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Abkürzungen: 
 
°C Grad Celsius 

% Prozent 

AC Adenylatzyklase 

ADP, ATP Adenosindiphosphat, Adenosintriphosphat 

APS Ammoniumpersulfat 

B. burgdorferi Borrelia burgdorferi 
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Ca2+ Calzium 

CaMK II Calzium-Calmodulin-abhängige Kinase II 
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COX-1 Zyklooxygenase 1 

C. perfringens Clostridium perfringens 

DAG Diacylglycerin 

DIC disseminierte intravasale Gerinnung 

E. coli Escheria coli 

EfB Extrazelluläres Fibrinogen bindendes Protein 

ESPED Erhebungseinheit für seltene pädiatrische 

Erkrankungen in Deutschland 

FbsA Fibrinogenbindeprotein  

FcγRIIA thrombozytärer Fc-γ-Rezeptor IIA 

g Gramm 

g Erdbeschleunigung = 9,81 m/s2 

GBS Streptokokken der Gruppe B  

Glc Glucose 

GP Glykoprotein 

GTP Guanosintriphosphat 

H. pylori Heliobacter pylori 
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ITP ideopathische thrombopenische Purpura 

JNK/SAPK c-Jun-Amino-terminale Kinase/Stress-aktivierte 

Protein-kinase 

l, ml, µl Liter, Milliliter, Mikroliter 

LDL Low density proteins 

kDa Kilodalton 

m, cm, µm, nm Meter, Zentimeter, Mikrometer, Nanometer 

M, mM, µM Mol, Millimol, Mikromol 

MARCKS Myristolated alaninreiches PKC-Substrat 

min Minute 

MLC, MLCK Myosinleichtketten, Myosinleichtkettenkinase 

P38MAPK p38-mitogen-aktivierte Proteinkinase 

PAAP platelet aggregation-associated protein 

PAI-1 Antithrombinaktivatorinhibitor Typ 1 

PBS Phosphate buffered saline 

PI-3K Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase 

PKB/Akt Proteinkinase B (Gen: Akt) 

PLC, PLCγII Phospholipase C, Phospholipase CγII 

PKC Proteinkinase C 

PMP Thrombozytäres mikrobizides Protein 

PPP Plättchenarmes Plasma (platelet-poor plasma) 

PRP Plättchenreiches Plasma (platelet-rich plasma) 

PSGL-1 P-Selektin-Glykoprotein-Ligand 

RNA Ribonukleinsäure 

rpm Umdrehungen pro Minute 

RT Raumtemperatur 

S. Streptococcus 

S. aureus Staphylokokkus aureus 

SclA streptococcal collagen-like surface protein 

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate) 

SEM Standardfehler 



 

 

TBS Tris buffered saline 

TEMED Tetramethylethylendiamine 

tPMP Thrombin induziertes thrombozytäres mikrobizides 

Protein 

v Volumen (volume) 

VASP Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein 

w Gewicht (weight) 
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1 Einleitung 

1.1 Einführung 

Infektionen mit Streptokokken der Gruppe B (GBS) sind immer noch die 

häufigste Ursache für early-onset Erkrankungen des Neugeborenen in den 

Industrieländern (Luck et al. 2003). Early-onset Infektionen zeichnen sich durch 

den Krankheitsbeginn in den ersten Lebenstagen aus und verlaufen fulminant 

als Meningitis und Sepsis mit petechialen Einblutungen, thromboembolischen 

Ereignissen, verschiedenen inflammatorischen Reaktionen bis hin zum 

septischen Schock (Speer 2005). Bei den erkrankten Neugeborenen führt dies 

zu einer beachtlichen neonatalen Morbidität, zu einer erhöhten Mortalität und 

längerfristig zu neurologischen Spätkomplikationen (Puopolo et al. 2005). Die 

Inzidenz einer early-onset Erkrankung beträgt dabei 3 - 6 Infektionen auf 1000 

Geburten (Luck et al. 2003). In der Regel beruht der Infektionsweg auf einer 

Übertragung des Keims von der Mutter auf das Neugeborene. Eine 

symptomlose Besiedlung des Vaginaltraktes mit GBS findet sich bei 15 - 35 % 

aller Schwangeren und steht dabei im klaren Gegensatz zur niedrigen 

Häufigkeit der Erkrankungen beim Neugeborenen (Taylor et al. 2002). Diese 

vordergründige Diskrepanz lässt sich aber unter anderem durch den 

unterschiedlichen Reifegrad der Neugeborenen und die unterschiedliche 

Pathogenität einzelner Streptokokkenstämme erklären.  

 

 
Abbildung 1: a) Klinisches Bild einer GBS-Infektion und b) prozentualer Anteil von GBS 
an der early-onset Sepsis (Berner 2003) 
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Ein präventiver Ansatz stellt die sogenannte intrapartale Chemoprophylaxe mit 

einem Antibiotikum dar. Die erste Wahl hierbei sind initial 5 Millionen Einheiten 

Penicillin G intravenös, darauf folgen 2,5 Millionen Einheiten alle 4 Stunden bis 

zur Geburt (Schrag et al. 2002). Diese Antibiotikaprophylaxe ist dann indiziert, 

wenn GBS im Urin nachgewiesen werden kann oder wenn Risikofaktoren 

bestehen. Risikofaktoren hierbei sind ein unbekannter GBS-Status sechs 

Wochen vor dem Geburtstermin und entweder Schwangerschaftsalter unter 37 

Wochen oder Blasensprung 18 Stunden oder mehr vor der Geburt oder 

mütterliche Temperatur von 38°C oder höher. Weiterhin zählen eine positive 

GBS-Kultur zwischen der 35. und 37. Schwangerschaftswoche und ein 

vorheriges Neugeborenes mit einer GBS-Infektion dazu (Apgar et al. 2005). 

Besonders erhöhen also Frühgeburtlichkeit, frühzeitiger Blasensprung oder eine 

Chorioamnionitis das Risiko einer von GBS verursachten early-onset Sepsis 

(Benitz et al. 1999). Bei jedem Infektionsfall weisen die klinischen Symptome 

der septikämischen Erkrankung auf eine pathophysiologische Beteiligung des 

Gerinnungssystems hin. 

1.2 Thrombozyten – Physiologie und Pathophysiologie 

Die Existenz von Thrombozyten oder Blutplättchen wurde 1882 erstmals von 

dem italienischen Pathologen Guilo Bizzozero beschrieben (Ribatti et al. 2007, 

Dyke 1924). Mit einem Durchmesser von 2 – 4 µm sind die Thrombozyten die 

kleinsten korpuskulären Bestandteile des zirkulierenden Blutes und haben im 

Ruhezustand eine typisch diskoide Form mit einer Oberfläche von 8 µm2. Ihre 

physiologische Konzentration im Blut beträgt 150000 bis 300000 pro µl. 

Nachdem die Thrombozyten durch Abschnürung aus den Megakaryozyten im 

Knochenmark entstanden sind, haben sie eine durchschnittliche Überlebenszeit 

von 7 bis 10 Tagen und werden schließlich in der Leber und in der Milz 

abgebaut (Gawaz 1999). Die Thrombozyten besitzen keinen Zellkern, enthalten 

aber RNA in geringen Mengen und sind somit in gewissen Maßen dazu fähig, 

auf physiologische Stimuli mit einer Proteintranslation zu antworten (Macaulay 

et al. 2005). 
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Die Thrombozyten spielen in der primären Blutstillung (Hämostase) eine 

zentrale Rolle (Moore 1984). Wenn ein Blutgefäß verletzt ist, sorgen sie schnell 

dafür, die Blutung zu stillen und den Blutverlust zu stoppen (Holmsen 1989, 

Troup und Luscher 1962). Durch den Gefäßschaden kommen die 

Thrombozyten mit der subendothelialen extrazellulären Matrix in Kontakt, die 

aus Kollagen, Elastin, von-Willebrand-Faktor (vWF), Thrombospondin, 

Mukopolysacchariden, Fibrinogen und Fibrin besteht. Die Blutplättchen 

adhärieren schnell an diese Matrixproteine, werden aktiviert, verändern ihre 

Form und aggregieren, um die Wunde zu verschließen (Williams et al. 1995). 

Verschiedene Glykoproteine (GP) in der Plasmamembran der Thrombozyten 

sind bei der Adhäsion und der Aggregation von erheblicher Bedeutung. Die 

Integrine, der von-Willebrand-Faktor-Rezeptor GP Ib-IX-V und der 

Fibrinogenrezeptor GP IIb-IIIa, sind dabei durch ihre Interaktion mit vWF und 

Fibrinogen besonders wichtig (Schmugge et al. 2003). Bindet vWF an GP Ib-IX-

V, führt dies intrazellulär zu einer Signalkaskade, die unter anderem eine 

Konformationsänderung des GP IIb-IIIa in einen aktivierten Zustand bewirkt. 

Der aktivierte Fibrinogenrezeptor kann nun neben Fibrinogen auch vWF, 

Fibronektin, Vitronektin und Thrombospondin binden, diese Prozesse sind Teil 

der Thrombozytenaktivierung (Troxler et al. 2007, Ni et al. 2003). Sowohl durch 

die oben genannten Matrixbestandteile, aber auch durch lösliche Agonisten wie 

ADP, Thrombin oder Thromboxan werden die Thrombozyten aktiviert. Bei der 

Aktivierung finden in den Thrombozyten verschiedene Prozesse statt. Es 

werden sowohl Oberflächenrezeptoren wie beispielsweise der 

Fibrinogenrezeptor aktiviert als auch verschiedene regulierende intrazelluläre 

Signalwege aktiviert oder gehemmt. Weiterhin steigt die intrazelluläre 

Calciumkonzentration und bewirkt so eine Formveränderung der Thrombozyten 

(„shape change“) durch das kontraktile Aktin-Myosin-System mit 

Pseudopodienbildung und Spreizung. Schließlich werden auch die 

intrazellulären Granula ausgeschüttet, dies wird als Sekretion bezeichnet 

(Gawaz 1999). Die Thrombozyten enthalten drei verschiedene Formen von 

Granula (Bang und Wilson 1999). Die dichten Granula sind nach ihrer 

elektronenmikroskopischen Dichte benannt und bestehen aus ADP, ATP, 



 

4 

Serotonin und Calcium. Die Ausschüttung dieser Bestandteile ist in erster Linie 

für die Thrombozytenaggregation von Bedeutung (Wu 1996). Die α-Granula 

enthalten verschiedene Proteine, die neben der Thrombozytenadhäsion und 

Plättchenaggregation auch an verschiedensten Prozessen, wie Chemotaxis, 

Proliferation und Inflammation, beteiligt sind. Die lysosomalen Granula sind mit 

den Lysosomen anderer Zellen vergleichbar (Bennett und Kolodziej 1992). Bei 

der Thrombozytenaggregation werden zwei Thrombozyten über 

Fibrinogenbrücken miteinander verbunden (Ruggeri und Mendolicchio 2007). 

Der Ablauf lässt sich in zwei Phasen aufteilen. Ein entwickelnder Thrombus ist 

initial fragil und kann durch den Blutstrom wieder aufgelöst werden. Durch die 

prokoagulatorische Aktivität der Plättchen wird der fragile Thrombus schließlich 

mit einem Fibrinnetz stabilisiert (Andrews et al. 1990).  

