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Theodor Kocher-Institut der Universitit Bern

Die Induktion der Phagozytoseaktivitiit von Blutplittchen
und von Makrophagen

E. F. LiscHER, CH. MUELLER-EcKHARDT und M. W. Hiss

e Blutpldttchen sind imstande, auf sehr verschiedene dullere Reize zu
reagieren, Sind gleichzeitig Kalziumionen anwesend. so wird auch an ge-
waschenen, in einem geeigneten isotonischen Puffer suspendierten Plitt-
chen unabhingig vom auslosenden Agens immer derselbe Reaktionsablauf
beobachtet: Die Thrombozvten schwellen, sie erleiden eine Degranulierung,
d. h. den Verlust einer Reihe typischer Zellorganellen, sie aggregieren und
schiitten biogene Amine sowie den griften Teil der in ihnen enthaltenen
Adeninnukleotide aus. Die (Gesamtheit dieser Verdnderungen ist als die
«viskose Metamorphose» der Blutplattchen bezeichnet worden [1]. Als aus-
Isende Agentien kénnen Thrombin sowie eine ganze Reihe anderer trypsin-
dhnlicher Fermente, so auch solche aus Schlangengiften [2] wirken. Ks ent-
steht so der Eindruck, daB ein selektiver proteolytischer Prozell die Mem-
bran der Plittchen verindere, der, gefolgt von Permeabilitdtsinderungen
und dem Einstrom von Cat*-Ionen, zur immer gleichen Sequenz von Folge-
reaktionen fiihrt. 1)iese Auffassung ist jedoch kaum kompatibel mit der
Tatsache, dafl auch Kollagen [3] sowie Immunkomplexe [4] zum gleichen
Reaktionsablauf fiithren kdnnen; zweifellos kommt zumindest primiir diesen
Agentien kaum eine proteolytische Aktivitit zu.

(;LYNN u. Mitarb. [5, 6] haben zeigen konnen, dafl dhnliche Verinderun-
gen an den Blutplittchen auch auftreten, wenn diese, in Plasma suspendiert,
mit Latexpartikeln zusammengebracht werden, die dabei in die Zelle ein-
treten, d. h. phagozytiert werden. Tatsdchlich bewirken auch eine Reihe
anderer Partikel, so z. B. auch Kohleteilchen, denselben Effekt, und es ist
angenommen worden, daB das bekannte Ausbreiten der Plittchen auf Glas
und andern Oberflichen nichts anderes darstelle als emen erfolglosen Ver-
such der Zelle, auch diese Fremdkorper einzuschlieBen.

Polystyrollatex ist ein in relativ konstanter Qualitit erhiltliches Handels-
produkt, das besonders geeignet schien, um die Voraussetzungen zur Aus-
l6sung der Plittchenphagozytose eingehender zu untersuchen. Auch hier
werden die iiblichen Folgereaktionen der viskosen Metamorphose durch-
laufen, und es lag daher nahe, neben der sichtbaren Aggregation auch die

28 Bull, schwelz, Akad. med, Wiss, 10968 ‘:1:23



leicht spektrophotometrisch zu verfolgende Nukleotidfreisetzung als quanti-
tatives Kriterium der eingetretenen Verinderungen heranzuziehen. Mit die-
ser Methodik wurden die folgenden Ergebnisse erhalten [7]:

In Pufferlésungen suspendierte Plittchen reagieren mit Latexteilchen
nicht; werden diese Partikel dagegen vorher mit Serum oder Plasma inku-
biert, so erweisen sie sich selbst nach mehrfachem Auswaschen als aktiv.
Die nihere Charakterisierung des verantwortlichen Serumbestandteils hat
ergeben, daB es sich dabei um die y-Globulin-Fraktion (Ig(i) handelt [vgl.
dazu 6]. Es liegt folglich ein eigentliches O psonisierungsphinomen vor, wenn
dieser Begriff als Vorbereitung zur Phagozytose schlechthin verstanden wird.

