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1. Einleitung 

1.1 Sepsis 

Die Sepsis stellt die häufigste Todesart in der Bundesrepublik Deutschland auf den nicht-

kardiologischen Intensivstationen dar. Mit einer Inzidenz von 116 Fällen auf 100.000 

Einwohner ist diese vergleichbar mit der des Herzinfarktes. Auf deutschen Intensivstationen 

ist die schwere Sepsis bzw. der septische Schock zu 40 – 56 % letal. In Deutschland kann 

jährlich mit 52.000 – 75.000 Sepsis-Toten gerechnet werden [1, 2]. 

Auch gesundheitsökonomisch stellen Sepsispatienten einen zu beachtenden Faktor dar. 

Alleine die Behandlung eines europäischen septischen Patienten beansprucht 25.000 -

 29.000 Euro [3]. Dies entspricht 40 – 60 % des intensivmedizinischen Budgets. Erst 16 

Monate nach einer Sepsis erscheint die Lebensqualität dieser Patienten vergleichbar mit der 

chronisch Kranker [4]. Ein weiterer ernstzunehmender Faktor ist die steigende Inzidenz 

schwerer septischer Fälle, begründet in einer veränderten Demografie, dem vermehrten 

Auftreten von resistenten Keimen und einer größeren Invasivität diagnostischer und 

therapeutischer Maßnahmen [5]. 

Problematisch am Krankheitsbild der Sepsis ist die frühzeitige Erkennung und Diagnose. 

Bereits 1991 trafen sich amerikanische Ärzte (American College of Chest Physicians and 

Society of Critical Care Medicine ACCP/SCCM) auf einer Konsensuskonferenz, um 

Diagnosekriterien der Sepsis zusammenzufassen. Da der Begriff Sepsis assoziiert ist mit dem 

Vorhandensein einer Infektion, wurde erstmalig der Begriff SIRS (systemic inflammatory 

response syndrome) verwendet. Das SIRS wird diagnostiziert, wenn ohne die Existenz 

alternativ-erklärender Ursachen mehr als zwei der folgenden Parameter vorliegen: a) eine 

Körpertemperatur unter 36 °C oder über 38 °C, b) Herzfrequenz von über 90 Schlägen pro 

Minute, c) eine Atemfrequenz von über 20 Zügen pro Minute, d) ein arterieller CO2-

Partialdruck von unter 4,3 kPa, e) eine Anzahl von weißen Blutkörperchen unter 4000 Zellen 

pro mm³ Blut oder über 12000 Zellen pro mm³ Blut, f) eine Linksverschiebung hin zu über 

10 % unreifer neutrophiler Granulozyten [6]. 

Von einer Sepsis spricht der Kliniker, wenn es sich um ein SIRS mit infektiösem Ursprung 

handelt [7]. Bei der schweren Sepsis kommt mindestens eine Organdysfunktion bzw. 

Hypoperfusion oder Hypotension hinzu. Verschiedene Organe können funktionsbeeinträchtigt 
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sein, dabei gelten als wegweisende Hinweise das klinische Bild der Enzephalopathie, die 

Thrombozytopenie, eine arterielle Hypoxämie, das Nierenversagen und die metabolische 

Azidose. Beim septischen Schock persistiert trotz Flüssigkeitssubstitution die Hypotension. 

Im Jahre 2006 wurden die Kriterien von der Deutschen Sepsis Gesellschaft präzisiert. 2010 

erschienen die neuen S2K-Leitlinien zur Diagnose und Therapie der Sepsis [6, 8, 9]. Die 

Diagnose der Sepsis wird anhand bestimmter Kriterien entlang eines Krankheitskontinuums 

gestellt. Am Ende dieses Kontinuums steht das Multiorganversagen (Multiorgan Dysfunction 

Syndrome MODS). 

 

Die Entwicklung des MODS ist eine häufige Komplikation der Sepsis und mit einer hohen 

Sterblichkeit assoziiert. Auch wenn die pathogenetischen Mechanismen des MODS noch 

nicht gut verstanden sind, wird die Aktivierung der Blutgerinnung als ursächlich angesehen. 

Die disseminierte intravasale Koagulopathie verkompliziert das inflammatorische Geschehen. 

Es handelt sich um ein erworbenes Syndrom, charakterisiert durch die systemische 

Aktivierung der Gerinnung, kumulierende Fibrinformationen und deren Ablagerung im 

mikrovaskulären Gefäßbett [7]. 

Die Ablagerung des Fibrins führt zu einem diffusen Verschluss des peripheren Gefäßbettes 

und resultiert in fortschreitender Minderperfusion mit Organversagen, wie etwa einer renalen 

Insuffizienz oder einem akuten Atemnotssyndrom des Erwachsenen (acute respiratory 

distress syndrome ARDS). 