 

P-Selektin (CD62P) ist neben E- und L-Selektin (CD62E und CD62L) ein Teil 

der Selektinfamilie von Adhäsionsrezeptoren, die die Bindung an spezifische 

Kohlenhydrate enthaltende Liganden vermitteln (Ley 2003). So mediieren sie 

die Adhäsion zwischen Leukozyten, Thrombozyten und Endothelzellen (Polgar 

et al. 2005). E-Selektin befindet sich auf zytokinaktivierten Endothelzellen und 

vermittelt die Granulozytenadhäsion, während L-Selektin an der Adhäsion von 

Leukozyten an Endothelzellen beteiligt ist. L-Selektin findet man konstitutiv auf 

Leukozyten und es wird bei der Aktivierung von der Leukozytenoberfläche 

abgeschert (Gawaz 1999). P-Selektin kommt in den α-Granula der 

Thrombozyten und in den Weibel-Palade-Körperchen von Endothelzellen vor 

(McEver et al. 1989, Kansas 1996). Als Antwort auf inflammatorische Stimuli 

wird P-Selektin innerhalb von Sekunden aus den Weibel-Palade-Körperchen 

auf die Endotheloberfläche exprimiert (Frenette et al. 1998). Das thrombozytäre 

GP Ib, ein Teil des von-Willebrand-Faktor-Rezeptors GP Ib-IX-V, ist ein 

Rezeptor für P-Selektin. Folglich rollen sich Thrombozyten auf aktiviertem 

Endothel ab. Dieses Phänomen lässt sich durch Antikörper gegen P-Selektin 

und GP Ib blockieren (Romo et al. 1999). Weiterhin wird der P-Selektin-

Glykoprotein-Ligand 1 (PSGL-1) auf Thrombozyten präsentiert. PSGL-1 

assoziiert sich mit P-Selektin und vermittelt thrombozytäres Rollen auf der 
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Endotheloberfläche unter erhöhten Scherkräften (Frenette et al. 2000). Ähnlich 

wie in den Endothelzellen wird auch bei Thrombozyten nach der Aktivierung P-

Selektin mit der α-Granulamembran in die Zellmembran eingebaut und kann so 

Zelladhäsion vermitteln (Polgar et al. 2005). P-Selektin ist ein wichtiger 

Adhäsionsrezeptor für Leukozyten bei der Inflammation. Fehlt P-Selekin zum 

Beispiel in Mäusen, so können hieraus resultierende Defizite im 

Leukozytenverhalten nachgewiesen werden. Eine erhöhte Zahl von 

zirkulierenden Granulozyten, fehlendes Abrollen von Leukozyten in 

Mesenterialvenen und verzögerte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten 

in den Peritonealraum bei der Inflammation sind die Folge (Mayadas et al. 

1993). 

 

Für ADP sind an Thrombozyten neben einer Bindungsstelle am GP-IIb-IIIa-

Komplex drei verschiedene Rezeptoren P2X1, P2Y1 und P2Y12  bekannt (Daniel 

et al. 1998, Gachet 2005, Gawaz 1999). Der P2X1-Rezeptor ist ein Liganden-

gebundener Ionenkanal, der für den schnellen Calciumeinstrom durch ATP 

verantwortlich ist (Vial et al. 2003; Fung et al. 2007). Insgesamt ist dieser 

Rezeptor unfähig, Aggregation selbst zu vermitteln (Takano et al. 1999). Es 

konnte aber gezeigt werden, dass er an Kollagen und Scherkraft-induzierter 

Aggregation beteiligt ist (Toth-Zsamboki et al. 2003; Hechler et al. 2003). So 

spielt er eine Rolle bei Thrombusbildung in kleinen Arterien (Hechler et al. 

2003). Der P2Y1-Rezeptor ist an inhibitorische G-Proteine Gi gekoppelt. Er 

vermittelt so über die Aktivierung der Phospholipase C (PLC) die Freisetzung 

von intrazellulären Calciumionen, was zu einer thrombozytären Formänderung 

führt (Jin et al. 1998). Wird der P2Y1-Rezeptor durch selektive kompetitive 

Antagonisten in seiner Funktion behindert, lässt sich die Aggregation durch 

ADP inhibieren. Dies zeigt, dass der P2Y1-Rezeptor eine wichtige Rolle bei der 

Initiation einer Aggregation spielt (Hechler et al. 1998). Genau wie der P2Y1-

Rezeptor ist auch der P2Y12-Rezeptor an inhibitorische G-Proteine Gi2 

gekoppelt (Ohlmann et al. 1995). Nachfolgend wird die Adenylatzyklase (AC) 

inhibiert (Hollopeter et al. 2001), so dass die verhinderte cAMP-Produktion 

keinen ursächlichen, aber einen fördernden Effekt für die Plättchenaktivierung 
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hat (Savi et al. 1996). Zusätzlich wird durch den geringen cAMP-Spiegel die 

Phosphorylierung des Vasodilatator-stimulierten Phosphoproteins (VASP) 

verhindert, das phosphoryliert ein negativer Modulator für die 

Fibrinogenrezeptoraktivierung ist (Horstrup et al. 1994). Weiterhin  stimuliert der 

P2Y12-Rezeptor die Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI-3K), die für die 

Aufrechterhaltung der Aggregation wichtig ist (Kauffenstein et al. 2001). 

Daneben wird auch die kleine GTPase Rap1b durch einen PI-3K-unabhängigen 

Mechanismus aktiviert (Larson et al. 2003). Neben der Initiation einer 

Aggregation durch den P2Y1-Rezeptor ist der P2Y12-Rezeptor für eine 

Amplifikation der Aggregation verantwortlich (Gachet 2005). Dies erklärt auch 

den Einsatz von Thienopyridinen wie Clopidogrel und Ticlopidin in der 

antithrombotischen Therapie, die am P2Y12-Rezeptor angreifen und so eine 

Amplifikation der Aggregation verhindern (Foster et al. 2001).  

 

 

 
Abbildung 2: Thrombozytenaktivierung durch ADP und ATP (Gachet 2005) 
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Zunehmend ist es offenkundig, dass sowohl die anderen thrombozytären 

Signalwege als auch die Rezeptoren an Bedeutung gewinnen. Nachdem ein 

Ligand an den thrombozytären Fc-γ-Rezeptor IIA (FcγRIIA) bindet oder diese 

Rezeptoren quervernetzt werden, folgen verschiedene intrazelluläre Ereignisse 

wie Tyrosinphosphorylierung, Aktivierung der Phospholipase CγII (PLCγII) und 

Calciumsignale (Anderson und Anderson 1990, Gratacap et al. 1998).  

Weiterhin wird die Calcium-Calmodulin-abhängige Kinase II (CaMK II) 

phosphoryliert und die Myosinleichtkettenkinase (MLCK) aktiviert, die ihrerseits 

eine Phosphorylierung der Myosinleichtketten (MLC) bewirkt, was schließlich 

zur Thrombozytenaktivierung führt (Stull et al. 1993, Siauw et al. 2006). Dabei 

korreliert die MLC-Phosphorylierung im Aktin-Myosin-Zytoskelett des 

Thrombozyten stark mit der thombozytären Formänderung (Daniel et al. 1983). 

Das Schlüsselenzym, das in diesem Signalweg an der 

Thrombozytenaktivierung beteiligt ist, ist PLCγII. Dieses aktiviert nachgeschaltet 

Tyrosinkinasen, mit ihnen zusammen fördert es Calciummobilisation und 

Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) mittels Secondmessager durch die 

Hydrolyse von Phoshatidyl(3,4,5)-triphosphat (Gratacap et al. 1998, Rhee et al. 

1997). PKC wiederum ist beteiligt sowohl an der thrombozytären Formänderung 

und Granulasekretion als auch an der Regulation von calcium-induzierter 

Thrombozytenaggregation (Dandona 1996). Weiterhin wird myristoylated 

alaninreiches PKC-Substrat (MARCKS) der Thrombozytenagonistenstimulation 

durch PKC phosphoryliert und kann nicht mehr an intrazelluläre Aktinfilamente 

binden (Elzagallaai et al. 2001). An einem weitereren Signalweg, der im 

Thrombozyten eine Rolle spielt, ist p38-mitogen-aktivierte Proteinkinase (p38 

MAPK) beteiligt. Diese wird durch Agonisten wie Thrombin, Thromboxan A2 und 

ADP aktiviert und induziert eine Aktinpolymerisation im Thrombozyten (Begonja 

et al. 2007, Kramer 1995, Mazharian et al. 2007). 
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Abbildung 3: Ausgewählte Signalwege im Thrombozyten (nach Siauw et al. 2006) 

1.3 Wechselwirkungen zwischen Bakterien und Thrombozyten 

Bei vielen Infektionen, wie beispielsweise der Endokarditis, der disseminierten 

intravasalen Gerinnung (DIC) oder der ideopathischen thrombopenischen 

Purpura (ITP), spielt das Gerinnungssystem in der Erkrankungspathogenese 

eine wichtige Rolle (Fitzgerald et al. 2006). Eine Beziehung der sekundären 

Hämostase und der Inflammation im Rahmen einer Infektion durch Protein C, 

Protein S, Antithrombin und Antithrombinaktivatorinhibitor Typ 1 (PAI-1) wurde 

bereits aufgezeigt (Levi et al. 2003). Auch Interaktionen der aktivierten 

Thrombozyten mit Endothelzellen und hämatologischen Stammzellen wurden 

im Hinblick auf die Pathogenese der Atheriosklerose und Inflammation 

beschrieben (Ofosu 2002). Eine Beteiligung der primären Hämostase am 

Entzündungsprozess zeichnet sich durch die Wechselwirkungen zwischen 

Bakterien und Thrombozyten aus. Diese sind charakterisiert durch die Bindung 

der Bakterien an die Thrombozyten. Die Interaktionen geschehen entweder 
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direkt durch ein bakterielles Oberflächenprotein oder indirekt sowohl durch 

sezernierte bakterielle Produkte als auch durch ein plasmaüberbrückendes 

Molekül, das an bakterielle und thrombozytäre Oberflächenrezeptoren bindet 

(Kerrigan et al. 2002, Bhakdi et al. 1988, O`Brien et al. 2002, Fitzgerald et al. 

2006). Daraus resultiert eine Adhäsion oder eine Aktivierung der Thrombozyten, 

die voneinander unabhängig und durch verschiedene bakterielle Komponenten 

und verschiedene thrombozytäre Rezeptoren bedingt sind (Fitzgerald et al. 

2006). Im folgenden sollen anhand der Bakterien Staphylokokkus aureus (S. 

aureus), Borrelia burgdorferi (B. burgdorferi), Clostridium perfringens (C. 

perfringens) und Heliobacter pylori (H. pylori) Beispiele für eine Interaktion mit 

Thrombozyten gegeben werden. 

 

Eine der wohl am besten charakterisierten Wechselwirkungen zwischen 

Thrombozyten und Bakterien ist die Interaktion mit S. aureus. Als häufigster 

Erreger von zahlreichen Infektionen, die die Haut, Weichteile, Knochen, die 

Lunge und das Zentralnervensystem betreffen oder durch Katheter vermittelt 

sein können, verursacht eine S. aureus Bakteriämie komplizierte 

Krankheitsheitsverläufe wie eine Endokarditis (Bamberger et al. 2005). Ein 

Hauptvirulenzfaktor in der Pathogenese der Endokarditis ist die direkte Bindung 

an Thrombozyten (Sullam et al. 1996). S. aureus kann durch verschiedene 

Oberflächenproteine Thrombozytenaggregation hervorrufen. Während die 

Fibrinogenbindeproteine Clumping Faktor A und B und das Serin-Aspartat 

repitierende Protein SdrE eine Aggregation induzieren, kann das Protein A nur 

einen laufenden Aggregationsprozess verstärken (O`Brien et al. 2002, Siboo et 

al. 2001). Dafür ist das Protein A in der Lage, als Adhäsionsprotein vWF zu 

binden (Hartleib et al. 2000). S. aureus produziert weiterhin das hämolytisch 

wirkende Exotoxin, α-Toxin (Freer et al. 1968). Dieses vermittelt durch seine 

Attacke an humanen Thrombozyten Blutkoagulation (Bhakdi et al. 1988). Das α-

Toxin bewirkt sowohl die calciumabhängige exozytotische Freigabe von Faktor 

V aus den α-Granula des Thrombozyten mit einer begleitenden Kosekretion von 

Plättchen Faktor 4, als auch davon unabhängig die Eigenschaft, vermehrt 

externen Faktor V zu binden. Die Ansammlung von Prothrombinasekomplexen 
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durch diese zwei Mechanismen zählt zu der prokoagulatorischen Komponente 

des α-Toxins (Arvand et al. 1990). S. aureus kann auch mindestens ein Protein 

erzeugen, das die Aktivierung von Thrombozyten blockiert. Das extrazelluläre 

Fibrinogen-bindende Protein (EfB) erhöht zwar die Fibrinogenbindung an die 

Thrombozyten, blockiert aber durch eine Konformationsänderung des an GP 

IIb-IIIa gebundenen Fibrinogens die Thrombozytenaggregation (Palma et al. 

2001). 