Bei den spezialisierten Phagozyten des immunologischen Systems, ins-
besondere den Makrophagen, sind Untersuchungen iiber den Opsonisierungs-
prozell vorgenommen worden und haben zum Schlull gefiihrt, daB} in der
Regel ein gegen das aufzunehmende Teilchen gerichteter spezifischer Anti-
korper zusammen mit zum Teil ncch schlecht definierten Serumbestandteilen
[8, 9], unter denen vor allem das Komplementsystem (C’) vermutet wurde
[10, 11]), als Opsonine wirken. Es lag daher nahe, zu priifen, inwieweit auch
bei den Blutplittchen Beziehungen zur Komplementaktivierung nachgewie-
sen werden kinnten.

Normales menschliches »-Globulin aktiviert C’ nur in sehr geringem Aus-
mal; es bleibt erwartungsgemill auch ohne Kffekt auf Blutpliattchen. Frii-
her schon ist gezeigt worden, dal} durch Erwirmen nach IsH1ZAKA und
IsHizaka [12] hergestellte y-Globulin-Komplexe stark C’ aktivieren und
gleichzeitig in den Plittchen eine der VM entsprechende Reaktion auszu-
losen vermdigen [4]. Es zeigte sich bald, dal} die Adsorption von »-Globulin
an Latexpartikeln zu einer sehr bemerkenswerten Steigerung der C’-Akti-
vierung fiihrt und daB gleichzeitig ein ausgeprigter Effekt auf die Blut-
plittchen beobachtbar wird. Behandlung von y-Globulin ber pH 4 zerstort
seine C’-aktivierenden Kigenschaften villig [13]. Solche Praparate sind auch
in Kombhination mit Latexpartikeln ohne jede Wirkung auf menschliche
Blutplattchen (s. Tab. 1). Es kann somit kein Zweifel dariiber bestehen. dall
zwischen der Fihigkeit, das C'-System zu aktivieren und dem Effekt auf die
Blutplattchen eine enge Beziehung besteht. Um so bemerkenswerter ist
jedoch, dall in keinem Fall die Anwesenheit des C'-Systems notig ist: Der
Zusatz von ('-haltigem Serum dndert an den in Pufferlésungen erhobenen
Befunden nichts.

Diese Ergebnisse haben uns bewogen, das Verhalten von Peritondal-
makrophagen der Maus gegen Schaferythrozyten niher zu uberprufen Hs
zeigte sich, dal} diese Zellen nur aufgenommen werden, wenn sie mit spemfz—
schem Méduseantiserum benblbl]lble][’t worden sind. Es bildet sich dabe: ein
C'-aktivierender Antigen- Antikirper-Komplex, der ebenfalls allein, und ohne
daf die Zugabe von €' notwendig ist, die Zellen zur Phagozvtose anzuregen
vermag [14].

Diese iiberraschenden Befunde konnen auf verschiedene Art interpretiert
werden. Naheliegend scheint zuniichst, dall die phagozytierenden Zellen
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Tahelle 1

Nukleotidfreisetzung aus menschlichen Plattchen und Komplementaktivierung durch

normales (HGG) oder aggregiertes menschliches y-Globulin und mit Latexpartikeln,

an denen die verschiedenen Priparate mit und ohne pH 4-Vorbehandlung adsorbiert
wurden (aus MUELLER-EckuarpT und LiyscHER [7])

Auslisendes Agens Komplement- Nukleotid-
aktivierung freisetzung (%)
(reziproke
C'H,, Titer)

HGG v vvnonmsmmmosssynns 11 26

HGGpHd Gy a0 e e it 2 26,5

HGG aggregiert . ............ 128 bb

HGG aggregiert, pH4d ....... 0 26

Latex 4+ HGG .............. 110 50.5

Latex -~ HGG, pH4 ........ 0 33

Latex + HGG aggregiert . ... 115 57.5

Latex + HGG aggregiert, pH 4 2 25

selbst auf 1hrer Oberfliche die essentiellen Komponenten des C'-Systems
mitbringen. Sowohl fiir die Plittchen wie fiir die Makrophagen ist tatséch-
lich behauptet worden, dall auf bzw. in ihnen gewisse C'-Komponenten
nachweisbar seien |15, 16]. Andererseits sind mehrfach gewaschene, chymo-
trypsinierte Blutplittchen wie auch Miusemakrophagen immer noch im-
stande, mit C'-aktivierenden y-Globulin-Komplexen zu reagieren; auch ligt
sich in Plittchen keine C'-Esterase, welche am Anfang der Komplement-
aktivierungskette stehen sollte, nachweisen (SiEGEL, unveroffentlicht),