Die Bildung von Firbinformationen kann durch aktivierte Thrombozyten verstärkt werden, 

welche sich ebenfalls im Gefäßbett ansammeln können [10]. Bei 55 % der Patienten im 

septischen Schock entwickelt sich eine Thrombozytopenie. Die höchste Inzidenz der 

Thrombozytopenie besteht bei chirurgischen Patienten, sowie nach einem Trauma [11].  

 

1.2 Verlauf einer Sepsis 

Pathophysiologisch lässt sich der Verlauf einer Sepsis in zwei Phasen einteilen. Der 

Zeitpunkt 0 stellt den Beginn des septischen Geschehens dar. In der ersten Phase kommt es 

zur massiven Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen, wie dem 

Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), Interleukin-2 (Il-2) und Interferon-γ (INF-γ). Diese Phase 

geht in eine durch antiinflammatorische Zytokine (Interleukin-4, Interleukin-10) dominierte 
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gegenregulatorische Phase über. Im Weiteren ist diese Phase von einer Reduktion der 

monozytären HLA-DR Expression (Humanes Leukozyten Antigen) gekennzeichnet, darüber 

hinaus kommt es zur Apoptose peripherer Immunzellen [12]. In diesem Zusammenhang kann 

auch von einer Dissoziation der klinischen Entzündungszeichen gesprochen werden. 

Leukozytose, Fieber und Tachykardie gepaart mit einem antiinflammatorischen Immunstatus, 

HLA-DR Suppression, Apoptoseinduktion und fehlender Stimulierbarkeit von 

immunkompetenten Zellen [13]. Kommt es nun im so immunsupprimierten Organismus zu 

einer bakteriellen Infektion, können die Bakterien nicht adäquat abgewehrt werden und beim 

Vorliegen multiresistenter Keime nicht therapiert werden [14].  

Gründe für eine Sepsis sind multifaktoriell wie in Abbildung 1 dargestellt. 

 

Abbildung 1: Multifaktorielle Genese der Sepsis nach Bone et al. 1992 [6] 

 

Verständlich ist, dass bedingt durch die unterschiedliche Genese einer Sepsis auch generelle 

Einschätzungen über den Verlauf obsolet sind.  
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Um der Pathophysiologie einer abdominellen Sepsis gerecht zu werden, führten Maier et al. 

2005 den Begriff der Typ A und Typ B Sepsis ein. Bei der Typ A Sepsis handelt es sich um 

eine spontan akquirierte abdominelle Sepsis. Die Immunantwort ist physiologisch, es kommt 

zu keiner Immunparalyse. Der Chirurg kann bei dem Typ A mit hoher Wahrscheinlichkeit 

den Fokus im Abdomen sanieren. 

Hingegen erscheint die Typ B Sepsis problematischer. Sie wird als postoperativ akquirierte 

abdominelle Sepsis angesehen und tritt nach einer elektiven Operation auf, zum Beispiel bei 

einer Anastomoseninsuffizienz. Es ist häufig nicht möglich, den Herd der Entzündung im 

Abdomen zu sanieren. Bedingt durch die postoperative Immunparalyse kommt es zur 

Immunsuppression, welche die mitunter hohe Mortalität der Typ B Sepsis begründet [15]. 

Das Ausmaß der Immundysfunktion korreliert mit dem Umfang des abdominellen Eingriffs 

[16]. 

Da 30 % der Sepsisfälle bei chirurgischen Patienten auftreten [17], wurden wirklichkeitsnahe 

Tiermodelle zur Simulation einer postoperativ erworbenen, diffusen Peritonitis entwickelt.  

1.3 Tiermodelle der Sepsis 

Um eine Sepsis im Tiermodell zu initiieren, wurden zahlreiche Methoden etabliert. Zum einen 

besteht die Möglichkeit einer Injektion von bakteriellen Toxinen, lebenden Bakterien oder 

Zytokinen. Diese Versuche erzeugen eine systemische Inflammation, vergleichbar mit dem 

septischen Schock des Menschens. Es zeigte sich, dass Therapien, welche im Mausmodell 

einen positiven Einfluss auf die Sepsis ausübten, im klinischen Gebrauch versagten [18, 19]. 

Komplexere Tiermodelle wurden entwickelt, um eine postoperative Anastomoseninsuffizienz 

zu simulieren. Beim Modell der zökalen Ligation und Punktion (Cecal Ligation and Puncture 

CLP) wird das Zökum ligiert und punktiert, so dass eine Leckage der murinen Darmflora in 

die Bauchhöhle besteht, worauf der murine Organismus mit einer Abszessbildung reagiert. 