 

B. burgdorferi wird durch Zecken auf den Menschen übertragen und ist der 

Erreger der Lyme-Borreliose, die sich klinisch durch ein Erythema migrans, 

durch eine Meningoradikoneuritis und durch Akrodermatitis chronicum 

atrophicans äußert (Stanek ud Strle 2003). Durch Bindung an den 

thrombozytären GP IIb-IIIa-Rezeptor, wahrscheinlich durch das Borrelien 

Oberflächenprotein p66, kann B. burgdorferi Thrombozyten aktivieren 

(Alugupalli et al. 2003). 

 

C. perfringens ist der Erreger des Gasbrandes. Bei der Pathogenese spielt als 

Virulenzfaktor die Phospholipase C des Bakteriums eine bedeutende Rolle 

(Flores-Diaz und Alape-Giron 2003). Diese ist in der Lage, den thrombozytären 

GP IIb-IIIa-Rezeptor zu aktivieren und auf diese Weise eine 

Thrombozytenaggregation mit nachfolgenden Gefäßverschlüssen und 

Myonekrosen zu erzeugen (Bryant et al. 2000). 

 

H. pylori kann den menschlichen Magen besiedeln und vor Ort Ulzera und 

Adenokarzinome des Magens verursachen (Prinz et al. 2006, Blaser und 

Atherton 2004). Ebenfalls ist eine Infektion mit H. pylori mit einigen 

Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis oder ITP assoziiert. Wird 

nun H. pylori bei ITP-Patienten eradiziert, steigen in Folge die 

Thrombozytenzahlen und weisen auf eine Interaktion zwischen H. pylori und 

Thrombozyten hin (Gasbarrini et al. 1998, Emilia et al. 2001). 
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Ein ganz anderer Aspekt der Wechselwirkung zwischen Bakterien und 

Thrombozyten beinhaltet die Immunabwehr gegen Bakterien. Thrombozyten 

können nämlich thrombozytäre mikrobizide Proteine (platelet microbicial 

protein, PMP oder thrombin-induced PMP, tPMP) nach Stimulation durch 

Bakterien oder durch Agonisten entlassen (Yeaman und Bayer 1999), die lokal 

gegen verschiedene Bakterien wie S. aureus oder Escheria coli (E. coli) und 

Pilze wie Candida albicans vorgehen (Tang et al. 2002). 

1.4 Streptokokken 

Streptokokken (S.) sind in Ketten angeordnete eiförmige grampositive 

unbewegliche Kokken ohne Sporenbildung und verdanken ihren Namen 

Theodor Billroth, der diese Keime erstmals 1874 im Mikroskop sah (Hof und 

Dörries 2005). Die Einteilung erfolgt entweder nach dem Hämolyseverhalten in 

β-Hämolyse, α-Hämolyse und γ-Hämolyse oder nach der Antigenstruktur der 

Zellwand, der C-Substanz, in der Lancefieldeinteilung von A bis W (Oethinger 

2004). 

 

Vollständige oder  

β-Hämolyse 

A-Streptokokken (S. pyogenes) 

B-Streptokokken (S. agalactiae, GBS) 

Streptokokken der Serogruppe C, F und G 

 
Teil- oder 

α-Hämolyse 

„vergrünende Streptokokken“, S. der Viridans-Gruppe (S. 

sanguis, S. gondii, S. mutans, S. mitis und andere) 

Pneumokokken (S. pneumoniae) 

 
Keine oder 

γ-Hämolyse 

Streptokokken der Serogruppe D (Enterococcus faecalis 

und Enterococcus faecium) 

Nicht hämolysierende orale Streptokokken 

Peptostreptokokken (obligat anaerobe Streptokokken) 

Tabelle 1: Einteilung der Streptokokken nach ihrem Hämolyseverhalten (Oethinger 2004, 
Facklam 2002) 
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Beim Menschen werden die klassischen Streptokokkenerkrankungen von A-

Streptokokken, B-Streptokokken und Pneumokokken herbeigeführt. Alle 

anderen Streptokokken stellen nur opportunistisch pathogene Keime dar (Hof 

und Dörries 2005). Zu diesen gehören auch die Viridans-Streptokokken, die 

neben eitrigen Infektionen auch Erreger der Endokarditis sein können 

(Coykendall 1989). 

 

A-Streptokokken verursachen eine breite Anzahl an menschlichen 

Erkrankungen, die sich in vier Hauptgruppen einteilen lassen. Oberflächliche 

Erkrankungen umfassen die Pharyngitis, Haut- und Weichteilinfektionen sowie 

die Vaginitis. Tiefe Infektionen äußern sich in Bakteriämie, nekrotisierender 

Faziitis, Myositis, Perikarditis, Meningitis und Pneumonien. Während Scharlach 

und das „streptococcal toxic shock-like syndrome“ Toxin vermittelt sind, werden 

das rheumatische Fieber, die akute Glomerulonephritis und die reaktive Arthritis 

zu den autoimmun vermittelten Erkrankungen gezählt (Efstratiou 2000, 

Cunningham 2000).  

 

Pneumokokken sind eine häufige Ursache der akuten Otitis media und der 

Sinusitis, jedoch können sie lebensbedrohliche invavive Erkrankungen wie 

Meningitis, Sepsis und Pneumonie mit erhöhter Morbidität und Mortalität 

hervorrufen (Garcia-Suarez et al. 2006). 

 

B-Streptokokken oder GBS wurden 1887 das erste Mal als tierpathogener 

Erreger der Rindermastitis beschrieben (Bisharat et al. 2004). Beim Menschen 

sind sie die Erreger der neonatalen Sepsis und Meningitis. Hierbei 

unterscheidet man die early-onset Infektionen, bei denen sich die Sepsis in den 

ersten Lebenstagen manifestiert und in 41 % der Fälle von GBS verursacht 

wird, von den late-onset Formen, die ab der 2. Lebenswoche bis zum Ende des 

3. Lebensmonats auftreten (Berner 2003). Weiterhin können GBS urogenitale 

Infektionen und Pneumonien verursachen (Girgitzova et al. 1991, Edwards and 

Baker 2005). Die Differenzierung der B-Streptokokken in verschiedene 

Serotypen basiert auf Kapselpolysacchariden oder Zellwandproteinantigenen; 
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es gibt allerdings auch einige nicht typisierbare Stämme (Cleary und Cheng 

2006). 

1.5 Wechselwirkungen zwischen Streptokokken und Thrombozyten 

Über die Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Streptokokkengruppen 

und Thrombozyten sind verschiedene Interaktionsmechanismen bereits 

bekannt, die allerdings nicht vollständig verstanden sind.  

 

Der Viridans-Streptokokkenstamm S. sanguis kann sowohl Thrombozyten 

aktivieren als auch eine Aggregation auslösen (Herzberg et al. 1983). Dies wird 

unter anderem über eine IgG-Interaktion mit dem thrombozytären FcγRIIa 

Rezeptor vermittelt (Sullam et al. 1988). Weiterhin ist bekannt, dass Antikörper 

gegen thrombozytäres GP Ib, eine Untereinheit des von-Willebrand-Rezeptors, 

in Hinblick auf eine Thrombozytenaggregation inhibitorisch wirken (Kerrigan et 

al. 2002). Ebenfalls präsentiert die bakterielle Oberfläche Komplementproteine, 

zudem interagiert auch plasmatisches IgG mit dem thrombozytären FcγRIIA 

(Ford et al. 1996, Ford et al. 1997). Einige Stämme von S. sanguis präsentieren 

ein collagenartiges Protein PAAP (platelet aggregation-associated protein) auf 

ihrer Oberfläche, das die Aggregation vermittelt (Gong et al. 1995, Erickson und 

Herzberg 1993). S. sanguis beteiligt bei der Thrombozytenaktivierung zwei 

Signalwege mit Tyrosinphosphorylierung über FcγRIIA und GP IIb-IIIa 

(Pampolina und McNicol 2005). Ein weiterer Viridans-Streptokokkenstamm S. 

gordonii kann thrombozytäres GP Ib durch das bakterielle, in der Zellwand 

verankerte Oberflächenprotein GspB binden und Thrombozytenaktivierung 

stimulieren (Bensing et al. 2004, Takahashi et al. 2004). Ähnlichkeit zu GspB 

hat das Protein Hsa, das von verschiedenen Stämmen von S. gordonii 

exprimiert wird (Takamatsu et al. 2006). Sowohl GspB als auch Hsa vermitteln 

die Bindung an N-Acetylneuraminsäure-Resten auf dem Thrombozytenrezeptor 

GPIb, dies lässt vermuten, dass GPIb ein wichtiger Rezeptor für die S. gordonii-

Thrombozyten-Interaktionen und damit unter anderem für die Pathogenese der 

Endokarditis ist (Bensing et al. 2004). Wie man gezeigt hat, ist durch die 
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Mutation des Proteins Hsa Endocarditis in einem Tiermodell  reduziert worden 

(Takahashi et al 2006). Auch ist vom Viridansstamm S. mitis bekannt, dass 

dieser an Thrombozyten binden kann (Bensing et al. 2001).  

 

Darüber hinaus sind ebenfalls von anderen Streptokokkenstämmen als den 

Viridans-Streptokokken Wechselwirkungen mit humanen Thrombozyten 

beobachtet worden. Die A-Streptokokken (S. pyogenes) können 

Thrombozytenaggregation  induzieren (Kurpiewski et al. 1983). Abhängig vom 

Komplementsystem und von Antikörpern wird dies durch das Zellwandprotein 

M-Protein vermittelt (Beachey und Stollerman 1971). Weiterhin wurde auf der 

Oberfläche der A-Streptokokken sogar ein kollagenartiges Protein SclA 

(streptococcal collagen-like surface protein) beschrieben (Rasmussen et al. 

2000). Bei den Pneumokokken ist die Thrombozytenaggregation von 

Antikörpern abhängig (Zimmerman und Spiegelberg 1975). 

 

Ebenfalls sind B-Streptokokken in der Lage, Thrombozytenaggregation zu 

induzieren. Mittels monoklonaler Antikörper gegen streptokokkale N-

Acetylneuraminsäure lassen sich die Aggregation und die Serotoninsekretion 

verhindern (Wood und Gray 1986). Ein wichtiger Virulenzfaktor ist das 

Fibrinogenbindeprotein A (FbsA), das Thrombozytenaggregation verursacht 

(Pietrocola et al. 2005). 

1.6 Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit ist die nähere Untersuchung der pathologischen 

Thrombozytenaktivierung durch Streptokokken der Gruppe B. Die Effekte von 

verschiedenen GBS-Stämmen an humanen Thrombozyten, die teils von 

septischen Patienten und teils von gesunden Trägern isoliert worden sind, 

sollten verglichen werden. Die Charakterisierung der Unterschiede erfolgte mit 

Berücksichtigung sowohl der Induktion einer Thrombozytenaggregation sowie 

der P-Selektinexpression als auch der bakteriellen Fähigkeit, Thromboxan zu 

synthetisieren und Fibrinogen an ihrer Oberfläche zu binden. Weiterhin wurde 

die Aktivierung verschiedener Signalwege untersucht, von denen einige zu 
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einer Aggregation, andere lediglich zu einer thrombozytären Formänderung 

führen. Insgesamt soll diese Differenzierung des Einflusses verschiedener 

GBS-Stämme auf humane Thrombozyten Aufschluss darüber geben, ob 

möglicherweise eine Interaktion zwischen gewissen GBS-Stämmen und 

Thrombozyten eine wichtige Rolle in dem Verlauf einer GBS induzierten 

neonatalen Sepsis spielen könnte. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Antikörper und Inhibitoren 

1. Antikörper für den Western Blot: 

• anti-pPKC ~ 70 kDa rabbit 1:1000 – anti-phospho-PKCα/βII (Thr-638), 

BioLabs, England 

• anti-phospho-MARCKS (Ser-152/156) rabbit, Cell Signalling, Beverly, USA 

• anti-pp38 ~ 40 kDa mouse 1:1000 (1:500) – anti-diphosphorylated 38 MAP 

kinase, clone P38-TY (Thr-180/Tyr-182), Sigma, St. Louis, USA 

• anti-phospho-PLCγII (Thy-1217) rabbit, Cell Signalling, Beverly, USA 

• anti-phospho-CaMKII (Thr-286) rabbit, Cell Signalling, Beverly, USA 

• anti-pMLC  ~ 18 kDa rabbit 1:1000 – anti-phospho-MLC 2 (Thr-18/Ser-19), 

Cell Signalling, Beverly, USA 

• Anti-CD32/FcγRIIA Rezeptor, clone IV.3 (Medarex, Princeton, USA) und 

clone AT10 (Acris, Hiddenhausen, Germany) 