Die Phagozytose ist phylogenetisch betrachtet das ungleich dltere System
zur Entfernung von Fremdzellen als das lytische Komplement. Man kann
sich fragen, ob nicht urspriinglich die besondere Konfiguration mindestens
zweier y-Globulin-Molekiile, wie sie offenbar fiir die C’-Aktivierung erfor-
derlich ist, dazu diente, eine Zelle zur Aufnahme korpuskuliren, fremden
Materials anzuregen. Diese Konfiguration findet sich sowohl in Antigen-
Antikorper-Komplexen wie in kiinstlich aggregierten y-Globulin-Priparaten
und entsteht offenbar auch bei Adsorption an Latexpartikeln. Erst spiter
wiire dann ein primdér zelluliires Rezeptorsystem generalisiert und ldge heute
neben dem urspriinglichen zellstindigen Mechanismus als C'-System im
Plasma vor.

Dieser (iedanke mag vielleicht recht kiihn erscheinen. Es sei jedoch darauf
hingewiesen, daf im Blutstillungsmechanismus eine Parallele vorliegt: auch
hier findet sich ber primitiven Tieren nur ein zellulirer Mechanismus, zu
dem sich erst spiter das elaborate plasmatische Gerinnungssystem gesellte.

Mit diesen Uberlegungen ist allerdings keine Aussage iiber den Weg, iiber
den opsonierte Partikel auf die Zellmembran einwirken, gemacht. Die Exi-
stenz eines z. B. dem C’l verwandten Rezeptors auf der Oberfliche wiirde
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allerdings die Méglichkeit einer primédren Fermentaktivierung eréffnen und
damit einen Vergleich mit der Wirkung anderer Proteasen nahelegen. Wei-
tere experimentelle Arbeiten werden notig sein, um néihere Auskunft iiber
diesen interessanten und offenbar nicht auf einen besonderen Zelltyp be-
schrinkten Mechanismus zu erhalten.

Zusammenfassung

In Plasma suspendierte menschliche Blutplittchen zeigen auf Zugabe von
Latexteilchen eine mit Aggregation, Degranulierung und Freisetzung von
biogenen Aminen und von Adeninnukleotiden verbundene Reaktion, in
deren Verlauf die Teilchen von den Plittchen aufgenommen, d. h. phago-
zytiert werden. In Pufferldsung suspendierte, gewaschene Plidttchen zeigen
diese Reaktion nicht, es sel denn, sie werden mit y-globulin-beladenen,
«opsonisierten» Latexteilchen zusammengehracht, Das Wesen dieser Opsoni-
slerung besteht darin, dafl durch den Adsorptionsvorgang das y-Globulin
stark komplementaktivierende Kigenschaften erhilt. Jede MaBBnahme, wel-
che diese besondere Eigenschaft des p-Globuling unterdriickt, fithrt eben-
falls zum Ausbleiben der Plittchenverinderungen. Die Zugabe von Serum
oder Plasma als Komplementquellen erweist sich als unnétig, und dhnliche
Befunde wurden an Miuseperitondalmakrophagen erhoben, die sensibili-
sierte, d. h. komplementbindende Schaferythrozyten phagozytieren, ohne
dafl eine dullere Komplementquelle fiir diese Aktivitit ndtig wire.

Verschiedene Erklirungsmoglichkeiten fiir die beobachteten Erscheinun-
gen werden diskutiert; eine Moglichkeit besteht darin, daf} die komplement-
aktivierende Konfiguration urspriinglich den Sinn hatte, Zellen zur Phago-
zytose anzuregen, und dall das phylogenetisch jiingere plasmatische Kom-
plementsystem aus diesem primitiven Mechanismus hervorgegangen ist.

