist. Die dritte strukturelle Gruppe ist das o-
spezifische Polysacharid [106, 107].

Per Exozytose wird LPS aus P.gingivalis ins parodontale Gewebe
freigesetzt [108, 109] und verursacht dort eine starke Entziindungsreaktion [110].
Ausschlaggebend ist hier eine Aktvierung von Monozyten [111] , aber auch von TLR2
und TLR4 [110].

Das Leukotoxin ItxA von A.actinomycetemcomitans (LTX) hat aufgrund seiner hohen
Pathogenitat eine zentrale Funktion bei inflammatorischen und immunsuppressiven
Prozessen. Das ItxA-Gen kodiert das Toxin bestehend aus 10 055 Aminosauren,
welche wiederum 4 funktionelle Hauptgruppen bilden [112]. Die Proteine ItxB, 1txD
bilden eine Transportsystem, durch die das Toxin nach extrazellular gelangen kann
[113]. Aufgrund der dort hohen Ca?*-Konzentration dndert es seine Form und wird
dadurch aktiviert [112].

Die Hauptfunktion von Itx besteht in dem Schutz des Bakteriums. Nach dem Kontakt
mit dem Bakterium, stromen — als erste immunologische Reaktion — Granulozyten und
andere Leukozyten in das Sulkusepithel [114]. Anhand eines spezifischen Integrins,
des Lymphozytenfunktions-assoziierten Antigens 1 (LAF-1), erkennt Itx die
Abwehrzellen und inaktiviert diese [115]. So umgeht das Bakterium die

immunologische Reaktion und kann weiter kolonisieren [114].
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1.4 Fragestellung

Untersuchungen zur Wechselwirkung von Bakterien mit Blutzellen bei der
Pathogenese der Parodontitis fokussierten sich bisher auf Leukozyten, insbesondere
auf neutrophile Granulozyten.

Die Rolle von Thrombozyten im Rahmen der Parodontitis ist dagegen noch nicht
umfassend aufgeklart.

In dieser Arbeit wird daher der Einfluss bakterieller Bestandteile auf die
Thrombozytenfunktion naher analysiert. Fur die Experimente werden definierte
Pathogene von drei Bakterien die an der Entwicklung einer Parodontitis beteiligt sind,
herangezogen: LPS von P.gingivalis, C14 von F.nucleatum und LTX von
A.actinomycetemcomitans.

Ziel ist es, zu bestimmen, ob diese bakteriellen Bestandteile eine hemmende bzw.
aktivierende Wirkung auf Thrombozyten entfalten, wodurch in vivo hdmorrhagische
bzw. thrombotische Effekte im Bereich parodontaler Veranderungen getriggert werden
konnten.

Eine genauere Kenntnis uber die Wirkung auf Thrombozyten kénnten dabei auch
Ansatzpunkte flr die Therapie liefern, im Sinne von blutungsstillenden oder

antithrombotischen MalRnahmen.
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2 Material und Methoden

2.1 Ubersicht Chemikalien

Bezeichnung Hersteller

Bovine serum albumin (BSA) qua ad | Sigma-Aldrich by Merck KgaA (Darmstadt,

iniectabilia Germany) A2153

Calcium chloride dihydrate (CaCl,) Merck KgaA (Darmstadt, Germany)
102382

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
disodium salt, 0,5 M

Sigma-Aldrich by Merck KgaA (Darmstadt,
Germany) E7889

Formaldehyde solution (FA)

Sigma-Aldrich by Merck KgaA (Darmstadt,
Germany) F8775

D-(+)-Glucose (glucose)

Sigma-Aldrich by Merck KgaA (Darmstadt,
Germany) G7021

Ethylene glycol-bis (2-aminoethylether)-
N,N,N’,N'- tetraacetic acid (EGTA)

Sigma-Aldrich by Merck KgaA (Darmstadt,
Germany) E3889

Hydrochloric acid (HCI) VWR International GmbH (Darmstadt,
Germany) 20252.420

Magnesium chloride Hexahydrate | Merck KgaA (Darmstadt, Germany)

(MgCly) 105833

Phosphate-buffered saline (PBS), Ca**-

and Mg -free

Sigma-Aldrich by Merck KgaA (Darmstadt,
Germany) D8537

Potassium Chloride (KCI)

Merck  KgaA
104936

(Darmstadt, Germany)

Prostaglandin E1 (PGE1)

Sigma-Aldrich by Merck KgaA (Darmstadt,
Germany) P5515

Sheath  fluid
FACSFlow

for flow cytometry

Becton Dickinson, (Franklin Lakes, NJ,
USA) 342003

Sodium Chloride (NaCl)

Sigma-Aldrich by Merck KgaA (Darmstadt,
Germany) 31434-M

Sodium hydroxide solution (NaOH), 5 M

Merck KgaA
1.09913

(Darmstadt, Germany)

Sterile water (Ampuwa)

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, (Bad
Homburg, Germany) 2599.99.99; 1080181
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Tris(hydroxymethyl)aminomethane Merck KgaA (Darmstadt, Germany)

(TRIS) 108382

Tri-Sodium citrate dihydrate (citrate) Merck KgaA (Darmstadt, Germany)
106448

Triton X-100

Sigma-Aldrich by Merck KgaA (Darmstadt,

Germany)

Tyrode’s Salt Solution (Tyrode’s buffer)

Sigma-Aldrich by Merck KgaA (Darmstadt,
Germany) T2397

2.2 Ubersicht Lésungen und Puffer

CGS buffer pH 6.5

pH 6,5
120 mM NacCl,
12,9 mM citrate,

30 mM glucose

FACS buffer

FACS buffer 5,5 mM glucose, 0,5 % (w/v)
BSA in PBS

2.3 Thrombozytenaktivatoren

Thrombozytenaktivatoren

Hersteller

Adenosine diphosphate (ADP)

Haemochrom Diagnostica GmbH (Essen,
Germany) HB-5502-FG

Collagen Collagen Reagent Horm (Takeda, Osaka,
Japan) 1130630
Thrombin from human plasma, | Sigma-Aldrich by Merck KgaA (Darmstadt,

lyophilized powder

Germany) T7009-100UN
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2.4 Bakterienbestandteile

Bezeichnung

Hersteller

C14-Tri-LAN-Gly NOD1 ligand (C14)

Invivo Gen (Toulouse, France) tirl-ctlg

LPS- PG
Porphyromonas
TLR4 Ligand

Ultrapure

from

gingivalis, TRL2 &

Invivo Gen (Toulouse, France) tIrl-pglps

Leukotoxin LtxA (LTX), partial

Cusabio Technology (Houston, USA) CSB-

YP322853AYK
2.5 Antikorper
Bezeichnung Typ Hersteller
Mouse monoclonal FITC Monoclonal nanoTools

anti-phospho-VASP (Ser®?)

Antikérpertechnik GmbH &
Co. KG

(Teningen, Germany)
0047-100FITC-VASP-16C2

Blocking peptide for
phospho-VASP (p-Ser®®)

nanoTools
Antikérpertechnik GmbH &
Co. KG

(Teningen, Germany)
2002-100/VASP-pSer®®

Goat Anti-Mouse FITC Polynoclonal | Sigma-Aldrich by Merck
KgaA (Darmstadt,
Germany) F2012

Mouse monoclonal FITC Monoclonal OriGene Technologies, Inc.

anti-P-selectin (Rockville, MD, USA)
SM1150F

Mouse FITC IgG1 isotype Monoclonal OrOriGene Technologies,

(for P-selectin)

Inc. (Rockville, MD, USA)
SM10F
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Bezeichnung

Hersteller

Quantikine® ELISA
CXCL4/PF4 Immunoassay

_Human

R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN, USA)
DPF40

Quantikine® ELISA _ Human PDGF-AB

Immunoassay

R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN, USA)
DHDOOC

Quantikine® ELISA _ Human CD40
Ligand/TNFSF5 Immunoassay

R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN, USA)
DCDL40

Quantikine®  ELISA
CCL5/RANTES Immunoassay

Human

R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN, USA)
DRNOOB

2.6 Verbrauchsmaterialien

Blood collection tube

S-Monovette 10 mL ONC (SARSTEDT AG &
Co. KG, Nuembrecht, Germany)
02.1067.001

Cuvettes, plastic, for

aggregometry

Haemochrom Diagnostica GmbH (Essen,
Germany)
40.000.0098

Combitips advanced 5 ml

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
00300 898 12

Eppendorf Cups Safe-Lock- Tubes 1,5

ml und 2 ml

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
00301 200 86 und 00301 200 94

Pipette mit Spitze (5 ml, 10 ml)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)
66180 und 607180

Pipettenspitzen Biosphere Filer Tipps Sarstedt AG & Co.KG (Nimbrecht,
Deutschland)
70.3060.255

Reagenzréhrchen fur FACS 5,0 ml Sarstedt AG & Co.KG (Numbrecht,
Deutschland)
55.1579

Safety- Multifly®- Kaniile Sarstedt AG & Co.KG (Nimbrecht,
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Deutschland) 85.1638.235