 

2. Antikörper für den Western Blot 

• HRP-conjugated Goat-anti-mouse IgG (BioRad, Hercules, USA, 1:3000) 

• HRP-conjugated Goat-anti-rabbit IgG (BioRad, Hercules, USA, 1:3000) 

 

Antikörper für die Loading Control 

• Actin (I-19): sc-1616 (Santa Cruz Biotechnology) 

 

Antikörper für die Durchflusszytometrie 

• Anti-CD62P, clone 1E3 (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) 

• FITC-conjugated chicken polyclonal anti-fibrinogen antibody (WAK-Chemie 

Medical GmbH, Bad Soden, Germany) 1:25 

• FITC-conjugated chicken unspecific control IgY (WAK-Chemie Medical 

GmbH, Bad Soden, Germany) 1:25 
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Inhibitoren 

• KN-93: (2-[N-(2-hydroxyethyl)]-N-(4-methoxybenzenesulfonyl)]amino-N-(4-

chlorocinnamyl)-N-methylbenzylamine) CaM-Kinase-II-Inhibitor (Merck 

Biosciences, Bad Soden, Germany) 

• SB 203580: (4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-methylsulfinylphenyl)-5-(4-pyridyl)1H-

imidazole) p38-MAP-Kinase-Inhibitor (Merck Biosciences, Bad Soden, 

Germany) 

• GF 109203X: (2-[1-(3-Dimethylaminopropyl)-1H-indol-3-yl]-3-(1H-indol-3-yl)-

maleimide) Protein-Kinase-C (PKC)-Inhibitor (Merck Biosciences, Bad 

Soden, Germany) 

2.2 Chemikalien und Verbrauchmaterialien 

Chemikalien: 

• 10 % Formaldehyd (Methanol frei) – Polyscience Inc., Warrington, PA/USA 

• 2-Mercaptoethanol – Sigma 

• Ammoniumpersulfat (APS) - Sigma 

• Ampuwa – Fresenius Kabi, Bad Homburg v.d.H. 

• Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk - BioRad, Hercules, CA, USA 

• Bromphenolblau - Sigma 

• Dulbecco`s PBS (Ca2+, Mg2+, Natriumbicarbonat frei) - Invitrogen Life 

Technologies, Paisley, Schottland 

• Ethanol – J.T.Baker, Deventer/Holland 

• Glucose – Sigma 

• Glycerin –Merck, Darmstadt 

• Glycine (C2H5NO2) – Serva, Heidelberg 

• H2O (aqua ad iniectabilia) 

• Kaleidoscope Prestained Standards (molekularer Größenstandard) – Bio 

Rad 

• Methanol – J.T.Baker, Deventer/Holland 

• Prestained Protein Marker, Broad Range – CellSignaling Technology 

• Rinderserumalbumin (BSA) – Sigma 
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• Rotiphorese Gel 30 (Acylamid) – Carl Roth, Karlsruhe 

• SDS – Merck, Darmstadt 

• TEMED – Sigma 

• Thiobarbitursäure – Merck, Darmstadt 

• Trichloressigsäure – Merck, Darmstadt 

• Trizma-Base – Sigma 

• Tween – Sigma 

 

Verbrauchsmaterialien: 

• ADP – Sigma 

• Blotting-Papier – Hartenstein GB33 

• Cello Clean E (enzymatisch-katalytisch proteinspaltende Reinigungslösung) 

– möLab, Langenfeld 

• Cellstar PP-Test Tubes 15 ml und 50 ml steril – greiner bio-one 

• Columbia-Agar mit 5 % Schafsblut - bioMerieux 

• ECL plus Western Blotting Detection System - Biosciences 

• ECL Western Blotting Detection Reagents – Biosciences 

• FALCONR-FACS-Röhrchen 5 ml – Becton Dickinson 

• Fuji Medical X-Ray Film - Fujifilm 

• Immobilion-P Transfer Membran, Porengröße 0,45 µm – Millipore 

• LB-Medium - Bio 101 

• Parafilm „M“ – Pechiney Pastic Packaging, Chicago, USA 

• Reagiergefäß 1,5 ml – Sarstedt 

• S-Monovetten, 5 und 10 ml, Gerinnungsröllchen mit Citratlösung - Sarstedt 

• Tartan 901 (Overheadfolien) 

• Test Tubes mikro (Aggregatometerröllchen) – möLab, Langenfeld 

• Thrombin – Roche 

• Wägeschalen in verschiedenen Größen – Hartenstein 
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2.3 Puffer und Lösungen 

SDS-Stoplösung (SDS-STOP) 

Trizma-Base, pH 6,7 200 mM (20 ml 0,5 M Trizma-Base) 

Glycerin 15 % (v/v) (7,5 ml Glycerin) 

SDS 6 % (w/v) (10 ml 30% SDS) 

Bromphenolblau 0,03 % (w/v) (0,015 g Bromphenolblau) 

2-Mercaptoethanol 10 % (v/v) (5 ml) 

(7,5 ml Aqua dest.) 

 

4 Trenngele (10 %) 

Ampuwa (15,8 ml) 

30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid (10 ml) 

3 M Trizma-Base, pH 8,9 (3,76 ml) 

10 % SDS (300 µl) 

TEMED (15 µl) 

10 % APS (300 µl) 

 

4 Sammelgele (3 %) 

H2O (10,88 ml) 

30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid (1,5 ml) 

0,5 M Trizma-Base, pH 6,7 (1,88 ml) 

10 % SDS (150 µl) 

TEMED (7,5 µl) 

10 % APS (300 µl) 

 

Elektrophoresepuffer 

4,8 g Trizma Base 

11,6 g Glycine 

800 ml Ampuva 

8 ml 10 % SDS 
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Transferpuffer 

9,1 g Trizma Base  

43,5 g Glycine 

2400 ml Ampuva  

600 ml Methanol 

 

Waschpuffer/TBS-Tween 

100 ml 10fach TBS (tris buffered saline) 

900 ml Ampuva 

500 µl Tween 

 

PBS/Glc/BSA (für die Aggregationsversuche und FACS-Versuche) 

Dulbecco’s PBS (Ca2+ & Mg2+ frei) 

5,5 mM D-Glucose (0,5 g/500 ml) 

0,5 % BSA (0,1 g/20 ml) 

  

PBS/Glc (für Westernblotstimulation) 

Dulbecco’s PBS (Ca2+ & Mg2+ frei) 

5,5 mM D-Glucose (0,5 g/500 ml) 

 

6 % milk als Blockmedium 

6 g Blotting milk in 100 ml TBS-Tween 

 

5 % BSA als Blockmedium 

5 g BSA in 100 ml TBS-Tween 

 

TBA 

0,53 % Thiobarbitursäure in Phosphatpuffer, pH 7,4 
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2.4 Geräte, Software 

• Durchflusszytometer FACSCalibur - Becton Dickinson 

• Elektrophoresekammern MiniProtean II - BioRad 

• Inkubatoren: Certomat H - B. Braun Biotech Internat., Heraeus Instruments 

B 12 

• Wasserbad Julaba TWB 5 

• Photometer: Ultrospec 2000 - Pharmacia Biotech 

• Transferkammer für Western Blots: Trans-Blot Cell - BioRad 

• Hettrich-Zentrifuge Rotixa/K 

• Eppendorf Centrifuge 5415C 

• Eppendorf Centrifuge 5417R 

• Eppendorf Thermomixer Comfort 

• Heidolph Duomax 1030 

• Transfer Power Pac 200/300 – BioRad 

• Entwickler: X-OMAT Processor M35 – Kodak 

• Waage BP 1200 – Sartorius 

• Röntgenkassette Dr. Goos-Suprema 24*30 cm 

• Abzüge: SterilGARD Hood IBM-400, SterilGARD Class II Typ A/B 3 – the 

Baker Company, Sanford, Maine 

• Aggregatometer PAP-4 – BioData 

• NIH-Image 

2.5 Präparation humaner Thrombozyten 

Die Thrombozyten wurden aus Blutspenden gesunder, erwachsener, nicht-

rauchender Spender isoliert.  Alle Blutspender waren nach einer Aufklärung zu 

der Blutentnahme freiwillig bereit und hatten keine die Blutgerinnung 

beeinflussenden Medikamente eingenommen. 

 

Nach Stauung des Unterarmes mittels einer Manschette und ausreichender 

Desinfektion erfolgte die Blutentnahme mit 10 ml-S-Monovetten mit Citrat-

Lösung der Firma Sarstedt aus einer der Cubitalvenen. Dabei wurden großer 
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Sog sowie eine schnelle Abnahme vermieden, um die Thrombozyten möglichst 

nicht durch Scherkräfte zu aktivieren. 

 

Anschließend wurde das Vollblut für 5 Minuten bei 1400 rpm (330 g) in einer 

Hettich-Zentrifuge zentrifugiert und auf diese Weise in drei verschiedene 

Phasen aufgetrennt. Neben der unteren erythrozytenreichen Phase, einer 

leukozytenreichen Zwischenphase, dem buffy coat, enthält die obere Phase das 

plättchenreiche Plasma (PRP), das Plasmabestandteile sowie Thrombozyten 

aufweist. Das PRP wurde vorsichtig abpipettiert und in ein Kunststoffgefäß 

überführt. 

 

Zur Herstellung des plättchenarmen Plasmas (PPP) wurde das PRP 1 min bei 

5000 rpm (2700 g) in der Eppendorf-Zentrifuge 5417R zentrifugiert. Das 

Thrombozytenpellet wurde vernachlässigt und der Überstand, das PPP, 

abpipettiert. 

 

Alle Versuchsteile mit Thrombozyten sind entweder bei Raumtemperatur oder 

bei 37 °C im Wasserbad erfolgt. 
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2.6 B-Streptokokken – Stämme und Kultur 

In der folgenden Tabelle aufgelisteten Streptokokken der Gruppe B (GBS) 

wurden für die Versuche verwendet. 

 GBS-Stamm Serotyp Kommentar 

Septische Stämme 

ATCCsept ATCC 13813 V Referenzstamm der Familie 

ATCC 

SJsept SJ 250903 III Klinisch Sepsis  

ILsept IL 250903 V Neonatale Sepsis, 

Bauchnabelabstrich 

Kolonisierende Stämme 

E 10col ESPED 10 III kolonisierend 

E 50col ESPED 50 III kolonisierend 

E 52col ESPED 52 III kolonisierend 

Meningitisstämme 

E 111men ESPED 111 III Meningitis 

E 118men ESPED 118 III Meningitis 

E 130men ESPED 130 III Meningitis 

Letale Stämme 

E 2let ESPED 2 III letaler Krankheitsverlauf 

E 150let ESPED 150 III letaler Krankheitsverlauf 

E 186let ESPED 186 III letaler Krankheitsverlauf 

Vaginalabstriche 

mHMvag mHM-46 V Vaginalabstrich 

Avag/Acol  A019 n.t. Vaginalabstrich, symptomlos 

A9vag A 9832  Vaginalabstrich 

Uvag/Ucol U 155/3  Vaginalabstrich, symptomlos 

Ohrabstriche 

GSOhr/GScol GS 130903 n.t. V.a. neonatale bakterielle 

Infektion, Ohrabstrich 

KAOhr KA 291203 V Asymptomatisch, Ohrabstrich 
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ZJOhr ZJ 260504  Klinisch Sepsis, Ohrabstrich 

Magensaft 

EKGas EK 161003  Frühgeborenes 33. + 0. SSW, 

V.a. neonatale bakterielle 

Infektion, Magensaft 

Tabelle 2: Verwendete B-Streptokokkenstämme 

Der GBS-Stamm ATCC 13813 ist der Referenzstamm der Familie ATCC. Alle 

anderen B-Streptokokkenstämme sind aus Abstrichen von Patienten der 

Kinderklinik und Frauenklinik der Universität Würzburg gewonnen worden und 

wurden vom Institut für Hygiene und Mikrobiologie der Universität Würzburg als 

B-Streptokokken identifiziert. Die Bestimmung des Serotyps des B-

Streptokokkenstammes erfolgte durch Prof. Dr. Berner an der Kinderklinik der 

Universität Freiburg. 