Ein Modell, welches der diffusen Peritonitis nach großen viszeralchirurgischen Eingriffen 

gerecht wird, ist die Colon Ascendens Stent Peritonitis (CASP). Hierbei wird der Maus ein 

Stent vorgeschriebener Größe in das Colon ascendens implantiert, welcher zu einer 

kontinuierlichen Leckage der Darmflora in das Peritoneum führt. Als Konsequenz simuliert 

die CASP eine schwere Sepsis [20]. In der vorgelegten Arbeit wird das Wort „septische 

Maus“ synonym für eine CASP-operierte Maus verwandt. 
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1.4 Thrombozyten 

Der Thrombozyt wurde erstmals im Jahre 1882 von dem italienischen Wissenschaftler Julius 

Bizzozero der Blutgerinnung zugeschrieben. Bizzozero entdeckte mittels Lichtmikroskopie 

in vivo und in vitro, dass der Thrombozyt und nicht wie vorher angenommen der Leukozyt an 

Fremdkörpern und beschädigten Gefäßwänden adheriert [21]. 

Heute ist bekannt, dass der menschliche Organismus ca. 150.000 - 300.000 Thrombozyten pro 

mm
3 

Vollblut besitzt. Thrombozyten sind nach den Erythrozyten die am meisten vertretenen 

partikulären Bestandteile des Blutes. Ihr Durchmesser variiert zwischen 2 - 5 µm bei einer 

Dicke von 0,5 µm. Im Elektronenmikroskop wird die Thrombozytenmembran als runzelig mit 

vielen kleinen Einfältelungen beschrieben. Kleine Mündungen des offenen kanalikulären 

Systems (open canalicular system OCS) auf der Membran sind ebenfalls zu finden. Ein 

weiteres Membransystem im Thrombozyten stellt das geschlossene tubuläre System dar. 

Neben einem randständigen mikrotubulären System gibt es zahlreiche Aktin- und 

Myosinfilamente, welche mit der Plasmamembran verbunden sind [22]. Die genannten 

Membransysteme dienen hauptsächlich der Oberflächenvergrößerung und via Granula zur 

Sekretion von Mediatoren. Die Mediatoren wirken als Chemokine chemotaktisch auf 

Leukozyten: Makrophagen Inflammations Protein-1α (Makrophage Inflammatory Protein-1α 

MIP-1α); 12-Hydroxyeicosatetraenolsäure (12-HETE); Plättchen-Aktivierender-Faktor 

(PAF); Plättchen zugehöriger Wachstumsfaktor (Platelet Derived Growth Factor PDGF); 

Plättchenfaktor-4 (PF-4); β-Thromboglobulin (β-TG); Transforming Growth Factor-β (TGF-

β); Regulated on Activation Normal T-cell Expressed and Secreted (RANTES); Macrophage 

Derived Chemokine (CCL22) und Thymus upon Activation Regulated Chemokine (CCL17). 

Andere Mediatoren wirken vasoaktiv wie Histamin, Adenosindiphosphat, Serotonin, 

Prostaglandin E2 und Prostaglandin D2. Neben ihrer Eigenschaft als Modulator der 

angeborenen Immunabwehr via Chemokinexkretion üben Thrombozyten direkt 

antimikrobielle Funktionen aus. Bei Kontakt mit Bakterien ummanteln Thrombozyten die 

Erreger und wirken somit wie „Coverzyten“ [23]. Thrombozyten sind in der Lage 

körperfremdes Material wie etwa Latexkügelchen von bis zu 0,312 µm aufzunehmen und 

bedecken diese ab einer Größe von 3 - 6 µm. Abhängig von der Größe des zu 

phagozytierenden Materials, kommt es bei Staphylococcus aureus zum Einschluss der 

Bakterie im offenen kanalikulären System des Thrombozyten. Der Thrombozyt ist in der Lage 

den Inhalt seiner α-Granula in das offene kanalikuläre System zu sezernieren und mit dem 

Pathogen in Kontakt zu bringen. In diesem Phänomen ähneln Thrombozyten den 
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polymorphkernigen Leukozyten, welche in ähnlicher Weise Pathogene phagozytieren können 

[24]. Durch den aktivierten Thrombozyten werden antibakterielle Substanzen und reaktive 

Sauerstoffspezies freigesetzt und der Inhalt der α-Granula wird ausgeschüttet [25]. 

1.5 Chemokinrezeptoren auf Thrombozyten 

Im Menschen konnten bisher 20 verschiedene Chemokinrezeptoren mit 50 verschiedenen 

Liganden analysiert werden [26]. Diese werden entsprechend ihrer Nomenklatur in C-

Rezeptoren, CC-Rezeptoren, CXC-Rezeptoren und CX3C-Rezeptoren eingeteilt. Hierbei 

werden die Rezeptoren entsprechend der Struktur des zugehörigen Liganden in Familien 

eingeteilt. Jedes C steht für die Aminosäure Zystein im Liganden, ein X steht für eine Nicht-

Zystein-Aminosäure [27, 28]. Thrombozyten exprimieren eine erstaunliche Vielzahl an 