Blood collection tube

S-Monovette 10 mL ONC (SARSTEDT AG &
Co. KG, Nuembrecht, Germany)
02.1067.001

Cuvettes, plastic, for

aggregometry

Haemochrom Diagnostica GmbH (Essen,
Germany)
40.000.0098

Combitips advanced 5 ml

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
00300 898 12

Eppendorf Cups Safe-Lock- Tubes 1,5

ml und 2 ml

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
00301 200 86 und 00301 200 94

Pipette mit Spitze (5 ml, 10 ml)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen,
Deutschland)
66180 und 607180

Pipettenspitzen Biosphere Filer Tipps

Sarstedt AG & Co.KG
Deutschland)
70.3060.255

(NUmbrecht,

Reagenzréhrchen fur FACS 5,0 ml

Sarstedt AG & Co.KG
Deutschland)
55.1579

(NUmbrecht,

Safety- Multify®- Kanule

Sarstedt AG & Co.KG
Deutschland)
85.1638.235

(NUmbrecht,

2.7 Gerate

APACT 4004 Aggregometer

LabiTec (Ahrensburg, Deutschland)

Gefrierschrank -20 °C

Kirsch (Offenburg, Deutschland

FACS Calibur flow cytometer

Becton Dickinson (Franklin Lakes NJ, USA)

Mikro 200R Zentrifuge

Hettich (Tuttlingen, Deutschland)

Fluoroskan Ascent

Thermo Fisher  Scientific

Deutschland)

(Schwerte,

Mikropipeten

Gilson Inc. (Middleton, USA)
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Multiskan FC Thermo  Fisher  Scientific  (Schwerte,
Deutschland)
Sysmex Sysmex Deutschland GmbH (Norderstedt,

Deutschland)

Tischzentrifuge

Neo-Lab (Heidelberg, Deutschland)

Varioskan

Thermo Fisher  Scientific

Deutschland)

(Schwerte,

Vortexer, Vortex- Genie 2

Neo-Lab (Heidelberg, Deutschland)

Wasserbad

Memmert GmbH & Co. KG (Schwabach,
Deutschland)

Wellwash Versa

Thermo Fisher  Scientific

Deutschland)

(Schwerte,

Zentrifuge Universal 320R

Hettich (Tuttlingen, Deutschland)

2.8 Software

APACT LPC- Software AS-IS 1.21c LabiTec (Ahrensburg, Deutschland)

CellQuest-Software 6.0 Becton Dickinson (Franklin Lakes NJ,
USA)

Fluoroskan Ascent- Software 2.6 Thermo Fisher Scientific (Schwerte,
Deutschland)

Skanlt for Multiskan-Software Thermo Fisher Scientific (Schwerte,
Deutschland)

2.9 Vorbereitung der Proben

Die Stocklésungen der einzelnen bakteriellen Substanzen wurden nach

Herstellerangaben vorbereitet, aliquotiert und bei -20° C gelagert.

Zu jedem Versuch wurden die einzelnen Aliquote aufgetaut, zentrifugiert und individuell

abhangig vom Versuchsaufbau mit Aqua dest. verdiinnt.
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2.10 Ethik- und Tierversuchsvotum

Die Blutproben zur Gewinnung der Thrombozyten wurden von gesunden Personen
enthnommen, die sich zur reguldren Blutspende am Institut fir Klinische
Transfusionsmedizin und Hamotherapie des Universitatsklinikums Wirzburg
vorstellten. Die Spenderinnen und Spender wurden uber die Verwendung der
Blutproben zu Forschungszwecken ausfiihrlich aufgeklart und es wurde das schriftliche
Einverstdndnis eingeholt. Fur das Forschungsvorhaben lag ein Votum der
Ethikkommission der Universitat Wirzburg (Nr. 101/15) vor, die keine rechtlich-
ethischen Bedenken festgestellt hatte. Tierexperimentelle Versuche wurden im

Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefihrt.

2.11 Gewinnung von Blutproben

Jeder Spenderin und jedem Spender wurden mithilfe einer Safety-Multifly®-Kandle
zwei 10 ml S-Monovetten® Citrat (3,2 % Citratpuffer, 106 mM Trinatriumcitrat)
entnommen. Die Blutproben wurden direkt im Anschluss entsprechend der unten
genannten Methoden weiterverarbeitet.

2.12 Aggregationstestung

Fiar die Aggregation in thrombozytenreichem Plasma (platelet rich plasma, PRP)
wurden die 10 ml S-Monovetten fur 5 Minuten bei 280 g zentrifugiert (1400 rpm,
(280 g), Hettich Zentrifuge), um ein Absetzen der Erythrozyten zu bewirken.
AnschlieBend wurden 350 pl des so gewonnenen PRPs fur 1 Minute bei 21380 g in
einer Mikro-200-R-Zentrifuge Hettich zentrifugiert. Der Uberschuss wurde als
thrombozytenarmes Plasma (platelet poor plasma, PPP) abgenommen und als
Kalibrierungswert fir die Aggregationsmessungen herangezogen.

Diese erfolgten im APACT-4004 bei einer Temperatur von 37 °C. Das Prinzip beruht
auf der photometrischen Messung der unterschiedlichen Lichtdurchldssigkeit

(Transmission) des PRP, die durch Aggregatbildung der Thrombozyten ansteigt [116].
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Zuerst erfolgte die Bestimmung der individuell niedrigsten ADP und Kollagen-
Konzentration fur jeden einzelnen Probanden, die zur Auslésung einer etwa
submaximalen oder reversiblen Aggregationsantwort fuhrte (Schwellenwert-
Aggregation). Hierfur wurden 200 pl PRP in eine Einwegklvette pipettiert und die
steigenden Konzentrationen von 1 - 5 yM ADP- und 1 pg/ml - 5 pg/ml Kollagen
getestet. Zusatzlich wurde eine Kuvette mit 200 uyl von dem nicht-stimulierten PRP als

Negativkontrolle gemessen (keine Thrombozytenaggregation) [117].

Es erfolgte anschlielend die Aufteilung des PRPs in vier Klvetten zu je 200 pl, und die
PRP-Proben wurden ohne oder mit 2 pl der drei analysierten bakteriellen Substanzen
aus den verschiedenen Stocklésungen sowie mit der individuellen ADP-/ Kollagen-
Schwellenwertkonzentration gleichzeitig in 4 Kanalen stimuliert. Um die alleinigen
Effekte der bakteriellen Substanzen zu ermitteln, wurden 2 ul der bakteriellen
Substanzen ohne Agonistenzugabe zu 200 pl  PRP hinzugefiigt. Die
Endkonzentrationen von LTX, C14 und LPS befanden sich in den Bereichen von
0,1 pg/ml - 10 pg/ml (Abb.4).
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1. Bestimmung einer individuellen ADP-/ Kollagenkonzentration
(= Schwellenwertkonzentration)

) Y Y
..+ Agonist :. +Agonist ® 9@ +Agonist

[}
200ul PRP 200p! PRP  200ul PRP PPP PRP
( Y (Kalibierungswert)  (Negativkontrolle)
o0
°® Individuelle Schwellenwertkonzentration
der Agonisten

2. Aggregationsversuch mit der individuellen Agonistenkonzentration
und den Toxinen

e @+ Agonist g et Agonist

'L} e®
4 +Toxin +Toxin
PPP PRP
200“' PRP ZOOPI PRP . 2(_)0” PRP (Kalibierungswert) (Negativkontrolie)
+ Agonist  + Agonist + Toxin + Toxin (Kontrolle)

Abb. 4: Pipettierschema fiir APACT.
Bestimmung einer individuellen ADP- und Kollagenkonzentration fur jeden Probanden, bei der
gerade noch eine reversible Aggregation der Thrombozyten stattfindet.

Die Aggregationsmessung erfolgte tUber 5 Minuten, hierbei wurden die Proben mithilfe
eines Magnetruhrers durchgangig gemischt.

Die Aggregationswerte wurden in Excel-Tabellen erfasst. Fur die statistische
Auswertung wurden die Maximalwerte der Aggregation wahrend der 5-mindtigen

Messung herangezogen.

2.13 Fluorescence-activated-cell sorting (FACS)

Die Phosphorylierung von VASP und die Expression von P-Selektin (CD62P) wurden
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Bei dieser Methode werden zuerst die
ausgewahlten  thrombozytdren  Proteine mit  Fluoreszenzfarbstoff-markierten
Antikérpern gefarbt. Im nachsten Schritt wird mit Hilfe eines Laserstrahls Fluoreszenz

induziert, die danach mit einem Sensor registriert und gemessen wird.
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Diese Versuche wurden mit gewaschenen Thrombozyten (GT) durchgefiihrt. Fir jeden
Ansatz wurden zwei 10 ml S-Monovetten Vollblut benétigt. Hierzu wurden zu 10 ml
Vollblut jeweils 60 upyl von 0,5 M EGTA hinzugegeben, um eine frihzeitige
Thrombozytenaktivierung zu verhindern. AnschlieBend wurden die Monovetten bei
280 g fur 5 Minuten zentrifugiert.