 

Nach einem Ausstrich unter einem speziellen Bakterienabzug ist die GBS-

Kultur über Nacht auf einer typischen Blutagarplatte, die 5 % (vol/vol) 

Schafsblut enthält, bei 37 °C gewachsen. Anschließend wurden die Bakterien 

im LB-Medium bei 37 °C unter langsamem Schütteln 90 min weiter vermehrt. 

Nachdem durch photometrische Messungen bei 600 nm die Bakterienmenge 

bestimmt wurde, wurde das Flüssigmedium bei 1500 g für 10 min zentrifugiert, 

so dass sich am Boden des Probengefäßes ein Bakterienpellet bildete. Je nach 

Versuch wurden die B-Streptokokken durch Lösen in PBS/Glc oder 

PBS/Glc/BSA auf eine Konzentration von 0,5 oder 1*1011/ml gebracht. 

2.7 Aggregationsversuche 

Aggregationsversuche mit verschiedenen GBS-Stämmen 

Mittels eines PAP-4-Aggregatometers von Bio-Data wurde die 

Plättchenaggregation bei 37 °C im Zeitverlauf gemessen. Für die Versuche 

wurden jeweils vier Röhrchen mit 300 µl PRP und einem kleinen Rührmagneten 

vorbereitet. Nach Eichung des Gerätes mit 300 µl PPP wurde der Versuch 
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gestartet. In alle Röhrchen wurden der Reihe nach jeweils 15 µl 

Bakterienlösung (1*1011 Bakterien/ml in PBS/Glc/BSA) gegeben, bei den ersten 

beiden Röhrchen handelte es sich als Referenz immer um GBS ATCC, 

während in die anderen beiden der jeweilige Versuchs-GBS-Stamm pipettiert 

worden ist. Zusätzlich wurden in Röhrchen 2 und 4 jeweils 3 µl (1,5 µM) ADP 

hinzugefügt. Der Grad der Thrombozytenaggregation wurde als 

Prozentänderung der Lichttransmission von PRP im Verhältnis zu PPP 

gemessen. Jeder Versuch wurde dreimal mit einem anderen Blutspender 

wiederholt. 

 

Aggregationsversuche mit Inhibitoren 

Bei diesem Versuch wurde das erste Röhrchen mit 300 µl PRP gefüllt. In ein 

zweites Röhrchen wurden ebenfalls 300 µl PRP pipettiert, die zuvor mit 

verschiedenen Inhibitoren für 15 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert worden 

waren. Nach Eichung des Aggregatometers (wie oben bereits beschrieben) 

wurden in die Versuchsröhrchen ein kleiner Rührmagnet und jeweils 15 µl GBS 

ATCC Bakterienlösung (0,5*1011 Bakterien/ml in PBS/Glc/BSA) zugegeben. Der 

Aggregationsverlauf ist vom PAP-4 Aggregatometer aufgezeichnet worden. 

Jeder Versuch wurde dreimal mit einem anderen Blutspender wiederholt. 

2.8 Durchflusszytometrie 

P-Selektin-Expression 

Für die Analyse der P-Selektin-Expression wurde PRP mit den verschiedenen 

GBS- Stämmen stimuliert und anschließend bei 2700 g für 2 min zentrifiugiert. 

Das entstandene PRP-Pellet wurde zunächst in PBS/Glc/BSA resuspensiert. 

Anschließend wurde es mit CD62P-Antikörpern in der Konzentration von 10 

µg/ml für 20 min bei Dunkelheit inkubiert. Danach wurden die 

Thrombozytensuspensionen mit PBS/Glc/BSA verdünnt und mittels 

Durchflusszytometrie analysiert (vgl. Siauw et al. 2006) 
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Fibrinogenbindung 

Bei diesem Versuch wurden Proben mit 50 µl PRP mit FITC-konjugiertem Anti-

Fibrinogen-Antikörper oder mit FITC-konjugiertem unspezifischen Kontroll IgY  

für 10 min bei Raumtemperatur präinkubiert. Danach wurden 1,25*108 GBS 

zugegeben und wieder für 1 min inkubiert. Die Reaktion wurde unter Zugabe 

von 5 µl 10 % Formaldehyd (1 % Formaldehydkjonzentration) gestoppt und 10 

min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Anschließend wurde jede Probe in 

450 µl PBS/Glc/BSA gelöst und danach die Durchflusszytometrieanalyse 

vorgenommen. Auch diese Versuchsvariante wurde dreimal mit einem anderen 

Blutspender wiederholt (vgl. Siauw et al. 2006). 

2.9 Thromboxansynthese 

Die Thromboxansynthese wurde bereits wie von Ledergerber und Hartmann 

beschrieben  gemessen (Ledergerber und Hartmann 1995). Zunächst wurden 

die Thrombozyten mit verschiedenen GBS-Stämmen bei 37 °C stimuliert. Zu 

verschiedenen Zeitpunkten wurden 0,5 ml Proben der Zellsuspension isoliert, 

dann wurde durch Zugabe von 0,4 ml kalter, 20 % Trichloressigsäure (gelöst in 

0,6 M HCl) die Reaktion gestoppt. Anschließend wurden die Proben bei 4 °C für 

10 min bei 4400 g zentrifugiert. Um die Malondialdehydkonzentration zu 

bestimmen, wurden 0,5 ml des Überstandes zu 0,5 ml TBA gefüllt. Nachdem 

die Proben bei 70 °C für 30 min erhitzt worden und dann bei Raumtemperatur 

für weitere 30 min gekühlt worden sind, wurden sie in einem Spectroflurimeter 

(λ-Exzitation 533 nm, λ-Emission 550 nm) gemessen. 

Malondialdehyddiethylacetal (1,1,3,3-Tetraethoxypropan) wurde benutzt, um 

eine Kalibrationskurve für das Reaktionsprodukt von Malondialdehyd mit TBA 

zu erstellen (vgl. Siauw et al. 2006). 

2.10 Western Blot 

Für die Western-Blot-Proben wurden die jeweiligen Streptokokkenstämme wie 

in 2.7 beschrieben in der Konzentration von 0,5 *1011 Baktierien/ml in PBS/Glc 

vorbereitet. Dann wurden zu 700 µl PRP jeweils 35 µl der Bakterienlösung 
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zugegeben. Nach unterschiedlichen Zeitlängen der Inkubation bei RT wurden 

300 µl abgetrennt und bei 8000 g 10 s zentrifugiert, so dass sich am Boden des 

Probengefäßes ein Pellet bildete. Der Überstand wurde abpipettiert und das 

Pellet mit 900 µl PBS/Glc gewaschen. Danach wurde das Pellet in 300 µl SDS-

Lösung gemischt und sofort für 5 min bei 95 °C erhitzt. Zur Kontrolle wurden 

auch Proben ohne Bakterien gewonnen, das Procedere war wie bereits 

beschrieben bis auf die Zugabe der Bakterienlösung. Genauso wurden unter 

der gleichen Vorgehensweise auch Proben zum Vergleich mit 0,1 U/ml 

Thrombin statt Bakterienlösung stimuliert. Bis zur Analyse wurden die Proben 

bei -20 °C gelagert. 

 

Bei den Versuchen erfolgte jede Stimulation und jede SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese viermal mit den Thrombozyten 

unterschiedlicher Blutspender. 

 

Für die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurden 10 % Trenngele 

angefertigt, da dort Proteine in der gesuchten Größe zwischen 18 und 70kD 

aufgetrennt werden können. Als Sammelgel wurde ein 3 % Gel verwendet. Die 

Durchführung richtet sich nach der Methode nach Laemmli (Laemmli 1970, 

Schwarz et al. 1999). 

 

Für das 10 % Gel wurden Ampuwa, 30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid, 3 M 

Trizma-Base (pH 8,9), 10 % SDS und TEMED vermischt und anschließend 

unter einem Abzug APS zur Gelpolymerisation zugefügt. Sofort wurde das 

flüssige Gel vorsichtig zwischen die kurz zuvor mit 70 % Ethanol gereinigten 

Glasplatten der Gelkammer gegossen. Um eine glatte Geloberfläche ohne 

Luftblasen zu bekommen, ist eine kleine Menge 70 % Ethanol darüber verteilt 

worden. Nach der Gelpolymerisation wurde der Ethanol entfernt und das 

flüssige Gelgemisch eines 3 % Geles darüber gegossen, bei dem wie beim 10 

% Gel APS zum Schluss erst zugefügt worden ist. Sofort danach wurde ein 

Platzhalter für 25 Taschen in das noch flüssige Sammelgel gesteckt. Sobald 

das Sammelgel ausgehärtet war, wurden die Gele mit den Glasplatten in die 
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Elektrophoresekammer eingespannt und mit ausreichend Elektrophoresepuffer 

bedeckt. Als nächster Schritt wurden die Platzhalter für die Taschen vorsichtig 

entfernt, damit im Folgenden die Proben aufgetragen werden konnten. Die 

Proben, SDS-Stoplösung und der molekulare Gewichtsstandard wurden hierzu 

für 5 min bei 95 °C in einem Eppendorf-Thermomixer erhitzt und anschließend 

wie folgt aufgetragen.  

 

 
Abbildung 4: Beispielhafte Ladeweise der Gele 

In jede Tasche wurde jeweils 20 µl von der Probenlösung aufgetragen. Mit einer 

konstanten Spannung von 80 Volt wurden die Proben auf gleiche Höhe durch 

das Sammelgel bis an die Grenze zum Trenngel gebracht. Anschließend wurde 

die Spannung auf 140 Volt erhöht, so dass sich die Proben nach 

Molekulargewicht auftrennten. Nachden die Gele aus der Kammer genommen 

wurden, sind mit Hilfe einer Rasierklinge das Laufgel vom Sammelgel getrennt 

und die Randbereiche mit dem SDS-STOP abgeschnitten worden. Nun konnte 

das Gel auf eine gleich große Membran gelegt, beides zusammen mit 

Blottingpapier und Schaumstoff umhüllt und in die Haltevorrichtung der 

Transferkammer gepresst werden. Dabei war es wichtig, dass dies unter 

Luftausschluss geschah. Ebenso war es notwendig, die Membran aufgrund der 

negativen Beladung der Proteine mit SDS auf der Seite des positiven Pols der 

Kammer zu platzieren. Die Transferkammer wurde bis oben mit 4 °C kaltem 

Transferpuffer aufgefüllt. Der Transfer nach Towbin (Towbin et al. 1979) lief im 

Kühlraum bei 4 °C bei einer konstanten Stromstärke von 1 Ampere über eine 
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Stunde ab. Anschließend wurde die Membran zwischen zwei Overheadfolien 

unter Berücksichtigung des molekularen Gewichtsmarkers auf beiden Seiten 

bei etwa 25 kD und 55 kD zerschnitten und dann mindestens 30 min in 6 % 

Milch geschwenkt. Darauf folgend wurden die entsprechenden Antikörper, zum 

Beispiel pPKC, pp38 und pMLC, in der Konzentration von 1:1000 in 6 % Milch 

auf den entsprechenden Abschnitt gegeben und alles über Nacht bei 4 °C im 

Kühlschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurden überschüssige Antikörper 

dreimal etwa 10 Minuten mit Waschpuffer gewaschen. Anschließend wurden 

die Membranen 45 Minuten mit dem entsprechenden Sekundärantikörper in der 

Konzentration 1:3000 in 6 % Milch inkubiert. Nach fünf Waschschritten mit 

Waschpuffer von jeweils 5 min wurden die Blots für 1 Minute mit 4 ml ECL-

Lösung inkubiert. Nun sind die Banden chemilumineszierend und können so mit 

Hilfe eines Röntgenfilms sichtbar gemacht werden. Zum Entwickeln wurden die 

Membranen unter Vermeidung von Luftblasen zwischen zwei Overheadfolien 

und anschließend in eine Röntgenkassette gelegt. In einer Dunkelkammer 

wurden Röntgenfilme für wenige Minuten bis Sekunden auf die Membranen 

gelegt und danach in einer Entwicklermaschine entwickelt. Nach Beschriftung 

wurden die Filme eingescannt und mit dem Programm NIH Image analysiert. 
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3 Ergebnisse 

3.1  „Pilot“-Versuch 

Als „Pilot-Versuch“ wurden Versuche mit wenigen GBS-Stämmen zusammen 

mit Celine Siauw und Anna Kobsar durchgeführt, die bereits in Thrombosis and 

Haemostasis veröffentlicht worden sind (Siauw et al. 2006). Im Wesentlichen 

sind die septischen Stämme ATCC, SJsept und ILsept mit den kolonisierenden 

Stämmen Acol, GScol und Ucol in Bezug auf ihre Auswirkung auf die primäre 

Hämostase verglichen worden.  