Chemokinrezeptoren, wie etwa die CC-Chemokinrezeptoren CCR1, CCR3 und CCR4 und die 

CXC-Chemokinrezeptoren CXCR1 und CXCR4. Diese Rezeptoren gehören zu einer Gruppe 

von hochkonservierten Zellsignalwegen, welche bereits in phylogenetisch jüngeren Spezies 

wie den Fischen gefunden werden konnten [29]. Die Existenz von CCR1, CXCR4 und CCR4 

auf Thrombozyten konnte mit Hilfe monoklonaler Antikörper und durch RNA-

Expressionsuntersuchungen gezeigt werden, für die Rezeptoren CCR3 und CXCR1 konnte 

das Vorkommen bisher nur auf RNA-Ebene nachgewiesen werden. Chemokine sind 

allgemein schwache Agonisten an Thrombozyten. Eine Ausnahme ist der bereits erwähnte 

CCR4. Dieser Rezeptor ist in erstaunlich hoher Konzentration auf der 

Thrombozytenoberfläche vorhanden. Via Stimulation mit den CCR4-Liganden CCL17 und 

CCL22 konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten alleine durch diesen Reiz aggregieren. Für 

die aggregatorische Wirkung von CXCL12 (Stromal Cell-Derived Factor 1) am CCR4 ist 

eine Kostimulation mit niedrigen Konzentrationen anderer Thrombozytenaktivatoren wie 

Adenosindiphoshat (ADP) vonnöten [25]. Auch für die Adhäsion benötigen Thrombozyten 

nach Stimulation mit Chemokinen unterstützend niedrige Konzentrationen anderer 

Aktivatoren [25]. In der Elektronenmikroskopie zeigen mit CCL22 und CXCL12 stimulierte 

Thrombozyten Oberflächenveränderungen wie die Bildung sogenannter „blebs“, sowie eine 

vermehrte Oberflächenexpression von P-Selektin (CD62p), einem Aktivierungsmarker. Die 

lokalen Konzentrationen der ausgeschütteten Chemokine sind mit 1 - 5 µg/l sehr hoch. Von 

einer autokrinen Funktion der freigesetzten Zytokine wird ausgegangen [30]. 
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1.6 Gerinnung 

Unter dem Begriff Gerinnung sind alle physiologischen Vorgänge zusammengefasst, welche 

zur Blutstillung beitragen, respektive die plasmatische und die zelluläre Blutgerinnung. Die 

plasmatische Blutgerinnung ist das Zusammenspiel der zahlreichen Gerinnungsfaktoren, 

welche über den extrinsischen Weg und den intrinsischen Weg in einer gemeinsamen 

Endstrecke Fibrin bilden. Die intrinsische Gerinnungskaskade kann über negativ geladene 

Oberflächen aktiviert werden, hierzu zählt als wichtiger Vertreter das Kollagen, welches bei 

Beschädigung des Gefäßendothels zum Vorschein kommt. Über die Gerinnungsfaktoren 

Faktor XII (Hageman-Faktor, FXII), Faktor XI (Rosenthal-Faktor, FXI), Faktor IX 

(Christmas-Faktor, FIX), Faktor X (Stuart-Prower-Faktor, FX) kommt es schließlich zur 

Umwandlung von Prothrombin in Thrombin und dies führt zum Verbrauch von Fibrinogen 

und dessen Umwandlung in Fibrin. Mit Hilfe der partiellen Thromboplastinzeit können 

Rückschlüsse auf die Funktion der intrinsischen Gerinnungskaskade gezogen werden. Bei der 

extrinsischen Gerinnungskaskade ist das Vorhandensein des Gewebeprothromboplastins 

(Tissue Factor TF, Faktor III, FIII)für ihre Aktivierung nötig. Die Gegenwart des TF aktiviert 

FVII (Prokonvertin FVII). Der aktivierte FVII führt über FX und Thrombin ebenfalls zur 

Bildung von Fibrin. Gegenregulatorisch wird durch die Bildung von Fibrin Plasminogen in 

Plasmin umgewandelt. Es handelt sich hierbei um eine Serinproteinase, welche  über die 

Spaltung von Fibrin und Fibrinogen zur Fibrinolyse führt [31]. Im klinischen Alltag kann die 

Funktion der extrinsischen Gerinnungskaskade durch den Quick-Wert bestimmt werden. An 

verschiedenen Schnittstellen der Kaskade können sowohl Thrombozyten als auch bakterielle 

Toxine selbst die plasmatische Gerinnung initiieren. Thrombozyten werden über den 

membranständigen Glykoproteinrezeptor VI (GPVI) durch die Bindung von Kollagen 

aktiviert. Dies führt zu Sekretion der α-Granula und zur Stimulation der Gerinnung durch die 