Résumé

Les plaquettes sanguines humaines en suspension dans du plasma subis-
sent au contact de particules de latex des altérations typiques, caractérisées
par la formation d’agrégats, par une dégranulation et une libération d’amines
biogénes et de nucléotides de |'adénine; au cours de cette réaction, les parti-
cules sont absorbées par les plaquettes et phagocytées. Des plaquettes lavées
et mises en suspension dans une solution tampon ne subissent ectte réaction
que si les particules de latex sont auparavant chargées de y-globulines et
«opsonisées», Cette opsonisation consiste dans le fait que la y-globuline
au cours de son absorption acquiert la propriété d’activer le complément.
Tous les procédés qui bloquent cette propriété particuliere des y-globulines
empéchent également l'altération des plaquettes. L’adjonction de sérum
ou de plasma comme source de complément n'est pas néeessaire ; des résultats
semblables ont été obtenus avec les macrophages de la cavité péritonéale
de la souris; ceux-ci phagoeytent les érythroevtes de moutons sensibilisés,
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c¢'est-a-dire fixant le complément, et ceci sans qu’il soit nécessaire d’ajouter
une source de complément.

Diftérentes explications concernant ces observations sont discutées; sui-
vant une hypothése, ce pouvoir de la y-globuline d’activer le complément
aurait eu primitivement pour but d'inciter les cellules 4 la phagocytose, et le
systéme plasmatique du complément, phylogénétiquement plus jeune, se
serait développé a partir de ce mécanisme primitif.

Riassunto

Le piastrine umane sospese nel plasma, danno al contatto con particelle
di lattice una reazione di aggregazione, degranulazione e liberazione di amine
biogene e nucleotidi dell’adenina, durante la quale le particelle sono assorbite,
c10é fagocitate dalle piastrine. Le piastrine lavate e sospese in una soluzione
tampone non danno questa reazione, a meno che esse non vengano messe
a contatto con particelle di lattice trattate con y-globulina ed «opsonizzate».
Questa opsonizzazione consiste nel fatto che, grazie al processe di assorbi-
mento, la y-globulina acquista spiccate proprieta di attivazione del comple-
mento. Ogni misura che tende a reprimere questa proprieta particolare della
y-globulina ha come conseguenza che non si osservano modificazioni delle
piastrine. L'aggiunta di siero o di plasma quale fonte del complemento si
dimostra inutile e simile reperti furono constatati nei macrofagi peritoneali
del topo, 1 quali fagocitano gh eritrociti di pecora sensibilizzati, vale a dire
che fissano 1l complemento, senza che per questa attivithd fosse necessaria
la presenza di complemento esterna.

Si discutono le diverse possibilitd di spiegare i fenomeni osservati: una
possibilita consiste nel fatto che la configurazione atta ad attivare 1l comple-
mento, inizialmente aveva la funzione di attivare le cellule alla fagocitosi e
che il sistema del complemento plasmatico, filogeneticamente pill giovane,
risulti da questo meccanismo primitivo.

Summary

On addition of latex particles, human blood platelets suspended in plasma
display typical alterations characterized by their aggregation, degranula-
tion, and by the release of biogenic amines and adenine nucleotides. In the
course of this reaction the particles are taken up by the platelets, 1e.
phagocytized. Washed platelets suspended in buffer solution do not show
such a reaction, unless the particles are first coated with y-globulins. This
“opsonization” of the particles 1s intimately linked to the acquirement by
the absorbed yp-globulin of pronounced complement-activating properties.
Interference with this C’-activating ability simultaneously abolishes the
effect on the platelets. It was noted that the addition of humoral complement
18 unneceessary for platelet phagocytosis, and in accordance with this it
has been observed that mouse peritoneal macrophages also take up sensi-
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tized, 1.e. complement-activating sheep red cell in the absence of added
serum complement,

Paossible explanations for these observations are given, and the hypothesis
is discussed that the C'-activating eapacity of y-globulin was originally
directed against cells, thereby stimulating them to phagocytic activity, and
that only later the phylogenetically vounger humoral complement became
an alternative substrate.
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