3.1.1 Aggregationsverhalten 

Bei allen in 3.1 genannten GBS-Stämmen wurde in Aggregatometerversuchen 

die Fähigkeit überprüft, bei Thrombozyten eine Aggregation zu induzieren. 

Hierbei diente der GBS-Stamm ATCC 13813 als Referenzstamm. Alle GBS-

Stämme verursachten eine thrombozytäre Formänderung. Jedoch nur die GBS-

Stämme ATCC, SJsept und ILsept, die von septischen Patienten isoliert worden 

sind, bewirkten eine Thrombozytenaggregation. Im Gegensatz dazu haben 

sogar nach 30 min Koinkubation die GBS-Stämme Acol, GScol und Ucol, die aus 

Abstrichen bei gesunden Neugeboren  oder gesunden Schwangeren gewonnen 

wurden, keine Thrombozytenaggregation induziert. 

 
Abbildung 5: Thrombozytenaggregation durch GBS-Stämme (Siauw et al. 2006) 
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3.1.2 P-Selektin-Expression 

Mittels Durchflusszytometrie wurde der Grad der P-Selektin-Expression 

(CD62P-Expression) während der Inkubation mit verschiedenen GBS-Stämmen 

gemessen. Dabei zeigte sich, dass zum Zeitpunkt einer 50%igen Aggregation 

die septischen Stämme die P-Selektinexpression auf der thrombozytären 

Oberfläche um das 4,6-fache erhöhten. Dagegen hatten die kolonisierenden 

Stämme in 15 min Koinkubation keine Auswirkung auf die P-Selektin-

Expression. 

 
Abbildung 6: Thrombozytäre CD62P-Expression durch verschiedene GBS-Stämme 
(Siauw et al. 2006) 

3.1.3 Thromboxan-A2-Synthese 

Auch bei der Induktion der Thromboxansynthese in den Thrombozyten zeigten 

die septischen und kolonisierenden Stämme Unterschiede. Während die 

septischen Stämme die Basalsyntheserate von Thromboxan auf das 2,3- bis 

3,7-fache erhöhten, induzierten die kolonisierenden Stämme keine 

Thromboxansynthese. 

 
Abbildung 7: Thromboxansynthese durch verschiedene GBS-Stämme (Siauw et al. 2006) 
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3.1.4 Fibrinogenbindung 

Um die Fähigkeit der verschiedenen GBS-Stämme, Fibrinogen zu binden, 

aufzuzeigen, wurde PRP mit GBS für 1 min inkubiert und die Fibrinogenbindung 

mittels Durchflusszytometrie gemessen. Dabei zeigten die septischen Stämme 

Fibrinogenbindung an ihrer Oberfläche, die für ATCC um das 1,4-fache und für 

SJsept um das 1,1-fache höher als die unspezifische Bindung war. Keine 

Fibrinogenbindung konnte dagegen für die kolonisierenden Stämme gezeigt 

werden. 

 
Abbildung 8: Fibrinogenbindung verschiedener GBS-Stämme (Siauw et al. 2006) 

3.1.5 Aktivierung unterschiedlicher Signalwege 

Als Signalweg im Thrombozyten wurde der FcγRIIA-Rezeptorsignalweg 

untersucht. Dabei wurde das Level der PLCγ2-Phosphorylation im 

Thrombozyten gemessen, nachdem das PRP mit GBS inkubiert worden war. 

Die Western Blot-Analyse zeigte, dass sowohl septische als auch kolonisiernde 

Stämme PLCγ2 aktivieren. Als ein Ergebnis der PLCγ2-Aktivierung und 

nachfolgender Calciummobilisation, wurden CAMK II und MLC auch nach 

Koinkubation mit septischen oder kolonisierenden GBS-Stämmen 

phosphoryliert.  Preinkubation des PRPs mit einem Antikörper gegen den 

FCRIIA-Rezeptor verhinderte den Effekt von GBS auf diese drei Enzyme. 

Präinkubation mit dem CaMK II-Inhibitor KN-93 reduzierte die MLC-



 

33 

Phosphorylierung um 50%. Jedoch beeinträchtigte dieses nicht die 

Thrombozytenaggregation. 

 
Abbildung 9: GBS induzierte Aktivierung des FCγRIIA-regulierten Signalweges in 
humanen Thrombozyten (Siauw et al. 2006) 
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Weiterhin sind auch andere Signalwege untersucht worden. Um die PKC-

Aktivierung zu ermitteln, wurde die Phosphorylierung von MARCKS in 

Thrombozyten analysiert, nachdem diese mit verschieden GBS-Stämmen 

inkubiert worden waren. Nur die septischen GBS-Stämme, die auch 

Aggregation induzieren, erhöhten die MARCKS-Phosphorylierung um das 

Dreifache. Dabei war die Aktivierung unabhängig vom FcγRIIA. Im Gegensatz 

dazu induzierten die kolonisierenden GBS-Stämme keine signifikante 

MARCKS-Phosphorylierung. Ein spezifischer PKC-Inhibitor GF 109203X 

reduzierte die PKC-Phosphorylierung um 60 %. In der Aggregatometrie wurde 

die Thrombozytenaggregation um 15 % reduziert und der Beginn der 

Aggregation um 5 min verzögert. Auch p38 MAP Kinase wurde um das 

Zweifache stärker von den septischen GBS-Stämmen als von den 

kolonisierenden GBS-Stämmen aktiviert. Das Blockieren des FcγRIIA-

Rezeptors vehinderte nur teilweise p38 MAP Kinaseaktivierung. Das Einsetzten 

eines spezifischen Inhibitors SB 203580 reduzierte die p38 MAP Kinaseaktivität 

um 40 %. In der Aggregatometrie zeigte sich eine um 30 % reduzierte 

Thrombozytenaggregation, auch der Beginn der Aggregation war etwas 

verzögert (vgl. Siauw et al. 2006). 
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3.2 Aggregationsversuche mit verschiedenen GBS-Stämmen 

3.2.1 Septische Stämme 

Die Stimulation mit dem septischen GBS-Stamm ATCCsept löste bei 

Thrombozyten nach 57 Versuchen im Mittel folgende Aggregationskurve aus: 

 

 
Abbildung 10: Aggregationsverlauf des septischen Stammes ATCCsept 

Nach 2 min konnte durchschnittlich eine 7 % Aggregation beobachtet werden, 

nach 5 min waren es im Mittel 13 %, nach 10 min 46 %, nach 50 min 70 % und 

nach 30 min rund 90 %. 
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Abbildung 11: Aggregation in % (+/- Standardfehler (SEM)) von ATCCsept 

 

Stamm 

Agg.   
in % 

nach 2 
min 

SEM 

Agg.   
in % 

nach 5 
min 

SEM 

Agg.   
in % 
nach 

10 min

SEM 

Agg.   
in % 
nach 

15 min

SEM 

Agg.   
in % 
nach 

30 min 

SEM 

ATCCSept 7,49 2,73 13,42 7,10 46,74 23,35 70,37 20,22 89,51 11,16 

Tabelle 3: Aggregation in % und SEM von ATCCsept 
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3.2.2 Kolonisierende Stämme 

Bei der Stimulation von Thrombozyten mit den kolonisierenden GBS-Stämmen 

E 10col, E 50col und E 52col konnten nach jeweils 3 Versuchen folgende 

Aggregationskurven aufgezeichnet werden: 

 

 
Abbildung 12: Aggregationsverlauf der kolonisierenden Stämme E 10col, E 50col und E 

52col 

Bei allen drei kolonisierenden Stämmen erfolgte bei 10 min kaum eine 

Aggregation; bei E 10col waren es 0 %, bei  E 50col 2 % und bei E 52col 21,33 %. 
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Abbildung 13: Aggregation in % nach 10 min Inkubation (+/- SEM) der kolonisierenden 
Stämme E 10col, E 50col und E 52col 

 

Stamm 
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nach 2 
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SEM 

Agg.   
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nach 5 
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SEM 

Agg.   
in % 
nach 

10 min

SEM 

Agg.   
in % 
nach 

15 min

SEM 

Agg.   
in % 
nach 

30 min 

SEM 

E 10col 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 66,67 33,33 

E 50col 1,33 1,33 1,33 1,33 2,00 2,00 77,33 12,99 83,67 8,99 

E 52col 0,00 0,00 0,00 0,00 21,33 21,33 60,00 5,77 77,00 3,79 

Tabelle 4: Aggregation in % und SEM der kolonisierenden Stämme E 10col, E 50col und E 
52col 
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3.2.3 Meningitisstämme 

Bei der Stimulation von Thrombozyten mit den GBS-Stämmen E 111men, E 

118men und E 130men, die eine Meningitis hervorrufen können, konnten nach 

jeweils 3 Versuchen folgende Aggregationskurven aufgezeichnet werden: 

 

 
Abbildung 14: Aggregationsverlauf der Meningitisstämme E 111men, E 118men und E 

130men 

Nach 10 min zeigte sich bei allen Mengitisstämmen eine 100 % Aggregation. 
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Abbildung 15: Aggregation in % nach 10 min Inkubation (+/- SEM) der Meningitisstämme 

E 111men, E 118men und E 130men 

 

Stamm 

Agg.   
in % 
nach 
2 min 

SEM 

Agg.    
in % 

nach 5 
min 

SEM 

Agg.    
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SEM 

Agg.    
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nach 

15 min

SEM 

Agg.    
in % 
nach 

30 min 

SEM 

E 111men 5,33 5,33 38,67 31,01 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 

E 118men 9,67 7,75 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 

E 130men 2,00 2,00 80,00 11,55 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 

Tabelle 5: Aggregation in % und SEM der Meningitisstämme E 111men, E 118men und E 
130men 
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3.2.4 Letale Stämme 

Bei der Stimulation von Thrombozyten mit den GBS-Stämmen E 2let, E 150let 

und E 186let, die einen letalen Krankheitsverlauf verursacht haben, konnten 

nach jeweils 3 Versuchen folgende Aggregationskurven aufgezeichnet werden: 

 

 
Abbildung 16: Aggregationsverlauf der letalen Stämme E 2let, E 150let und E 186let 

Nach 10 min zeigte sich bei E 2let eine 63,33 %, bei E 150let eine 100 % und bei 

E 186let eine 28,33 % Aggregation. 
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Abbildung 17: Aggregation in % nach 10 min Inkubation (+/- SEM) der letalen Stämme E 

2let, E 150let und E 186let 
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nach 

30 min 

SEM 

E 2let 1,67 0,88 43,00 28,83 63,33 21,36 65,33 21,49 70,00 22,48

E 150let 60,67 29,90 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 

E 186let 0,00 0,00 1,33 1,33 28,33 25,87 98,00 2,00 100,00 0,00 

Tabelle 6: Aggregation in % und SEM der letalen Stämme E 2let, E 150let und E 186let 
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3.2.5 GBS aus Vaginalabstrichen 

Bei der Stimulation von Thrombozyten mit den GBS-Stämmen mHMvag und 

A9vag, die aus Vaginalabstrichen gewonnen wurden, konnten nach jeweils 3 

Versuchen folgende Aggregationskurven aufgezeichnet werden: 

 

 
Abbildung 18: Aggregationsverlauf der Stämme aus Vaginalabstrichen mHMvag und A9vag 

Nach 10 min waren es bei mHMvag 1,33 % und A9vag 100 % Aggregation. 
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Abbildung 19: Aggregation in % nach 10 min Inkubation (+/- SEM) der Stämme aus 
Vaginalabstrichen mHMvag und A9vag 