Ausschüttung prokoagulatorischer Faktoren, unter anderen TF. Zusätzlich besitzen 

Thrombozyten auf ihrer Oberfläche den Plättchenfaktor 3, welcher zusammen mit dem FXII 

die intrinsische Gerinnungskaskade unterstützt. Zu den wenig erforschten prokoagulatorische 

Faktoren gehören die, in den α-Granula enthaltenen, Liganden des CCR4: CCL17 und 

CCL22. Kommt es zum Kontakt der Liganden mit dem auf der Oberfläche der Thrombozyten 

befindlichen CCR4, aggregieren die Thrombozyten und schütten ihre Granula aus [30]. Dies 

wiederum führt zur erneuten Freisetzung von CCR4-Liganden und autostimulatorischen 

Aggregation umgebender Thrombozyten. Zusätzlich wirken die Liganden chemoattraktiv auf 

weitere Zellen des Immunsystems, beispielsweise T-Zellen. Thrombozyten sind somit in der 

Lage andere Zellen des Immunsystems zu beeinflussen und zum Ort der Gerinnung zu locken 
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[32]. Darüber hinaus treten viele Entzündungsmediatoren in Wechselwirkung mit der 

Gerinnung. Ein bekannter Vertreter ist das aktivierte Protein C (APC), eine in der Leber 

synthetisierte Serinproteinase, welche die Faktoren Va (aktiviertes Proakzelerin, FVa)  und 

VIIIa (aktiviertes Antihämophiles Globulin A, FVIIIa) der Gerinnungskaskade inhibiert. In 

einer großen Phase drei Studie mit 1690 Patienten (PROWESS) konnte gezeigt werden, dass 

die Gabe von APC (Drotrecogin alpha) das Risiko an einer schweren Sepsis zu sterben 

signifikant senkte. Lange wurde die Therapie mit APC als vielversprechender Ansatz in der 

Sepsistherapie gehandelt [33]. Im Jahr 2011 musste Drotrecogin alpha vom Markt genommen 

werden, da in einer erneuten Studie der Überlebensvorteil nicht bewiesen werden konnte [34]. 

Am Beispiel der Anwendung von Drotrecogin alpha wird die Bedeutung der 

Gerinnungsfaktoren in der Sepsis deutlich. Es zeigt auch, dass weitere Bausteine zum 

Verständnis der Funktion von Gerinnungsfaktoren in der Sepsis fehlen.  

Es wird angenommen, dass der bedeutendere Aktivierungsweg der Blutgerinnungskaskade in 

der Sepsis die extrinsische Gerinnungskaskade betrifft. Kommt es zum Zusammentreffen von 

bakteriellen Lipopolysacchariden mit immunkompetenten Zellen wie Monozyten und 

Endothelzellen, exprimieren diese auf ihrer Oberfläche den TF [35]. Der TF überführt 

zusammen mit dem Faktor VII diesen in seine aktive Form Faktor VIIa. Der Komlex aus TF 

und FVII aktiviert die Faktoren X und XI. Der aktivierte FX formt zusammen mit dem 

aktivierten FV den Prothrombinasekomplex. Dieser Komplex ist in der Lage aus Prothrombin 

fertiges Thrombin zu kreieren, welches wiederum Fibrinogen zu Fibrin umwandelt. Darüber 

hinaus stimuliert Thrombin die Thrombozyten, welche aggregieren und erneut 

prokoagulatorische Faktoren freisetzen. Vermittelt über CD62p können Thrombozyten mit 

den Leukozyten interagieren, diese aktivieren und zur Ausschüttung von Mediatoren 

stimulieren [36]. 

1.7 Disseminierte intravasale Koagulopathie 

Einen lebensbedrohlichen Zustand in der Sepsis stellt das Syndrom der disseminierten 

intravasalen Koagulopathie (disseminated intravascular coagulation DIC) dar. Ursächlich 

können verschiedene Grunderkrankungen sein, zum Beispiel Malignome, Trauma, 

Leberzirrhose, Schlangenbisse, Mikroorganismen, geburtshilfliche Komplikationen und die 

schwere Sepsis. Einer der häufigsten Gründe für eine DIC ist die Sepsis [26], außerdem ist die 

DIC einer der Haupteinflussfaktoren auf den Ausgang einer Sepsis. In Folge der erwähnten 

Grunderkrankungen kommt es zu Phasen der gesteigerten und verminderten Gerinnung, 

charakterisiert durch die Ablagerung von Mikrothromben im Kapillarstromgebiet oder durch 
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die Einblutung in Organparenchyme. Thrombotische Ablagerungen führen zur 

Mikroinfarzierung und Minderversorgung des jeweiligen Organes mit Sauerstoff. In der Folge 

entsteht ein Organversagen mit septischem Schock [37]. Die pathologische Bedeutung der 

DIC liegt im gleichzeitigen Vorhandensein einer Hyperkoagulation und einer 

Hypokoagulation. Auf der einen Seite entstehen Fibrinablagerungen, welche den Verbrauch 

von Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren verstärken, auf der anderen Seite kommt es durch 

die gleichzeitige Anwesenheit von Plasmin zu einer Hyperfibrinolyse [31]. Im Jahr 2001 

wurde ein einheitlicher Bewertungsmaßstab der DIC auf der Konsensuskonferenz der 

Internationalen Gesellschaft für Thrombose und Hämostaseologie (International Society of 

Thrombosis and Haemostasis ISTH) entworfen. Die Kriterien sind in Tabelle 1 abgebildet. 