Das so entstandene PRP wurde abgetrennt und erneut fur 5 Minuten mit 430 g
zentrifugiert, um ein Absetzen des Thrombozytenpellets zu bewirken. Nach
vorsichtigem Entfernen des Plasmas wurden die pelletierten Thrombozyten in 5 ml von
Raumtemperatur warmen CGS-Puffer resuspendiert. Nach erneutem Zentrifugieren bei
430 g fir 5 Minuten und Abtragen des Uberstandes wurde das Pellet mit Tyrode’s
Puffer resuspendiert. Hierbei wurde die Thrombozytenzahl mit dem Sysmex-Gerat

gemessen und auf 3 x 10° Thrombozyten/ml eingestellt.

Es erfolgte eine unterschiedliche Vorgehensweise fiur die Messung der VASP-
Phosphorylierung und der CD62P-Expression:

Fir die VASP Phosphorylierung wurden funf Proben mit einem Volumen von jeweils
30 ul aus den GT vorbereitet. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei 37°C
wurde zu jeder Probe 0,3 pl von 0,1 M CaCl, hinzugegeben, sodass eine finale
Calcium-Konzentration von 1 mM entstand.

Danach erfolgte die Stimulation nach folgendem Schema bei 37°C:

Tab. 1: Ubersicht der Probenstimulation fiir die FACS-Analyse.

Nr. | Stimulation Endkonzentration

1. | 30 pl (GT) + 1 pl PBS = 5 min, 37°C - Unspezifische Bindung
2. |30l (GT)+ 1 plPBS > 5min, 37°C - Kontrolle (Basalwert)
3. |30l (GT)+ 1 plLTX (30 pg/ml) > 5 min, 37°C > 1 pg/ml LTX

4. | 30l (GT)+1plC14 (150 pg/ml) > 5 min, 37°C | > 5 yg/ml C14

5. | 30 pl (GT) + PGE1 (30 pM) > 5 min, 37°C -> 1 uM PGE1

Nach der Stimulation wurden die Proben mit 10 yl von 10 % Formaldehyd abgestoppt
und 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Die finale Konzentration des
Formaldehyds betrug somit 2,5 %.

Im nachsten Schritt wurden alle Proben bei 21380 g in einer Mikro-200-R-Zentrifuge
Hettich 1 Minute zentrifugiert.
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Nach vorsichtigem Abtragen des Uberstandes mittels einer Pipette aus allen Proben,
wurde die Probe Nr.1 (Unspezifische Bindung) mit 50 pyl PBS/BSA/Glc-Puffer
resuspendiert, wahrend das Thrombozytenpellet der restlichen Proben (2-5) mit
45 ul PBS/BSA/Glc-Puffer resuspendiert wurde.

Da das VASP-Protein ein intrazellulares  Protein ist, muss  eine
Membranpermeabilisierung erfolgen. Dafir wurden die Proben 2-5 mit 5 pl von
2 % Triton X-100 Ldsung in PBS gemischt. Die Probe Nr. 1 bleibt dagegen nicht
permeabilisiert, so dass sich ein Antikdrper gegen VASP-Protein nur unspezifisch
binden kann.

AnschlieBend wurden 2,5 pl des monoklonalen Antikérpers gegen phospho-VASP
Ser™ (Klon 16C2, 100 upg/ml) zu allen Proben hinzugegeben, sodass eine
Endkonzentration von 5 ug/ml in jeder Probe erreicht wurde.

Nach einer 30-minutigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden alle Proben bei
21380 g in einer Mikro-200-R-Zentrifuge Hettich 1 Minute zentrifugiert.

Nach erneutem Entfernen des Uberstandes und Resuspendierung des
Thromobzytenpellets in 100 pl PBS/BSA/Glc-Puffer wurde in alle finf Proben 1 pul eines
FITC-konjugierten Sekundarantikérpers (goat anti-mouse) gegeben.

Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten in Dunkelheit wurden alle Proben mit
500 pl PBS/BSA/Glc-Puffer verdinnt und mit Hilfe des Durchflusszytometers FACS

Calibur analysiert.

Zeitgleich wurden die Proben fir die Analyse der CD62P-Expression vorbereitet. Nach
dem Waschen der Thrombozyten wurde die verbleibende GT-Suspension in sechs
Proben mit einem Volumen von jeweils 30 pl aufgeteilt. AnschlieRend wurden zu jeder
Probe 3 pl des anti-CD62P-FITC-konjugierten Antikérpers gegeben, zu der lIsotyp-
Kontrolle 3 ul des FITC-konjugierten Isotyp-Kontroll-Antikdrpers gegeben.

Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten im Dunkeln bei 37°C wurden 0,3 ul von
0,1 M CaCl, zu jeder Probe hinzugefiigt; die Endkonzentration betrug hierbei
1 mM CaCls.

Daraufhin erfolgte die Stimulation der Proben bei 37°C nach folgendem Schema:

Die ersten beiden Proben bildeten auch hier die Isotyp-Kontrolle und die nicht-
stimulierte Probe, zu beiden wurde 1 ul PBS-Puffer hinzugefiigt. Zu der dritten Probe
wurde Thrombin (Endkonzentration 0,025 U/ml) gegeben. In die vierte Probe wurde
1 pl LPS (150 pg/ml) pipettiert, sodass eine finale Konzentraion von 5 pg/ml LPS

entstand. Zur finften Probe wurden sowohl Thrombin als auch LPS mit einer
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Endkonzentration von 0,025 U/ml Thrombin und 5 pg/ml LPS hinzugefugt. Die letzte
Probe mit einer hohen Konzentration an Thrombin von 0,5 U/ml bildete die
Positivkontrolle.

Nach einer 5-minutigen Stimulation wurden alle Proben mit 3 pl des 10%-igen
Formaldehyds (Endkonzentration 1% Formaldehyd) abgestoppt und fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln fixiert. Danach wurden alle Proben mit
500 ul PBS/BSA/GIc-Puffer verdinnt.

Far die Analysen wurde ein FACS Calibur-Durchflusszytometer von Becton Dickinson
mit der BD CellQuest Pro Software eingesetzt. Durch Gating wurde die Ziel-
Thrombozytenpopulation ausgewahlt (sieche Abb. 5). Es wurde die mittlere
Fluoreszenz-Intensitdt (MFI= mean fluorescence intensity) fur die Auswertungen
verwendet. Hierbei galt ein MFI-Wert von 50 (AU, arbitrary unit) als Ausgangswert fur
die VASP- Phosphorylierung und ein MFI-Wert von 25 (AU) fir die CD62P-Expression,
jeweils bezogen auf die basalen, nicht-stimulierten Proben. Pro Ansatz wurden
mindestens 10 000 Ereignisse erfasst.

Alle Daten wurden in Excel Microsoft weiter ausgewertet und grafisch dargestellt.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der FACS-Messung.

A. Im Dot-Plot ist die Seitwartstreuung (SSC) fur die Ermittlung der zellularen Granularitat auf
der x-Achse und die Vorwartsstreuung (FSC) zur Ermittlung der ZellgréRe auf der y-Achse
angegeben. Durch das Gating wird die gesuchte Zellpopulation fir die Analyse ausgewahilt.

B. Histogramm-Plot zur Darstellung der Fluoreszenz-Intensitat auf der x-Achse (FL1) und der
Anzahl der Ereignisse auf der y-Achse (Counts).
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2.14 Chemokin-Messung mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA)

Fir die ELISA-Tests wurden Thrombozyten als GT prapariert, wobei zum PRP und
zum CGS-Puffer 75 nM PGE1 hinzugefugt wurde. Damit wurde sichergestellt, dass die
Thrombozyten wahrend des Waschvorgangs nicht praaktiviert werden.

Nach einer 10-minutigen Inkubationszeit bei 37°C wurden die Ansatze mit 1 mM CaCl,
versetzt und anschlielend fur 30 Minuten nach unten gezeigtem Schema (Tab. 2)
stimuliert. Nach Zentrifugation bei 14000 g und Raumtemperatur, wurde der Uberstand
abgenommen und aliquotiert (100 ul Aliquot). AnschlieRend wurden die Aliquots bei

-20°C eingefroren.

Tab. 2: Probenvorbereitung fiir ELISA-Tests.

1. | 700 yl GT + 7 yl Puffer > 37°C, 30 Minuten Kontrolle
2. | 700 pl GT + 7 pl (0,5 mg/ml) LPS - 37°C, 30 Minuten 5 pg/ml LPS
3. | 700 pl GT + 7 pl (0,5 mg/ml C14 Peptid) > 37°C, 30 Minuten | 5 ug/ml
C14 Peptid
4. | 700 pl GT+ 7 pl (0,1 mg/ml LTX) - 37°C, 30 Minuten 1 ug/ml LTX
5. | 700 yl GT+ 7 pl (50 U/ml Thrombin) - 37°C, 30 Minuten 0,5 U/ml
Thrombin

Es wurden vier unterschiedliche ELISA-Tests durchgefihrt: PF4, CD40L, PDGF und
RANTES. Fur alle Tests wurde ein Waschpuffer (Verdinnung mit H,O 1:25), eine
Substratsolution, bestehend aus stabilisiertem hydrogenem Peroxid und Chromogen,
sowie eine Stop-Ldsung aus Schwefelsdure eingesetzt.