Stamm 
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Agg.    
in % 
nach 

30 min 

SEM 

mHMvag 1,33 1,33 1,33 1,33 1,33 1,33 60,00 30,55 99,00 1,00 

A9vag 0,00 0,00 40,67 30,12 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 

Tabelle 7: Aggregation in % und SEM der Stämme aus Vaginalabstrichen mHMvag und 
A9vag 
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3.2.6 GBS aus Ohrabstrichen 

Bei der Stimulation von Thrombozyten mit den GBS-Stämmen KAOhr und ZJOhr, 

die aus Ohrabstichen gewonnen wurden, konnten nach jeweils 3 Versuchen 

folgende Aggregationskurven aufgezeichnet werden: 

 

 
Abbildung 20: Aggregationsverlauf der Stämme aus Ohrabstrichen KAOhr und ZJOhr 

Nach 10 min zeigte sich bei KAOhr eine 89 % und bei und ZJOhr eine 66 % 

Aggregation. 
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Abbildung 21: Aggregation in % nach 10 min Inkubation (+/- SEM) der Stämme aus 
Ohrabstrichen KAOhr und ZJOhr 
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KAOhr 0,00 0,00 6,67 6,67 89,00 11,00 89,67 10,33 89,67 10,33 

ZJOhr 0,00 0,00 0,00 0,00 66,00 33,01 100,00 0,00 100,00 0,00 

Tabelle 8: Aggregation in % und SEM der Stämme aus Ohrabstrichen KAOhr und ZJOhr 
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3.2.7 GBS aus Magensaft 

Bei der Stimulation von Thrombozyten mit dem GBS-Stamm EKGas, der aus 

Magensaft gewonnen wurde, konnte nach 3 Versuchen folgende 

Aggregationskurve aufgezeichnet werden: 

 

 
Abbildung 22: Aggregationsverlauf des aus Magensaft isolierten Stammes EKGas 

Nach 10 min zeigte sich eine Aggregation von 100 %. 
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Abbildung 23: Aggregation in % nach 10 min Inkubation (+/- SEM) des aus Magensaft 
isolierten Stammes EKGas 

 

Stamm 

Agg.   
in % 
nach 
2 min 

SEM 

Agg.    
in % 

nach 5 
min 

SEM 

Agg.    
in % 
nach 

10 min

SEM 

Agg.    
in % 
nach 

15 min

SEM 

Agg.    
in % 
nach 

30 min 

SEM 

EKGas 1,67 1,67 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 

Tabelle 9: Aggregation in % und SEM des aus Magensaft isolierten Stammes EKGas 
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0

20

40

60

80

100

120

EKGas

A
gg

re
ga

tio
n 

in
 %

 



 

49 

3.3 Aktivierung unterschiedlicher Signalwege 

 
Abbildung 24: a) Aktivierung des PKC-Signalweges, b) Aktivierung des p38-Signalweges, 
c) Aktivierung des MLC-Signalweges und d) Aktin als Loading Control 
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  p bei pPKC p bei p38 p bei MLC 
Thr  0,178 0,871 0,726 

no stim  0,068 0,006 0,835 
Avag 0,491 0,021 0,786 

E 50col  0,216 0,022 0,765 
E 118men  0,173 0,256 0,492 
ATCCsept  0,098 0,097 0,326 

Tabelle 10: T-Test der 1-Minutenwerte im Vergleich zu E 150men 1 min (p gibt hierbei das 
Signifikanzniveau des Unterschieds an) 

Bei diesem Versuch wurden die Ergebnisse der Signalwege der Western Blot-

Analyse im Pilotversuch an weiteren GBS-Stämmen überprüft. Hinsichtlich der 

PKC-Aktivierung zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den 

kolonisierenden und septischen Stämmen. Ebenso war dies bei der 

Phosphorylierung von MLC. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der p38-

Phosphorylierung ein signifikanter Unterschied zwischen den septischen und 

kolonisierenden GBS-Stämmen. 
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3.4 Thrombozytenaggregation durch GBS unter Zusatz von ADP 

Bei den verschiedenen Aggregationsversuchen wurden die Thrombozyten 

zusätzlich zu GBS mit 1,5 µM ADP aktiviert. Dabei zeigte sich kein signifikanter 

Unterschied zwischen der Aktivierung durch GBS allein oder durch GBS und 

1,5 µM ADP. 

Stamm ohne ADP SEM mit ADP SEM p 

ATCCSept 46,74 23,35 52,39 4,78 0,43 

E 10col 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 

E 50col 2,00 2,00 36,67 23,33 0,21 

E 52col 21,33 21,33 27,33 27,33 0,87 

E 111men 100,00 0,00 93,33 4,81 0,48 

E 118men 100,00 0,00 100,00 0,00 1,00 

E 130men 100,00 0,00 100,00 0,00 1,00 

E 2let 63,33 21,36 67,67 17,27 0,88 

E 150let 100,00 0,00 100,00 0,00 1,00 

E 186let 28,33 25,87 34,67 32,69 0,89 

mHMvag 1,33 1,33 31,33 26,49 0,32 

A9vag 100,00 0,00 62,33 31,39 0,30 

KAOhr 89,00 11,00 93,33 6,67 0,75 

ZJOhr 66,00 33,01 68,00 20,03 0,96 

EKGas 100,00 0,00 90,00 10,00 0,37 

Tabelle 11: Aggregation in % nach 10 min ohne und mit Zusatz von ADP, SEM und p als 
Signifikanz für den Unterschied 
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Abbildung 25: Aggregationsverlauf für ATCCsep ohne ADP (rote Kurve) und mit ADP 

(blaue Kurve) 
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Abbildung 26: Aggregationsverlauf der verschiedenen GBS-Stämme mit ADP (blaue 
Kurve) und ohne ADP (rote Kurve) 
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4 Diskussion 

4.1 Aggregation durch Bakterien 

Es gibt eine Vielzahl von Mechanismen, die durch die Wechselwirkung 

zwischen den unterschiedlichsten Bakterien und humanen Thrombozyten zu 

einer Aggregation führen. So kann S. aureus durch verschiedene 

Oberflächenproteine eine Aggregation induzieren, indem unter anderem eine 

Fibrinogenbrücke zu GPIIb/IIIa oder eine IgG-Brücke zu FcγRIIa geschlagen 

wird (O´Brien et al. 2002, Fitzgerald et al. 2006). Ebenfalls über den 

thrombozytären GP IIb-IIIa-Rezeptor bewirken B. burgdorferi und C. perfringens 

eine Thrombozytenaggregation (Alugupalli et al. 2003, Bryant et al. 2000). 

Neben diesen genannten Bakterien sind auch Streptokokken in der Lage, 

Thromboyten zu aktivieren und eine Aggregation auszulösen (Herzberg et al. 

1983, Kurpiewski et al. 1983, Wood und Gray 1986). Wie S. aureus kann S. 

sanguis über eine IgG-Interaktion mit dem thrombozytären FcγRIIa-Rezeptor 

eine Aggregation induzieren (Sullam et al. 1988, Ford et al. 1997). Dagegen 

besitzt S. gordonii Oberflächenproteine, mit deren Hilfe Thrombozyten über 

thrombozytäres GP Ib aktiviert werden können (Bensing et al. 2004, Takahashi 

et al. 2004). Antikörper vermitteln die Aggregation bei S. pyogenes und bei 

Pneumokokken (Beachey und Stollerman 1971, Zimmerman und Spiegelberg 

1975). Von GBS ist bekannt, dass sie Aggregation und Serotoninabgabe 

auslösen können. Diese Effekte konnten durch IgG-, IgM- und IgA-Antikörper 

gegen die N-Acetylneuraminsäure-Determinante von GBS Typ III inhibiert 

werden (Wood und Gray 1986). Bei den Versuchen für diese Arbeit lösten GBS 

unterschiedlicher Serotypen eine Aggregation aus. Bei den meisten B-

Streptokokken war der Serotyp III vertreten, aber auch nicht typisierbare B-

Streptokokken und B-Streptokokken des Serotyps V induzierten eine 

Aggregation. Dabei war die Eigenschaft Serotyp III keine Voraussetzung für 

eine Aggregation; vielmehr konnten einige GBS-Stämme dieses Serotyps keine 

Aggregation auslösen. 
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4.2 Aggregationsverhalten durch verschiedene GBS-Stämme 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es im Aggregationsverhalten der 

verschiedenen GBS-Stämme deutliche Unterschiede gibt. Während im 

Pilotversuch alle GBS-Stämme eine thrombozytäre Formänderung 

verursachten, lösten nur die GBS-Stämme, die von septischen Patienten isoliert 

worden waren, eine Aggregation aus (vgl. Siauw et al. 2006). Genauso zeigten 

Versuche mit weiteren GBS-Stämmen diese Unterschiede. Die kolonisierenden 

Stämme bewirkten hier zunächst auch keine Aggregation. Später trat eine 

deutlich verzögerte Aggregation auf, die offensichtlich bereits durch die 

Scherkraft im Aggregatometer ausgelöst wurde. Verschiedene Studien haben 

gezeigt, dass allein Scherkraft über einen Teil des Fibrinogenrezeptors in 

Anwesenheit von vWF eine Thrombozytenaggregation auslösen kann (O`Brien 

1990). Wie bereits im Pilotversuch löste der Referenzstamm ATCCsept eine 

Aggregation aus. Auch die GBS-Stämme, die von Meningitiskranken isoliert 

worden waren oder beim Menschen einen letalen Verlauf nahmen, zeigten 

verglichen mit den septischen Stämmen eine recht schnelle Aggregation. Bei 

den GBS-Stämmen, die aus Vaginalabstrichen gezüchtet worden waren, 

verhielt sich der Stamm A9vag wie ein septischer Stamm, während der GBS-

Stamm mHMvag einem kolonisierenden GBS-Stamm ähnelt. Diese Differenz 

lässt sich durch die fehlende klinische Information erklären, lediglich der Ort der 

Abstrichentnahme ist bekannt. Beide GBS-Stämme, die aus Ohrabstrichen 

gewonnen wurden, zeigten eine Aggregation wie ein septischer GBS-Stamm. 

Dies ist auch bei ZJOhr der Fall, wohingegen KAOhr aus der Reihe fällt, da hier  

die klinische Untersuchung asymptomatisch ist. Dieser Widerspruch lässt sich 

dadurch erklären, dass möglicherweise der Abstrich relativ schnell nach der 

Infektion abgenommen worden ist und so zum Zeitpunkt der Abnahme noch 

keine klinischen Zeichen einer Infektion sichtbar waren. Der GBS-Stamm, der 

aus Magensaft isoliert worden ist, zeigte die Aggregation eines 

Meninigitisstammes: Hierzu passt die klinische Information mit dem Verdacht 

auf eine neonatale bakterielle Infektion. 
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4.3 CD62P-Expression, Thromboxansynthese und Fibrinogenbindung 

Hinsichtlich der Induktion der P-Selektin-Expression und der 

Thromboxansynthese sowie der Fibrinogenbindung zeigten sich weitere 

Unterschiede zwischen septischen und kolonisierenden Stämmen. P-Selektin  

ist ein Adhäsionsrezeptor, der nach Aktivierung der Thrombozyten aus den α-

Granula in die thrombozytäre Zellmembran eingebaut wird (Polgar et al. 2005). 

Kürzlich konnte in einer Veröffentlichung gezeigt werden, dass es ein klares 

Defizit an P-Selektin-Expression auf Thrombozyten bei Frühgeborenen gibt und 

diese thrombozytäre Dysfunktion in Hinblick auf Infektionen eine Rolle spielen 

mag (Wasiluk et al. 2008). In Zusammenarbeit mit C. Siauw und A. Kobsar 

konnte in dieser Arbeit deutlich gemacht werden, dass die septischen GBS-

Stämme eine erhöhte P-Selektin-Expression zur Folge hatten, während die 

kolonisierenden Stämme an der P-Selektin-Expression nichts veränderten (vgl. 

Siauw et al. 2006). Bekannt ist, dass Frühgeburtlichkeit ein Risikofaktor für eine 

early-onset-Infektion mit GBS ist (Hakansson und Kallen 2006). So könnte der 

Zusammenhang der mangelnden P-Selektin-Expression bei Thrombozyten von 

Frühgeborenen  und der in dieser Arbeit beobachteten gesteigerten P-Selektin-

Expression auf Thrombozyten Erwachsener durch septische GBS-Stämme den 

Risikofaktor Frühgeburtlichkeit teilweise erklären (Wasiluk et al. 2008). 