Punkte 0 1 2 

Thrombozytenzahl in x 10^6/ml > 100 < 100 < 50 

D-Dimer normal mittel hoch 

verlängerte INR < 1,3 1,3 - 1,6 > 1,6 

Fibrinogen im Plasma g/l > 1 < 1  

Tabelle 2: DIC-Bewertungsmaßstab nach ISTH basierend auf hämostaseologischen Globaltests nach [38] 

INR International Normalized Ratio, entspricht dem normalisierten Quick-Wert 

Mit Hilfe der Diagnosekriterien kann das Vorhandensein einer DIC abgeschätzt werden. Die 

Bedeutung der DIC für den Ausgang einer Sepsis wird deutlich bei der Betrachtung der Daten 

von Voves et al. 2006. Diese besagen, dass die Letalität ab einem Punktewert von 6 bei 

100 % liegt [39]. 

 

 

1.8 Chemokinrezeptor 4 und die disseminierte intravasale Koagulopathie 

Der Organismus besitzt Mechanismen, um Thrombozyten im Falle einer Sepsis aus der 

Zirkulation zu eliminierern [40]. Die Glykoproteine des Körpers, welche zahlreiche 

Zelloberflächen im Körper bedecken, besitzen zusätzlich gebundene Moleküle. Sie enthalten 

oft N-Acetylneuraminsäuren an ihren Enden. Glykoproteine, die diese N-

Acetylneuraminsäuren nicht besitzen (Asialoglykoproteine) können schnell durch einen 

Asialoglykoproteinrezeptor der Leber, dem Ashwell-Rezeptor, gebunden werden. Die 

Neuraminidasen vieler gramnegativer Bakterien in der Lage, die Glykoproteine auf 

Thrombozyten von ihren N-Acetylneuraminsäuren zu befreien. Die freigelegten 

Asialoglykoproteine auf der Thrombozytenoberfläche werden durch den Ashwell-Rezeptor in 

der Leber erkannt und gebunden, was zu einer Beseitigung zirkulierender Thrombozyten führt 
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[40]. Dieser Prozess scheint den Organismus bis zu einem bestimmten Ausmaß vor der 

disseminierten intravasalen Koagulopathie zu bewahren. In früheren Experimenten wurden 

Mäuse untersucht, denen eine Sialyltransferase fehlt und welche demzufolge nicht in der Lage 

sind, Glykoproteine mit N-Acetylneuraminsäuren zu bestücken. Diese Mäuse fielen durch 

sehr niedrige Thrombozytenzahlen auf, da der Ashwell-Rezeptor ohne die Anwesenheit 

bakterieller Neuraminidasen Thrombozyten beseitigte [40-42]. 

Es wird vermutet, dass Thrombozyten im Allgemeinen einen nachteiligen Einfluss in einer 

systemischen Infektion, beispielsweise im Sinne einer DIC, ausüben und der Rezeptor dem 

Organismus als eine Art Schutzmechanismus evolutionäre Vorteile brachte [40]. 

Ein Blick in die Ontogenese des zellulären Immunsystems gibt hierzu Hinweise. Im Limulus 

polyphemus, dem Hufeisenkrebs, ist der zellkernhaltige Amöbozyt die einzige Immunzelle 

[43]. Diese Zelle ähnelt in ihrer Morphologie humanen Thrombozyten. Wenn Amöbozyten 

mit Bakterien in Kontakt kommen, schütten sie den Inhalt ihrer Granula aus. Neben 

aggregatorischen Funktionen hat dieser ursprüngliche Zelltyp viele Aufgaben der 

Immunabwehr. Mit zunehmender Spezialisierung des Immunsystems entstanden nach und 

nach die verschiedenen Zellreihen. Gestützt von vielen Publikationen, welche die Funktionen 

des Thrombozyten analysieren, scheint es, als hätte der Thrombozyt Fähigkeiten aus 

ontogenetisch jüngeren Zeiten behalten [44].  
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2. Fragestellung der Arbeit 

In der Chirurgie stellt die postoperative Peritonitis ein häufiges Krankheitsbild dar. Kommt es 

zu einer entzündlichen extraperitonealen Mitreaktion des Organismus wird von einer 

abdominellen Sepsis gesprochen [15]. Das in der vorgelegten Arbeit verwendete Modell der 

Colon Ascendens Stent Peritonitis ist geeignet um die postoperativ akquirierte schwere Sepsis 

zu untersuchen [20]. Bei schweren Septitiden kommt es häufiger zum Krankheitsbild der 

disseminierten intravasalen Koagulopathie [31], für die bisherige Therapiekonzepte versagten 

[34]. Die Schwere der disseminierten intravasalen Koagulopathie korreliert mit einem 

erhöhten Plasmaspiegel des thrombozytären Aktivierungsmarkers P-Selektin und kann durch 

die gesteigerte Aktivation von Thrombozyten verursacht werden [45]. 