Jeder Test beinhaltete eine Platte mit 96 Wells, die mit einem Antikbrper gegen das
untersuchte Chemokin versehen sind. Um eine geeignete Verdinnungskonzentration
ermitteln zu kénnen, wurden im Voraus Vorversuche mit 0,5 U/ml Thrombin und mit
nicht-stimulierten Proben durchgefihrt.

Die Ergebnisse dieser Vorversuche wurden in der Tab. 3 unten zusammengefasst.

29



2 Material und Methoden

Tab. 3: Verdiinnungen der Proben fiir ELISA-Tests.

PF4 alle Proben 1:200
CD40L alle Proben 1:2
PDGF Thrombin 1:75

alle tbrigen Proben 1:50
RANTES Alle Proben 1:100

Zu Beginn des Versuchs wurden die aliquotierten Proben aufgetaut und nach oben

genanntem Schema (Tab. 3) verdinnt. Ebenso wurden die Standardkonzentrationen

der untersuchten Zytokine entsprechend der Herstellerangaben vorbereitet. Danach

wurden die Proben und Standards auf die ELISA-Platte aufgetragen, inkubiert und

gemaR Tab. 4 gefarbt.

Die Speicherung und Auswertung der Ergebnisse erfolgte mithilfe von Excel.

Tab. 4: Pipettierschema fiir ELISA-Tests.

Substanz/Schritt PF4 sCD40L PDGF RANTES
Assay Diluent 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Probe (verdiinnt) 50 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Inkubationszeit, Temperatur 2h, RT 2h, RT 2h, RT 2h, RT
Waschen 3 x 400 pl 4 x 400 pl 3 x 400 pl 3 x 400
i
HRP-konjugierter Cytokin- | 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
Antikorper
Inkubationszeit, Temperatur 2h, RT 2h, RT 2h, RT 2h, RT
Waschen 3 x 400 pl 4 x 400 pl 3 x 400 pl 3 x 400
pl
Substrate solution 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
Inkubation (im Dunkeln) 30 min, RT | 30 min, RT |20 min, RT |20 min,
RT
Stop Solution 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl

Messung bei 450 nm mit Wellenlangen-Korrektur bei 570 nm
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2.15 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte zusammen mit Priv.-Doz. Dr. Anna Kobsar mit
Hilfe des GraphPad Prism 9 Programms (Graph Pad Prism, San Diego, CA, USA). Der
Shapiro-Wilk-Test wurde zur Normal-Verteilungsanalyse eingesetzt.
Varianzunterschiede zwischen den Gruppen wurde mit ANOVA (one-way analysis of
variance) getestet, gefolgt vom Tukey-Kramer-Test als post-hoc-Test. P < 0,05 wurde

als statistisch signifikant eingestuft, p < 0,1 als Tendenz.

31



3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Analytische Vorgehensweise

Die zu untersuchenden Bakterienbestandteile LTX, LPS und C14 kénnen prinzipiell die
Fahigkeit besitzen, die Thrombozyten in ihrer Funktion zu beeinflussen. Die potenzielle
Wirkung des jeweiligen Toxins wurde dabei in einem mehrstufigen Versuchsschema

gepruft.

Im ersten Schritt wurde dabei mit Hilfe der Lichttransmissionsaggregometrie
festgestellt, ob die Substanzen einen Effekt auf die Agonisten-induzierte
Aggregationsfahigkeit, als eine der wesentlichen physiologischen Eigenschaften von
Thrombozyten, austben. Diese Analysen wurden im Milieu des PRP durchgefiihrt. Ziel
war es, aufzuzeigen, ob die Toxine in der Lage sind, eine submaximale Aggregation
(mit einer Schwellenwert-Konzentration der Agonisten ADP oder Kollagen) zu

inhibieren oder zu verstarken.

AnschlieBend wurde in den weiteren Schritten geklart, inwieweit sich die in der
Aggregometrie ermittelte Wirkung auch in weiteren funktionellen Bereichen, wie der
inhibitorischen Signalwege, der Aktivierungsmarker oder der Chemokinfreisetzung

nachweisen lasst.

3.2 Keine Aggregationsinduktion durch die alleinige Toxinexposition

Initial wurde untersucht, ob die Substanzen die Fahigkeit besitzen, eine Aggregation
ohne zusatzliche Stimulation mit anderen Agonisten zu induzieren. Es zeigte sich, dass
alle drei Toxine in einer Konzentration bis 10 pg/ml LTX, LPS oder C14 keine

Aggregation ausldsen, selbst ein shape change ist nicht erkennbar.

32



3 Ergebnisse

3.3 Die Wirkung von LTX auf die Thrombozytenfunktion
3.3.1 LTX und Thrombozytenaggregation

Vorab wurde bei jeder Blutprobe die individuelle ADP- und Kollagen-Konzentration
ermittelt, die eine submaximale Schwellenwertaggregation ausloste (Abb. 6). Diese
Konzentrationen lagen bei 1-5 yM ADP und 0,5-1,0 ug/ml Kollagen. Wie in Abb. 6A
ersichtlich ist, erreichte die alleinige Stimulation mit ADP eine maximale Aggregation
von 71,7 + 8,4%. Die Zugabe der héchsten LTX-Konzentration von 10 pg/ml zeigte
eine tendenzielle, allerdings nicht signifikante Hemmung der ADP-induzierten
Aggregation von 41,9 £2.2% (p<0,1). Die Werte lagen fir 0,1 pg/ml LTX bei
58,2 +15,1% und fur 1 yg/ml LTX bei 55,0 + 5,4%.
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Abb. 6: Wirkung von LTX auf die Agonisten-induzierte Aggregation.

Zunachst wurde fiir jede Probe die individuelle Schwellenkonzentration fir ADP- (1-5 pyM) und
Kollagen (0,5-1,0 pyg/ml) bestimmt. Darunter erfolgte im Anschluss die Stimulation mit 0.1, 1
oder 10 pg/ml LTX. Die Messung erfolgte tber 300 s in PRP.

(A) Gezeigt sind die Mittelwertkurven fir die Stimulation mit ADP und verschiedenen LTX-
Konzentrationen, n=3; #: p<0,1 (als Tendenz), verglichen mit der ADP-stimulierten Probe.

(B) Dargestellt sind die Mittelwertkurven fur die Stimulation mit Kollagen und verschiedenen
LTX-Konzentrationen, n=3; *: p<0,05 verglichen mit der Kollagen-stimulierten Probe.

Eine deutliche Toxinwirkung war bei der induzierten Aggregation mit Kollagen zu
verzeichnen (Abb. 6B). Eine reine Kollagenzugabe bewirkte eine Schwellenwert-
Aggregation von 76,3 + 4,7%. 0,1 uyg/ml LTX hemmte diese auf 23,1 + 7,2%, 1 ug/ml
LTX auf 15,6 + 0,5% und 10 pug/ml LTX ahnlich stark auf Werte von 19,2 £ 1,9%.
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Far die weiteren Versuche wurde die LTX-Konzentration von 1 pg/ml verwendet, da sie

bereits inhibitorische Auswirkungen auf die ADP-induzierte Aggregation und eine

signifikante Hemmung bei Kollagen zeigte.

3.3.2 LTX und VASP-Phosphorylierung

Mittels Durchflusszytometrie wurde anschlielend die Wirkung von LTX auf die VASP-

Phosphorylierung, als Schlusselmolekiul der inhibitorischen Signalwege in

Thrombozyten, untersucht (Abb. 7).
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Abb. 7: Wirkung von LTX auf die VASP- Phosphorylierung.
Gewaschene Thrombozyten wurden mit anti-VASP Ser157—Antik6rper inkubiert. Nach
Stimulation mit 1 ug/ml LTX, 1 yM PGE1 oder ohne Stimulation wurde anschlieRend die VASP-

Phosphorylierung als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) gemessen.
Gezeigt werden die Mittelwerte der MFI £ SEM in arbitrédren Einheiten (AU, arbitrary units);

n= 5. *:p<0.05 verglichen mit der unstimulierten Probe.

Im Vergleich zur unstimulierten Probe mit einer basalen VASP-Phosphorylierung von
72,8 + 9,0 AU wird durch Inkubation mit LTX eine Zunahme auf 123,2 + 15,5 AU
vermittelt. Die Positiv-Kontrolle wurde mit Prostaglandin E1 als einem Aktivator der

Adenylylzyklase durchgefihrt, wodurch die VASP-Phosphorylierung deutlich starker
auf 272,0 £ 21,3 AU anstieg.
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3.3.3 LTX und Chemokin-Sekretion

AnschlieBend wurde mit der LTX-Konzentration von 1 ug/ml der Effekt auf die Sekretion
der bedeutenden thrombozytaren Chemokine CD40L, PF4, PDGF und RANTES mittels
ELISA-Methoden untersucht (Abb. 8).
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Abb. 8: Wirkung von LTX auf die thrombozytire Sekretion.