Interessant wäre es sicherlich, die in der Arbeit angewandten Versuche an 

Thrombozyten Frühgeborener zu wiederholen. 

 

Thromboxan A2, das im Thrombozyten durch die Zyklooxygenase 1 (COX-1) 

und durch die Thromboxansysthese gebildet wird, stimuliert nach Freisetzung 

über Interaktion mit dem Thromboxanrezeptor die Sekretion von 

Granulainhaltsstoffen (Gawaz 1999). Die Versuche dieser Arbeit haben gezeigt, 

dass sich die kolonierenden und septischen Stämme bei der Induktion der 

Thromboxansynthese unterschieden. Die septischen Stämme erhöhten die 

Basalsyntheserate, während die kolonisierenden Stämme dies nicht taten. Auf 

diese Weise erhöhen die septischen Stämme sekundär die Aggregation (vgl. 

Siauw et al. 2006).  
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Eine weitere Studie konnte FbsA auf GBS als wichtigen Virulenzfaktor in der 

Pathogenese der Sepsis und septischen Arthritis präsentieren (Jonsson et al. 

2005). Zusätzlich demonstrierten Pietrocola et al. eine entscheidende Rolle für 

FbsA in der GBS-induzierten Thrombozytenaggregation (Pietrocola et al. 2005). 

Eine neuere Studie hat gezeigt, dass GBS-Stämme, die mehr FbsA tragen, viel 

Fibrinogen binden können und oft mit der neonatalen Meningitis assoziiert sind. 

Außerdem wird vermutet, dass die unterschiedliche Virulenz der GBS-Stämme 

durch die genetisch festgelegte Expression des Fibriniogenbindeprotein-

rezeptors teilweise erklärt werden kann (Rosenau et al. 2007). In dieser Arbeit 

konnte mittels Durchflusszytometrieanalyse der Fibrinogenbindung an GBS-

Stämme gezeigt werden, dass nur septische Stämme im Stande waren, 

Fibrinogen auf ihrer Oberfläche zu binden, wohingegen die kolonisierenden 

Stämme dies nicht konnten (vgl. Siauw et al. 2006).  

4.4 Aktivierung unterschiedlicher Signalwege 

Im Pilotversuch zeigte die Western-Blot-Analyse von GBS-stimulierten 

Thrombozyten, dass alle GBS-Stämme PLCγII, CaMKII, und FcγRIIA-

abhängige MLC-Phosphorylierung aktivierten (vgl. Siauw et al. 2006). Hierbei 

handelt es um einen Signalweg, der für eine thrombozytäre Formänderung, 

aber nicht für eine Aggregation verantwortlich ist (Anderson und Anderson 

1990, Gratacap et al. 1998, Daniel 1983, Stull et al. 1993). Deshalb beeinflusste 

die Hemmung von CaMKII durch einen Inhibitor die GBS-induzierte 

Thrombozytenaggregation nicht. Dies weist darauf hin, dass die 

PLC/CaMKII/MLCK-Signalkaskade nicht der Hauptsignalweg ist, der von GBS 

gebraucht wird, um Thrombozytenaggregation zu induzieren. So bedingte die 

GBS-induzierte Aktivierung von FcγRIIA nur den anfänglichen Schritt in der 

Bakterien-induzierten Thrombozytenaktivierung, die Formänderung, aber nicht 

die volle Thrombozytenaggregation durch GBS (vgl. Siauw et al. 2006). Auch 

die Versuche mit vielen unterschiedlichen GBS-Stämmen haben dies bestätigt. 

Es zeigte sich in der Western Blot-Analyse kein signifikanter Unterschied 

zwischen den kolonisierenden und septischen Stämmen hinsichtlich der 

Phosphorylierung von MLC. 
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Die PKC ist an der thrombozytären Formänderung (Dandona et al. 1996) und 

an der Granulasekretion (Murphy und Westwick 1992) beteiligt. Weiterhin 

nimmt sie Einfluss bei der Regulierung der kalziuminduzierten 

Thrombozytenaggregation (Tabuchi et al. 2003). MARCKS, ein PKC-

Hauptsubstrat in verschiedenen Zelltypen, wird auch in Thrombozyten 

exprimiert und wird nach der Stimulation der Thromboyten durch Agonisten 

phosphoryliert (Elzagallaai et al. 2001). Deshalb wurde im Pilotversuch die 

Phosphorylierung von MARCKS verwendet, um das Niveau der Aktivierung der 

thrombozytären PKC einzuschätzen. Es zeigte sich, dass nur Stämme, die 

Aggregation induzieren, das Level der MARCKS-Phosphorylierung in 

Thrombozyten erhöhen, während die kolonisierenden GBS-Stämme das Niveau 

der grundlegenden MARCKS-Phoshorylation nicht änderten. Jedoch ist die 

Aktivierung von PKC nicht ein exklusiver Signalweg für GBS, um 

Thrombozytenaggregation zu veranlassen, weil ein PKC-Hemmstoff nur 

geringfügig die Thrombozytenaggregation durch GBS reduzierte (vgl. Siauw et 

al. 2006). Die Western-Blot-Analyse der Aktivierung von PKC zeigte allerdings 

keinen signifikanten Unterschied zwischen kolonisierenden und septischen 

Stämmen. Diese Differenz zwischen der MARCKS und PKC-Aktivierung könnte 

durch eine Voraktivierung von PKC bedingt sein. Untersucht wurden im 

Western Blot die konventionellen Isoformen der PKC α und βII, die durch 

Adhäsion an Kollagen oder durch Agonisten wie Thrombin, ADP oder 

Tromboxan A2 über intrazellulärem Calciumanstieg und DAG aktiviert werden 

können (Harper und Poole 2007). 

 

An weiteren Signalwegen in Thrombozyten sind die MAP-Kinasen beteiligt. 

Blutplättchen enthalten alle drei bekannten Gruppen der MAP-Kinasen. Das 

sind die P42/44-MAP-Kinasen (ERK 2/1), p38 MAPK und die c-Jun-Amino-

terminale Kinase/Stress-aktivierte Proteinkinase JNK/SAPK (McNicol und 

Jackson 2003, Kramer et al. 1995, Bugaud et al. 1999). Am wenigsten ist wohl 

über die Funktion von JNK/SAPK bei der Thrombozytenaktivierung bekannt. 

Experimente zeigten, dass Thrombin und Scherkräfte JNK/SAPK in 

Thrombozyten aktivieren, während die Fibrinogenbindung an den 
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Fibrinogenrezeptor JNK/SAPK-Aktivität verringert (Bugaud et al. 1999). Werden 

Thrombozyten durch physiologische Agonisten aktiviert, so erfolgt die 

Phosphorylierung von p42-MAP-Kinase sowie von p38-MAPK (Schwarz et al. 

2000). Weiterhin ist p38 MAPK auch an der Interaktion zwischen Thrombozyten 

und Low density proteins (LDL) beteiligt, die gemeinsam Schlüsselelemente bei 

der Enstehung atherothrombotischer Komplikationen sind (Korporaal et al. 

2004). LDL induzieren p38-MAPK-Aktivierung und nachfolgend die Abgabe von 

Arachidonsäure, einer Vorstufe der Thromboxansynthese. Deshalb wird 

vermutet, dass die Aktivierung der p38-MAPK durch LDL ein erster Schritt in 

der Thrombozytensensibilisierung sein könnte (Akkerman 2008). Weiterhin ist 

p38-MAPK ein Schlüsselelement im FcγRIIA-unabhängigen Signalweg nach 

Aktivierung durch vWF. Es ist an der Stimulation von Phospholipase A2 und 

Arachidonsäureabgabe beteiligt (Canobbio et al. 2004).  Die experimentellen 

Daten des Pilotversuches zeigen, dass alle der geprüften GBS-Stämme 

bedeutsam p38-MAP-Kinase in Thrombozyten aktivierten (vgl. Siauw et al. 

2006). Weiterhin gab es eine positive Korrelation zwischen dem Ausmaß von 

p38-MAP-Kinase-Aktivierung und der Fähigkeit von Bakterien, 

Thrombozytenaggregation zu veranlassen. Die Hemmung der Aktivität der p38-

MAP-Kinase lief auf die Verminderung der GBS-induzierten 

Thrombozytenaggregation hinaus. Die Aktivierung von p38-MAP-Kinase 

passierte nicht nur über den FcγRIIA-Signalweg, sondern auch über IgG-

unabhängige Signalwege. Ebenfalls konnte bei den Versuchen mit mehreren 

GBS-Stämmen ein signifikanter Unterschied (p<0,025) hinsichtlich der p38-

Phosphorylierung zwischen septischen und kolonisierenden Stämmen gezeigt 

werden. Bereits am Beispiel des Toxins von Bacillus anthracis konnte gezeigt 

werdem, dass p38 MAPK in der Pathogenese der Infektion mit Bakterien eine 

Rolle spielt. Versuchsmäuse, die mit diesem Gift behandelt wurden, zeigten 

vermehrt Blutungen. Passend dazu konnte eine Inhibition von p38 MAPK an 

menschlichen Thrombozyten in vitro beobachtet werden (Kau et al. 2005). 

 

Ein physiologischer Agonist für eine Thrombozytenaggregation ist ADP. Für 

ADP sind am Thrombozyten drei verschiedene Rezeptoren bekannt (Daniel et 
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al. 1998, Gachet 2005). Der P2X1-Rezeptor scheint keine Aggregation selbst zu 

vermitteln (Takano et al. 1999), aber er ist an Kollagen und Scherkraft-

induzierter Aggregation beteiligt (Toth-Zsamboki et al. 2003; Hechler et al. 

2003). Der P2Y1-Rezeptor spielt eine wichtige Rolle bei der Initiation einer 

Aggregation (Hechler et al. 1998). Neben der Initiation einer Aggregation durch 

den P2Y1-Rezeptor ist der P2Y12-Rezeptor für eine Amplifikation der 

Aggregation verantwortlich (Gachet 2005). In den Versuchen für diese Arbeit 

zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p>0,21) zwischen der alleinigen 

Aggregation durch B-Streptokokken und der Aggregation durch B-

Streptokokken unter einem Zusatz einer geringen Menge ADP. Hierbei war die 

Konzentration des ADPs so niedrig gewählt, dass hieraus allein kein Effekt 

hätte beobachtet werden können. Es zeigte sich, dass diese Menge ADP 

keinen Einfluss oder additiven Effekt auf die Aggregation durch B-

Streptokokken bewirkte. 
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5 Zusammenfassung 

Zusammenfassend konnten unter der Zusammenarbeit mit Celine Siauw und 

Anna Kobsar folgende Ergebnisse gezeigt werden (vgl. Siauw et al. 2006): 

 

• GBS-Stämme veranlassen die thrombozytäre Formänderung; jedoch 

führen nur von septischen Patienten isolierte Stämme zur 

Thrombozytenaggregation sowie zur P-Selektinexpression.  

• Septische GBS-Stämme binden Fibrinogen auf ihrer Oberfläche und 

induzieren die thrombozytäre Thromboxansynthese und 

Granulasekretion, während kolonisierende GBS-Stämme dies nicht 

können.  

• p38-MAPK wurde bevorzugt durch aus septischen Patienten isolierte 

GBS-Stämme aktiviert, ebenfalls scheint PKC durch diese aktiviert zu 

werden. Alle GBS-Stämme aktivierten PLCγ2, CaMKII und MLC-

Phosphorylierung über FcγRIIA abhängige Signalwege.  

• Es gibt weder einen Unterschied noch einen additiven Effekt zwischen 

der Aggregation induziert durch GBS und der Aggregation durch GBS 

und einer geringen Menge ADP.  

 

Diese Kenntnisse der molekularen Mechanismen von GBS-induzierten 

Signalwegen in menschlichen Thrombozyten werden zu einem besseren 

Verständnis von Bakterieneffekten auf die Thrombozytenaktivierung beitragen 

und können deshalb neue molekulare Ziele für die pharmakologische 

Behandlung von GBS sein. 
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