Ziel der vorgelegten Arbeit ist es zu untersuchen, ob das Modell der Colon Ascendens Stent 

Peritonitis geeignet ist, das klinische Bild einer disseminierten intravasalen Koagulopathie im 

Tiermodell zu analysieren. Hierbei sollen die Kriterien der disseminierten intravasalen 

Koagulopathie der Internationalen Gesellschaft für Hämostaseologie und Thrombose im 

Mausmodell der Colon ascendens Stent Peritonitis analysiert werden [38]. Es werden 

Untersuchungen zur Thrombozytenzahl, Fibrinogenkonzentration im Plasma und 

Gerinungszeit der extrinsischen Blutgerinnungskaskade getätigt. Zusätzlich werden 

Untersuchungen zur Aktivierung von Thrombozyten unternommen. Der Goldstandard der 

Diagnose einer disseminierten intravasalen Gerinnung liegt in der pathologischen 

Untersuchung des Gewebes auf Mikrothromben [46], hierzu sollen immunhistochemische 

Arbeiten angefertigt werden. Da die Aktivierung von Thrombozyten zu der Entwicklung einer 

disseminierten intravasalen Koagulopathie beitragen kann [47] und der Chemokinrezeptor 4 

auf Thrombozyten eine Aktivierung verursacht [48], sollten die erhobenen Daten mit der 

Chemokinrezeptor 4-defizienten Maus verglichen werden. Als Arbeitshypothese wurde 

angenommen, dass die Chemokinrezeptor 4-vermittelte Aktivierung von Thrombozyten die 

disseminierte intravasale Gerinnung der Wildtyp-Maus verstärkt und das schlechtere 

Überleben der Wildtyp-Maus in der Colon Ascendens Stent Peritonitis verursachen könnte.  



12 

 

3. Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Laborgeräte 

ABI Prism
®
 7000 Sequence Detection System 

Software 

Applied Biosystems, Foster City, USA 

Analysenwaage Sartorius AG, Göttingen 

Pinzette   Asanus, Neuhausen ob Eck 

Nadelhalter, Mikronadelhalter Asanus, Neuhausen ob Eck 

Schere, Mikroschere  Asanus, Neuhausen ob Eck 

Digitalkamera Power Shot S50 Canon Deutschland GmbH, Krefeld 

Digitalwaage BL 150 S Sartorius AG, Göttingen 

Drigalskispatel  Carl Roth, Karlsruhe 

Eismaschine IceLine KF85 Migel, Brannenburg 

FACScan Durchflusszytometer Becton Dickinson, San Jose, USA 

Beckman Coulter FC500 MPL 

Durchflusszytometer 

Beckmann Coulter, Krefeld 

Fluoreszenzmikroskop Leica DM IL  Leica Microsystems, Wetzlar 

FlowJo Cytometry Analysis Software Tree Star Inc©, Oregon, USA 

Homogenisator Ultraturrax T25 Janke & Kunkel, Staufen im Breisgau 

Kriechröhre    Eigenbau 

Microplate Reader Thermo Molecular Devices, Sunnyvale, USA 

Mikrotom - Kryostat Cryo - Star, HM 560 Microm, Walldorf 

Neubauer-Zählkammer    OptikLabor, Friedrichsdorf 

pH-Meter Multiseven   Mettler Toledo, Gießen 

Pipetten   Eppendorf, Hamburg 

Reagenzglasschüttler Vortex Merck Eurolab N.V., Leuven, Belgien 

ROTEM® delta Tem international GmbH, München 

SPSS Software IBM Statistics IBM Deutschland GmbH, Ehningen 

Sterilwerkbank Microflow Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden 

Sterilwerkbank Herasafe  Heraeus, Hanau 

Thermocycler    Biometra, Göttingen 

Thermocycler ABI Prism 7000 SDS Applied Biosystems, Foster City, USA 

Ultraschallbad Sonorex TK 52  Bandelin, Berlin 

Wasserbad   Medingen, Dresden 

Centrifuge 5415 R  Eppendorf, Hamburg 

Megafuge 1.0 R  Heraeus, Hanau 

Mikroquarz-Küvetten Hellma Analytics, Müllheim 

Zellzählung Sysmex® KX-21N  Sysmex Digitana AG Horgen 

Gene Ray UV-Photometer Biometra, Göttingen 

  
Tabelle 3: Alphabetische Auflistung der Laborgeräte 

3.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Mariderm schwarz 7/0 USP Catgut GmbH, Markneukirchen 
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Polyester weiß 4/0 USP  Catgut GmbH, Markneukirchen 