Der Uberstand von gewaschenen Thrombozyten (unstimuliert, stimuliert mit 1ug/ml LTX oder
mit 0,5 U/l Thrombin fir 30 min) wurde auf eine 96-Well-Platte aufgetragen. Die sezernierten
Chemokine wurden mit spezifischen Antikérpern markiert, nach Zugabe von Farbreagenzien
erfolgte die fotometrische Messung.

Die Ergebnisse sind dargestellt als relative Mittelwerte + SEM bezogen auf die Kontrolle ohne
Stimulation.

(A): CD40-Ligand, n= 10; (B): PDGF, n=9; (C): PF4, n=9; (D): RANTES, n=5.

*: p<0.05, verglichen mit der unstimulierten Probe.

Es zeigte sich, dass durch eine Zugabe von LTX die mittlere Konzentration von CD40L
im Uberstand der gewaschenen Thrombozyten nicht wesentlich beeinflusst wird. Eine
alleinige Thrombinzugabe (0,5 U/l) als Positivkontrolle erreichte eine 6,6 + 1,2 fache
Erhdhung (Abb. 8A).
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LTX hatte ebenfalls keine signifikante Wirkung auf die Ausschittung von PDGF
(Abb. 8B). Bei Stimulation mit Thrombin wurde eine 4,5 + 0,6 -fache Steigerung der
Sekretion von PDGF erreicht. Auch die Freisetzung von PF4 wurde durch LTX nicht
verandert (Abb. 8C). Die Positivkontrolle mit Thrombin l6ste eine 2,3 + 0,3 -fache
Steigerung aus. Genauso blieb die Konzentration von RANTES unter LTX-Einfluss

unverandert (Abb. 8D). Im Vergleich dazu bewirkte Thrombin einen 2,6 + 0,3 -fachen
Anstieg.

3.4 Die Wirkung von C14 auf die Thrombozytenfunktion
3.4.1 C14 und Thrombozytenaggregation

Fir die Aggregationsversuche mit C14 wurden wiederum individuelle
Schwellenwertkonzentrationen fur ADP und Kollagen verwendet, welche zwischen

1-5 uM ADP und 0,5-1,0 pg/ml Kollagen lagen (Abb. 9).
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Abb. 9: Einfluss von C14 auf die Agonisten-induzierte Aggregation.

Zunachst wurde fiir jede Probe die individuelle Schwellenkonzentration fir ADP- (1-5 yM) und
Kollagen (0,5-1,0 pg/ml) bestimmt. Darunter erfolgte im Anschluss die Stimulation mit 1, 5 oder
10 pg/ml C14. Die Messung erfolgte tUber 300 s in PRP.

(A) Gezeigt sind die Mittelwertkurven fur die Stimulation mit ADP und verschiedenen C14-
Konzentrationen, n=3;.

(B) Dargestellt sind die Mittelwertkurven fir die Stimulation mit Kollagen und verschiedenen

C14-Konzentrationen, n=3; *: p<0,05, # p<0,1 (als Tendenz), verglichen mit der Kollagen-
stimulierten Probe.
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Bei der ADP-induzierten Aggregation konnte kein wesentlicher Effekt durch C14
festgestellt werden. Die Stimulation mit ADP erreichte mittlere Werte von 65,1 £ 10,3%
(Abb. 9A). Nach Zugabe von 1, 5 bzw. 10 pg/ml C14 lagen die mittleren
Aggregationswerte zwar niedriger bei 43,6 + 14,7%, 50,5 + 13,8% und 42,4 + 15,4%.
Aufgrund der individuellen Schwankungen waren diese Abweichungen aber nicht
signifikant.

Bei der Kollagen-induzierten Aggregation gab sich dagegen ein stark hemmender
Effekt durch C14 zu erkennen (Abb. 9B). Bei einer alleinigen Stimulation mit Kollagen
wurde eine Aggregation von 71,4 + 10,3 % erreicht. 1 pg/ml C14 reduzierte diese
Werte auf 25,2 £ 18,9%, 5 uyg/ml C14 auf 18,2 £ 16,7% und 10 pg/ml auf 11,5 £ 9,1%.
Fir die weiteren Versuche wurde eine Konzentration von 5 pg/ml C14 verwendet, da
diese bereits eine deutlich hemmende Wirkung auf die Aggregation mit Kollagen

zeigte.

3.4.2 C14 und VASP-Phosphorylierung

Aufgrund der aggregationshemmenden Effekte wurde im nachsten Schritt der Einfluss
von C14 auf die VASP-Phosphorylierung - analog zu LTX — gepruft (Abb. 10).
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Abb. 10: Wirkung von C14 auf die VASP- Phosphorylierung.

Gewaschene Thrombozyten wurden mit anti-VASP Ser157—Antik6rper inkubiert.

Nach Stimulation mit 5 yg/ml C14, 1 yM PGE1 oder ohne Stimulation wurde anschlielend
die VASP-Phosphorylierung als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) gemessen.

Gezeigt werden die Mittelwerte der MFI £ SEM in arbitréaren Einheiten (AU, arbitrary units);
n= 5. *:p<0.05 verglichen mit der unstimulierten Probe.
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Verglichen mit der unstimulierten Probe mit einer basalen MFI von 72,8 + 9,0 AU
wurde durch die Toxinzugabe eine Steigerung der VASP- Phosphorylierung auf
106,4 + 7,3 AU erreicht. Eine Stimulation mit PGE1 fiihrte im Vergleich zu einer noch
starkeren Zunahme auf 272,0 + 21,3 AU.

3.4.3 C14 und Chemokin-Sekretion

Im Anschluss wurde mittels ELISA die Wirkung von C14 auf die Chemokin-Sekretion

aus Thrombozyten untersucht (Abb. 11).
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Abb. 11: Wirkung von C14 auf die thrombozytéare Sekretion.

Der Uberstand von gewaschenen Thrombozyten (unstimuliert, stimuliert mit 5 pg/ml C14 oder
mit 0,5 U/l Thrombin fiir 30 min) wurde auf eine 96-Well-Platte aufgetragen. Die sezernierten
Chemokine wurden mit spezifischen Antikérpern markiert, nach Zugabe von Farbreagenzien
erfolgte die fotometrische Messung. Die Ergebnisse sind dargestellt als relative Mittelwerte

+ SEM bezogen auf die Kontrolle ohne Stimulation.

(A): CD40-Ligand, n= 10; (B): PDGF, n=9; (C): PF4, n=9; (D): RANTES, n=5.

*: p<0.05, verglichen mit der unstimulierten Probe.
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3 Ergebnisse

C14 bewirkte keinen wesentlichen Einfluss auf die Freisetzung von CD40L, PDGF,
PF4 oder RANTES (Abb. 11A-D). Gegenlbergestellt sind die Positiv-Kontrollen mit
Thrombin, die im Vergleich zur unstimulierten Probe einen erhéhten Release fur
CD40L um das 6,6 + 1,2 -fache (Abb. 11A), fir PDGF um das 4,5 + 0,6 -fache
(Abb. 11B), fur PF4 um das 2,3 + 0,3 -fache (Abb. 11C) und fir RANTES um das
2,6 + 0,3-fache (Abb. 11D) zeigten (analog zu Abb. 8).

3.5 Die Wirkung von LPS auf die Thrombozytenfunktion
3.5.1 LPS und Thrombozytenaggregation

Die Analyse der Aggregationstestung unter Einfluss von LPS wurde wiederum nach
Ermittlung der Schwellenkonzentrationen von ADP (1-5 yM ADP) und Kollagen (0,5-
1,0 pg/ml) durchgefihrt (Abb. 12).
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Abb. 12: Einfluss von LPS auf die Agonisten-induzierte Aggregation.

Zunachst wurde fiir jede Probe die individuelle Schwellenkonzentration fir ADP- (1-5 pyM) und
Kollagen (0,5-1,0 pg/ml) bestimmt. Darunter erfolgte im Anschluss die Stimulation mit 1, 5 oder
10 pg/ml LPS. Die Messung erfolgte Giber 300 s in PRP.

(A) Gezeigt sind die Mittelwertkurven fur die Stimulation mit ADP und verschiedenen LPS-
Konzentrationen, n=3;.

(B) Dargestellt sind die Mittelwertkurven fur die Stimulation mit Kollagen und verschiedenen
LPS-Konzentrationen, n=3
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Die mittlere Schwellenwert-Aggregation durch Stimulation mit ADP betrug 79,2 £ 1,9%
(Abb. 12A). Die mittleren Aggregationswerte waren nach Zugabe von 1, 5 bzw.
10 pg/ml LPS mit 86,3 £ 5,1%, 91,1 £ 2,4% und 89,9 £ 4,1% etwas hdher, aber nicht
signifikant verandert.

Bei der Kollagen-induzierten Aggregation ergab sich durch LPS-Inkubation kein
Einfluss auf die Ergebnisse (Abb. 12B).

Aufgrund der tendenziell héchsten Aggregationswerte bereits bei 5 pg/ml LPS wurde
diese Konzentration fur die nachfolgenden Versuche ausgewahlt, um einen mdglichen

aktivierenden Effekt dieser Substanz auf Thrombozyten zu untersuchen.

3.5.2 LPS und CD62P Expression

Im Anschluss wurde deshalb die Expression von CD62P (P-Selektin) auf der
Thrombozytenoberflache unter LPS-Einfluss untersucht (Abb. 13). Dieses Protein ist
einer der wichtigsten Aktivierungsmarker von Thrombozyten und fir Interaktionen mit

anderen Blutzellen von groRRer Bedeutung [118].

CD62P Expression (AU)

Abb. 13: Einfluss von LPS auf die CD62P-Expression.

Die Grafik zeigt die mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) an gewachsenen Thrombozyten
nach Inkubation mit anti-CD62P-Antikérpern und durchflusszytometrischer Detektion. Die
Thrombozyten wurden stimuliert mit Thrombin in niedriger Konzentration (0,025 U/ml), mit
LPS (5 pg/ml), mit Thrombin in niedriger Konzentration (0,025 U/ml) und LPS (5 pg/ml)
gleichzeitig oder mit Thrombin in héherer Konzentration (0,5 U/ml). Zum Vergleich dienten
unstimulierte Thrombozyten.

Die Ergebnisse sind als MFI + SEM in arbitrédren Einheiten dargestellt (AU, arbitrary units);
n=8. *: p<0,05, wie angezeigt; ns: nicht signifikant.
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3 Ergebnisse

Die basale CD62P-Expression mit 26,2 + 5,3 AU wird nach alleiniger LPS-Zugabe mit
34,9 £ 7,1 AU nicht signifikant beeinflusst. Durch Ko-Stimulation mit einer niedrigen
Thrombinkonzentration (0,025 U/ml) wird dagegen ein leicht verstarkender Effekt von
LPS von 98,1 £ 2,8 AU auf 110,1 + 2,6 AU deutlich. Bei der Positiv-Kontrolle mit hoher
Thrombinkonzentration (0,5 U/ml) stieg die Expression noch etwas starker auf
115,4 + 4,6 AU an.

3.5.3 LPS und Chemokin-Sekretion

Nachfolgend wurde wiederum der Einfluss von LPS (5 ug/ml) auf die Freisetzung der
physiologisch bedeutsamen Chemokine CD40L, PDGF, PF4 und RANTES mittels
ELISA-Methoden analyisert (Abb. 14).
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Abb. 14: Wirkung von LPS auf die thrombozytéare Sekretion.

Der Uberstand von gewaschenen Thrombozyten (unstimuliert, stimuliert mit 5 ug/ml LPS oder
mit 0,5 U/l Thrombin fiir 30 min) wurde auf eine 96-Well-Platte aufgetragen. Die sezernierten
Chemokine wurden mit spezifischen Antikérpern markiert, nach Zugabe von Farbreagenzien
erfolgte die fotometrische Messung. Die Ergebnisse sind dargestellt als relative Mittelwerte
+ SEM bezogen auf die Kontrolle ohne Stimulation.(A): CD40-Ligand, n= 8; (B): PDGF, n=9;
(C): PF4, n=6; (D): RANTES, n=6. *: p<0.05, #: p<0,1 (als Tendenz), verglichen mit der
unstimulierten Probe.
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Die Inkubation mit LPS hatte auf die Sekretion von CD40L, PDGF und RANTES keinen
signifikanten Einfluss (Abb. 14A, 14B und 14D). Eine tendenzielle, 1,4 + 0,2 -fache
Steigerung der Sekretion war fur PF4 zu erkennen (Abb. 14C).

Zum Vergleich sind auch hier die Positiv-Kontrollen mit Thrombin dargestellt, die eine
deutlich erhdhte Freisetzung fir CD40L um das 6,6 + 1,2 -fache (Abb. 14A), fur PDGF
um das 4,5 + 0,6 -fache (Abb. 14B), fir PF4 um das 2,3 + 0,3 -fache (Abb. 14C) und
fur RANTES um das 2,6 + 0,3 -fache (Abb. 14D) ergaben (analog zu Abb. 8).
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4 Diskussion

Bei einer Parodontitis wird entzindungsbedingt der gesamte Zahnhalteapparat
geschadigt [56]. Die Pathogenese der Parodontitis ist nach der heute gangigen Theorie
multifaktoriell verursacht: Als Hauptursache gilt eine Dysregulierung des oralen
Immunsystems auf eine Ansammlung pathologischer Bakterien an der Zahnoberflache.
Ebenso ist die Virulenz der Keimstdmme fir den Verlauf der Parodontitis
entscheidend [83].

Thrombozyten besitzen eine wichtige Rolle in der primaren Hamostase, wobei ihre
Fahigkeit zur Aggregation besonders bedeutsam ist [2]. Fehlregulierungen kdnnen
dabei zu verstarkten Blutungen oder zu thrombotischen Gefaliverschlissen fiihren
[119, 120]. Zusatzlich haben Thrombozyten aber auch Einfluss auf immunologische
Prozesse und sind potenziell an entzundlichen Vorgangen beteiligt [2].

Die Parodontitis wiederum gilt als ein Risikofaktor fur die Entstehung einer koronaren
Herzerkrankung [92]. AuRerdem wurden P. gingivalis und A. actinomycetemcomitans
in thrombotischen Plaques gefunden [121]. Auf der anderen Seite ist bei
Parodontitispatienten eine verstarkte Blutung beim Sondieren der Zahnfleischtaschen
zu beobachten, welche als Indikator flir das Vorhandensein einer Entzindung
steht[122] und mit einer beeintrachtigten Funktion von Thrombozyten
zusammenhangen konnte.

In einer bisherigen Studie wurde auch ein Einfluss parodontaler Bakterien auf die
Integritdt von Thrombozyten beschrieben. Jockel- Schneider et al. untersuchten,
welche Effekte verschiedene Bakterienstamme von P.gingivalis auf die
Thrombozytenfunktion ausiben. Hierbei stellte sich heraus, dass alle Bakterienstdmme
- mit unterschiedlicher Intensitat - die Aggregation stimulieren kdnnen. Auf3erdem
wurde festgestellt, dass sie eine gesteigerte P-Selektin-Expression sowie die
Phosphorylierung von Kinasen aktivierender Signalwege (z.B. PKC) induzieren
kénnen [123].

In dieser Arbeit wurde analysiert, welche Wirkungen durch bakterienspezifische Toxine

auf Thrombozyten vermittelt werden. Dazu wurden neben LPS von P.gingivalis, LTX

von A. actinomycetemcomitans und C14 von F.nucleatum ausgewahilt.
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Das besondere Augenmerk liegt hierbei auf der Stimulation und Inhibition der
Aggregationsfahigkeit sowie der Freisetzung immunologisch wirksamer Substanzen
durch die Zugabe der bakterienspezifischen Toxine.

Experimentell wurde initial die Wirkung der einzelnen Toxine auf die Aggregation als
eine der wesentlichen physiologischen Funktionen von Thrombozyten untersucht [117].
Als eine wichtige Standardmethode, die auch zur Routinediagnostik zur Abklarung von
Thrombozytenfunktionsstérungen verwendet wird, gilt hierbei die Messung der
Aggregation mittels Lichttransmission [116]. Um auch schwache Effekte der Toxine zu
identifizieren, wurde bei der Dosierung der Induktoren ADP und Kollagen jeweils die

individuelle Schwellenwert-Konzentration ermittelt.

Da keine Vorpublikationen vorlagen, wurden fir die experimentellen Analysen

verschiedene Toxindosierungen in einem breiten Konzentrationsbereich eingesetzt.

Bei meinen initialen Aggregationsstudien mit den Toxinen wurde ersichtlich, dass die
untersuchten bakteriellen Substanzen allein keine Induktion der Aggregation in vitro im
ausgewahlten pM-Bereich ausuben. Die Untersuchungen mit threshold-
Konzentrationen der beiden klassischen Agonisten ADP und Kollagen liel3en
schliellich Rickschlisse auf hemmende oder aktivierende Wirkungen zu, die durch
weiterfihrende Analysen mittels Bestimmung der VASP-Phosphorylierung, der
Chemokin-Freisetzung und der P-Selektin-Expression erganzt wurden. Durch diese
Vorgehensweise waren ausschlief3lich hemmende (F.nucleatum,

A. actinomycetemcomitans) und aktivierende (P.gingivalis) Effekte nachweisbar.

Bei den hemmenden Mechanismen spielt die VASP-Phosphorylierung eine
grundlegende Rolle, die Uber die cAMP- und cGMP-abhangigen Signalwege und die
Aktivitdt von PKA und PKG reguliert wird. Mit zunehmender Phosphorylierung, die an
Ser™ und Ser”®® erfolgen kann, setzt eine Thrombozyteninhibition ein. Der
Glykoproteinllb/llla-Rezeptor (als Fibrinogenrezeptor), verbleibt auf diese Weise in der
nicht-aktiven Form, die Mobilitdt der Aktinfilamente und die Aggregation werden
gehemmt [124].

Bei der Aktivierung von Thrombozyten werden dagegen Granulainhaltsstoffe an die
Membranoberflache transferiert und kdénnen dort als Liganden fir Thrombozyten-
Zellinteraktionen dienen, wie zum Beispiel bei P-Selektin. Zahlreiche, in den Granula

gespeicherten Substanzen, wie zum Beispiel CD40, RANTES, PF4, kénnen zudem
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aus den Thrombozyten parakrin sezerniert werden und als Chemokine auf umgebende

Zielzellen einwirken [125].

LTX war in meinen Experimenten in der Lage, insbesondere die Kollagen-induzierte
Aggregation abzuschwéachen. Die thrombozytenhemmende Eigenschaft von LTX
wurde durch die erhdhte basale VASP-Phosphorylierung in LTX-prainkubierten
Thrombozyten bestatigt. Vom Ausmall handelt es sich auch hierbei um eine
submaximale Hemmung, da sich mit 1 yM PGE1 als potenten AC-Aktivator zweifach
hohere Werte der VASP-Phosphorylierung erzielen lieRen. Eine Freisetzung von
Chemokinen durch LTX war passend zum beobachteten Hemmeffekt nicht
nachweisbar.

In friheren Toxizitatsstudien von Balashova et al wurde gezeigt, dass LTX-
Konzentration in Bereich von 44 nM bis 176 nM (5 bis 20 pg/ml) zu einer
dosisabhangigen Erythrolyse fiihren kénnen [126].

Hierbei wird zuerst die ZellgréRe vermindert und anschlielend das Zellvolumen erhéht,
bis die Zelle schliellich aufgelést wird. Auflerdem ist die Interaktion mit dem P,X-
Purinozeptor 7 auf Erythrozyten sowie die Freisetzung von ATP fur die Hamolyse
mitverantwortlich [127]. Da Thrombozyten zwar in der Aggregation gehemmt werden,
aber weiterhin viabel und funktionsfahig bleiben, scheinen Thrombozyten gegeniber
LTX robuster als andere Zelltypen zu sein.

Zudem wurde eine verstarkte Freisetzung von P-Selektin bei Thrombozyten von
gesunden Probanden nach der Zugabe von Aggregatiobacter-Stammen in vitro
nachgewiesen [128]. Allerdings wurden hier bakterielle Kulturen direkt verwendet und
daher dirfte es sich nicht um reine LTX-abhangige Effekte, sondern um komplexe
Mechanismen handeln. Beispielsweise wird von gramnegativen Bakterien das
cytolethal distending toxin (Cdt) produziert [129]. Hier ist unter anderem bekannt, dass
das Cdt von A. actinomycetemcomitans die Zahnfleischepithelschicht beschadigen
kann [130]. Welchen Effekt dieses Toxin speziell auf die Thrombozyten vermittelt, ist
aber unklar. Gleiches gilt fir die Studie von Laky et al [131], die nach Inkubation mit
parodontalen Pathogenen eine Verminderung der VASP-Phosphorylierung gezeigt
hatten. Eine Rolle bei der Toxin-abhangigen Reaktion konnten TLR spielen, die auch
auf der Thrombozytenoberflache vorhanden sind [132]. A. actinomycetemcomitans hat
in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK 293) gleichermalRen Einfluss auf TLR2
und TLR4 [133]. AulRerdem wurde gezeigt, dass die Freisetzung von Chemokinen aus

Makrophagen via TLR2 und TLR4 stattfindet und abhangig von den Dosierungen der
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Bakterien(-bestandteile) und des Infektionszeitraums ist [134]. Weitere beeinflussende

Faktoren sind die Kultivierungsbedingungen und die Art der Bakterienstamme [87].

Analog zu LTX verursachte auch C14 in meinen Versuchen eine Hemmung der
Kollagen-induzierten = Schwellenwert-Aggregation. Eine ebenso nachgewiesene
Steigerung der VASP-Phosphorylierung unterstreicht zusatzlich den inhibitorischen
Effekt des Toxins auf die Thrombozyten. Wie bei LTX handelt es sich hierbei um eine
partielle, eher schwache Hemmung. Auch eine induzierte Freisetzung der Chemokine
war nicht nachweisbar.

Es ist bekannt, dass das Vorhandensein von F.nucleatum als ein Ausloser fur eine
gingivale Entzindung gilt, welche eine Sekretion von Sulkusfluid und damit eine
Nahrungsquelle fiir andere parodontale Bakterien bewirkt [135] und fir die Ko-
Aggregation anderer Bakterienstamme verantwortlich ist [136]. Eine entscheidende
Rolle spielen bakterielle Oberflachenmolekiile (Fap2), durch die eine Zelladhasion
vermittelt wird [137].

AuBBerdem besitzt das Bakterium die Fahigkeit zur Adhasion an andere Zellen wie
Makrophagen, Lymphozyten und Fibroblasten. Bei allen Zelltypen ist das gleiche
Galaktose-bindende Adhasin als Schlisselmolekil verantwortlich [138]. Zudem wurden
Auswirkungen auf Erythrozyten beobachtet. 1980 untersuchten Dehazya und Coles
die durch F.nucleatum verursachte Hamoagglutination unter verschiedenen
Bedingungen [139]. Ebenso wie bei den obengenannten Zellarten spielten auch hierbei
Hamagglutinine, die zu der Gruppe der Adhasine zahlen, eine entscheidende
Rolle [139, 140].

Falkner et al. zeigten dagegen eine Hamolyse durch die Zugabe des Bakteriums [141].
Hier sind Bakterien-Erythrozytenbindungsstellen wahrscheinlich, die auf der
Zelloberflache sowie bei LPS-Extrakten gefunden wurden [140, 142]. Inwieweit sich
LTX spezifisch an Thrombozten binden kann, ist bisher ungeklart.

Es wurden allerdings andere Pathomechanismen beschrieben, die eine Beeinflussung
hamostatischer Prozesse erklaren konnten. So ist die Entstehung eines Lemierre-
Syndroms mit thrombophlebitischen Ereignissen zwar meistens auf eine Infektion mit
dem Fusobakterium necrophorum (F. necrophorum ) zuriickzufiihren, jedoch sind auch
Falle im Zusammenhang mit einer F.nucleatum-Infektion bekannt [143].
F. necrophorum bindet an das hochmolekulare Kininogen, welches ein Kofaktor fir den
Gerinnungsfaktor XI ist. Damit wird eine Aktivierung der intrinsischen Hamostase
bewirkt [144].
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Das LPS von F.nucleatum hat aulierdem eine hohe Affinitdt zu TLR4 [145], dessen
Stimulation eine Thrombozytenaktivierung auslésen kann [146]. Aullerdem ist eine

Stimulation von leukozytaren TLR2 durch das Bakterium mdglich [134].

LPS von P.gingivalis konnte in meinen Experimenten die ADP- oder Kollagen-
induzierte Schwellenwert nicht wesentlich verandern. In friheren Studien wurde
festgestellt, dass P.gingivalis sowohl auf Erythrozyten [147] als auch auf Thrombozyten
einwirken kann [148, 149]. Das Bakterium hat die Fahigkeit eine Hamagglutination zu
induzieren, wobei P.gingivalis mindestens finf hamagglutinierende Molekile
produziert [150].

Bereits Assinger et al. beschrieben eine Korrelation der Iéslichen P-Selektin-
Plasmaspiegel mit der Schwere der Parodontitis-Erkrankung [128]. In vitro |8sten
1 x 108/ml Keime von P.gingivalis eine gesteigerte CD62P-Freisetzung im PRP aus.
Jedoch konnte keine gesteigerte P-Selektin-Expression auf der
Thrombozytenoberfliche von Parodontitispatienten gefunden werden. Diese kénnte in
vivo z.B. durch Endothelzellen und Leukozyten auf komplexe Weise, und nicht nur
durch LPS, reguliert werden.

Experimentell war in dieser Arbeit nachweisbar, dass durch eine Zugabe von LPS die
CD62P-Expression bei Thrombin-kostimulierten Thrombozyten im Sinne einer leichten
Thrombozytenaktivierung verstarkt wird, wodurch thrombotische Mechanismen oder
Interaktionen der Thrombozyten mit anderen Blutzellen ausgel6st werden konnten.
Passend zu diesem Befund wurde in friheren Studien eine verminderte VASP-
Phosphorylierung bei PGE-stimulierten Thrombozyten durch die Zugabe von
P.gingivalis-Stammen festgestellt [131].

LPS bewirkte auch die submaximale Freisetzung von CD40L, PF4 und RANTES als
physiologisch bedeutsame Chemokine. Wie F.nucleatum kann P.gingivalis in humanen
parodontalen Ligamentzellen sowohl TLR2 als auch TLR4 aktivieren und eine
Chemokinfreisetzung stimulieren [151].

Li et al. wiesen nach, dass die Entstehung einer Arteriosklerose uber einen TLR-
vermittelten Weg maoglich ist [152]. Eine Thrombozytenaktivierung kann ebenfalls durch
TLR2 und TRL4 stimuliert werden [146]. Weitere Studien mussten klaren, ob LPS von
P.gingivalis ebenfalls Gber thrombozytare TLR Effekte induzieren kann.

AuBRerdem wurde nachgewiesen, dass LPS (ber die Aktivierung der Rho GTPase

Cdc42 einen stimulierenden Effekt auf Thrombozyten hat [153].
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4.1 Limitationen

Fir die Analysen wurden ausgewahlte Konzentrationen der bakteriellen Substanzen
eingesetzt, um Effekte auf die Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten zu Uberprifen.
Uber die klinische Relevanz der erzielten Ergebnisse kann zwar keine generelle
Aussage gemacht werden, da es sich nur um einen Aspekt in einem komplexen
Pathomechanismus der Parodontitis handelt. Die Bedeutung der Toxine fir die
Thrombozytenfunktion lasst sich aber einordnen: Durch die Analysen konnten den
bakteriellen Substanzen jeweils hemmende (LTX, C14) bzw. aktivierende (LPS)
Wirkungen zugeschrieben werden. Im nachsten Schritt ist es erforderlich, umfassende
Dosis-Wirkungs-Studien durchzufiihren, um die mdgliche pathophysiologische
Bedeutung noch besser einordnen zu kdénnen. Von Interesse ware es deshalb auch,
welche Konzentrationen der Substanzen in vivo im Bereich des entzundlich
veranderten Gewebes erreicht werden. Es stellt sich insbesondere die Frage, ob in
vivo lokal auch Konzentrationen im pM-Bereich erreicht werden kénnen. Dabei ist
zudem zu berlcksichtigen, dass in vivo sicherlich mehrere bakterielle Substanzen
gleichzeitig vorhanden sind, die auf Thrombozyten parallel einwirken. Hier in der Arbeit
wurden allerdings nur isolierte Toxinwirkungen gepruft. Die kombinatorische Wirkung

muss in weiteren Studien naher untersucht werden.

AulBerdem war der Fokus dieser Arbeit auf essenzielle thrombozytdre Systeme
gerichtet. Eine Untersuchung weiterer Systeme ist deshalb erforderlich: Interessant
sind hier zum Beispiel die TLR-Signalwege und die CD62P-abhangige Interaktion von
Thrombozyten mit anderen Zellen wie zum Beispiel Leukozyten, uUber die sowohl
hamostatische als auch immunologische Effekte von Thrombozyten vermittelt
werden [17]. Des Weiteren wurde die Aggregation der Thrombozyten in vitro
untersucht. In welchem Ausmal® die Adhéasionsfahigkeit an GefalRoberflachen
beeinflusst wird, muss zunachst in weiteren Versuchsreihen, z.B. durch Flusskammer-
Experimente, geklart werden.

Es wurde bereits gezeigt, dass thrombozytenhemmende Medikamente Einfluss auf die
Entstehung einer Parodontitis bei Ratten haben [154]. Da in dieser Arbeit
Thrombozyten von gesunden Personen verwendet wurden, kann keine Aussage uber
Thrombozyten getroffen werden, die bereits durch Medikamente in ihrer Funktion
gehemmt sind. So stellt sich die Frage, inwieweit eine pharmakologische
Aggregationshemmung (z.B. durch Acetylsalicylsdure) durch Bakterientoxine

beeinflusst werden kann.
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4.2 Ausblick

Um mogliche therapeutische Angriffspunkte zu ermitteln, ware es von Bedeutung, die
fur die Signalweiterleitung verantwortlichen Rezeptoren (z.B. TLR) und beteiligte
Signalweiterleitungskaskaden zu identifizieren.

Eine Rolle zur Verbesserung oder Verschlechterung des Krankheitsgeschehens bei
Parodontitis  kdnnten  auch  thrombozytenhemmende  Medikamente  (z.B.
Acetylsalicylsaure) spielen. Bei Infektionen vermehrt mit A. actinomycetemcomitans
oder F. nucleatum ware darunter mit einer erhdhten oralen Blutungsneigung zu
rechnen und daher nicht empfehlenswert. Bei einer ausschliellichen Infektion zum
Beispiel mit P.gingivalis kdnnte es sich dagegen um einen therapeutischen Ansatz
handeln, um mikrothrombotischen gingivalen Komplikationen entgegenzusteuern.
Dieser denkbare Zusammenhang miusste aber zunachst in klinischen Studien gepruft

werden.

Uber die gezeigten Ergebnisse hinaus ist zu bedenken, dass orale Bakterien nicht nur
zur Pathogenese der Parodontitis beitragen kénnen, sondern auch zu kurzfristigen
Bakteriamien, z.B. bei parodontalen Behandlungen, fihren kénnen. Welche Effekte
dadurch systemisch oder in Gefaflen durch Interaktionen mit Thrombozyten initiiert
werden, bleibt ebenfalls Gegenstand weiterer Untersuchungen. Bekanntermalien
kbnnen Bakteriamien z.B. bei Herzklappenerkrankungen zu schwerwiegenden
Komplikationen fiihren. Dabei ware auch zu klaren, welche Rolle eine Antibiose bei der

Therapie der Parodontitis spielen kdnnte.
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5 Zusammenfassung

Diese Arbeit untersuchte die Wirkung von bakteriellen Substanzen auf essenzielle
thrombozytére Funktionen. Bei den Substanzen handelte es sich um Toxine von
Bakterien, die mutmalRlich zur Pathogenese der Parodontitis beitragen.

Wahrend LTX von Bakterium A. actinomycetemcomitans und C14 von F. nucleatum
zur Hemmung der Aggregation und zur Stimulation inhibitorischer Systeme beitragt,
induziert LPS von P. gingivalis eine leichte Aktivierung der Thrombozyten,

gekennzeichnet durch eine gering verstarkte P-Selektin-Expression (Abb. 15).

LTX
\LPS \

Thrombozytenaggregation

Abb. 15: Wirkung der untersuchten Substanzen auf die Thrombozytenfunktion.
mit freundlicher Genehmigung von Frau Priv.-Doz. Dr. Anna Kobsar

Die untersuchten bakteriellen Substanzen kénnen auRerdem Auswirkung auf weitere
regulatorische Systeme in Thrombozyten (beispielsweise TLR-assoziierte Signalwege
oder CD2P-abhangige Thrombozyten-Zell-Interaktionen) haben und auf diese Weise
den klinischen Verlauf einer Parodontitis potenziell beeinflussen. Die Untersuchung
dieser weiteren thrombozytaren Systeme sind erforderlich, um die pathophysiologische

Bedeutung der Ergebnisse weiter einordnen zu kdnnen.
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Appendix

. Abkurzungsverzeichnis

A.actinomycetemcomitans Aggregatibacter actinomycetemcomitans
AAP American Academy of Periodontology
AC Adenylatzyklase
ADA American Dental Association
ADP Adenosindiphosphat
AMP antimikrobielle Peptide
AMP Adenosinmonophosphat
ATP Adenosintriphosphat
BOP Bleeding on Probing
C14 C14-Tri-LAN-Gly
ca* Calcium
CAL Clinical Attachment Level
cAMP cyclischen Adenosinmonophosphat
CD40L CD40 Ligand
CdtC cytolethal distending toxin
cGMP zyklischen Guanosinmonophosphat
COX Cyclooxygenase
DAG Diacylglycerin
DAMP Damage-associated Molecular Pattern
DNA Desoxyribonukleinsaure
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
F. necrophorum Fusobacterium necrophorum
FACS Fluorescence-activated-cell sorting
FcR Fc- Rezeptoren
fMLP f-Met-Leu-Phe
F.nucleatum Fusobacterium nucleatum
GCF gingivale SulkusflUssigkeit
GDP Guanosindiphosphat
GPCRs G- Protein- gekoppelte Rezeptoren
GT gewaschenen Thrombozyten

GTP Guanosintriphosphat
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HEK 293
iE-DAP

MPV

NF-kB
NLRs

NO

P. gingivalis
P2Y4, P2Y4;
PAF
PAMPs

PAR1 und PAR4

PCT
PDGF
PF4
PGI2
PGNs
PI3K
PIP2
PIP3
PKA
PKC
PKG
PLC
PMN
PPP

humane embryonale Nierenzellen
y-D-Glutamyl-Meso- Diaminopimelinsdure
Interleukine

Prostacyclin- Rezeptor

Inositol 1,4,5- Triphosphat
Lymphozytenfunktions-assoziiertes Antigen 1
Lipopolysaccharide

Leukotoxine

LtxA von A.actinomycetemcomitans
Muramyldipetitid

mean fluorescence intensity
Matrix-Metalloproteinasen

mittelere Plattchenvolumen

Nuclear factor-k-light-chain-enhancer of activated B cells
NOD-like-Rezeptoren

Stickstoffmonoxid

Porphyromonas gingivalis

ADP Rezeptoren

platelet activating factor
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