Deckgläser    Superior, Marienfeld 

Einbettschälchen Cryomold
® 

Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, 

Niederlande 

Einmalkanülen Neoject
®
 20G, 26G, 27G, 

30G   

Dispomed, Gelnhausen 

Einmalskalpelle  Ansell Medical, Cergy Pontoise, Frankreich 

Einmalspritzen 1ml     Dispomed, Gelnhausen 

Einmalspritzen Omnican
®
 F 1 ml  Braun, Melsungen 

Einmalspritze 5 ml Injekt    Braun, Melsungen 

Halbmikroküvetten     Brand, Wertheim  

Hämatokritkapillaren     Brand, Wertheim 

Kryoröhrchen     Nunc, Roskilde, Dänemark 

Leukoplast    BSN Medical GmbH, Hamburg 

Mini Protean TGX Precast Gels 10 % SDS 

Polyacrylamid 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Objektträger Superfrost
®
 Plus   Menzel Gläser, Braunschweig 

Optische Platten (Real-Time PCR)  Applied Biosystems, Branchburg, USA 

Petrischalen      Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Autoklavierte Pipettenspitzen   Eppendorf, Hamburg 

Pipettenspitzen (Aerosol-resistant, RNAse, 

DNAse, pyrogenfrei)  

Biozym, Hess. Oldendorf 

Autoklavierte Reaktionsgefäße, 2 ml   Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäße (RNAse, DNAse, 

pyrogenfrei)     

Biozym, Hess. Oldendorf 

Reaktionsgefäße Spitzboden 15 ml und 50 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Reaktiosgefäße Rundboden 12 ml   Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Spritzenvorsatzfilter 0,2 µm und 0,45 µm Merck, Bruchsal 

Tuberkulinspritzen 27,5G Omnifix-F Solo Braun, Melsungen 

Venenverweilkanülen 16G  BD Vialon Biomaterial, Heidelberg 

Wattestäbchen  Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH, 

Hamburg 

Zellkulturplatten 48 well und 96 well, 

Flachboden 

Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellsiebe 70 µm     BD Pharmingen, Heidelberg 
Tabelle 4: Alphabetische Auflistung der Verbrauchsmaterialien 

3.1.3 Reagenzien und Chemikalien 

Aceton Merck, Darmstadt 

ACDA, 2,2 % Tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 

0,8 % Citronensäure-Monohydrat, 2,5 % 

Glukose) 

Baxter, München 

Adenosin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Ammoniumchlorid (NH4Cl) Merck, Darmstadt 

Apyrase, grade III, from potato Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Aqua ad Injectabilia 10 ml Braun, Melsungen 

Bovines Serumalbumin (BSA) ICN Biomedicals, Aurora, USA 

Bovines Albumin 22% (BSA) Ortho Clinical Diagnostics Inc., 

Neckargmünd 

Bradford Reagenz Pierce, Bonn 
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Bromphenolblau, Natriumsalz Merck, Darmstadt 

Cellfix® BD Bioscience, Heidelberg 

CFSE Carboxyfluoreszein-Succinimidyl-

Ester 

Invitrogen, Karlsruhe 

CHAPS VWR, Darmstadt 

Chloroform Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Complete Proteinase Inhibitor Cocktail Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Convulxin freundlich durch Prof. Clemetson 

bereitgestellt, Basel, Schweiz 

DABCO Merck, Darmstadt 

Destilliertes Wasser DNAse-frei, RNAse-frei GIBCO, Invitrogen, Darmstadt 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

DNAse Qiagen, Hilden 

dNTPs MBI Fermentas, St. Leon Rot  

EDTA Merck, Darmstadt 

Einbettmedium Tissue - Tek
®
  Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, 

Niederlande 

Ethanol unvergällt Carl Roth, Karlsruhe 

ex-tem® S Tem international GmbH, München 

FACS - Puffer Becton Dickinson, Heidelberg 

Fötales Kälberserum, inaktiviert (FCS) Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Glycerin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Glycin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Hepes Puffer Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Hirudin freundlich durch Prof. Greinacher 

bereitgestellt, Greifswald 

Histopaque®-1083 Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Hydroxylamin Merck, Darmstadt 

Isotonische Natriumchlorid-Lösung Delta Select, Pfullingen 

Kaliumbicarbonat KHCO3 Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Kaliumchlorid KCL Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Ketanest® S Injektionslösung Pfizer Pharma, Berlin 

Korsolex Instrumentendesinfektion Bode Chemie GmbH & Co. KG,  Hamburg  

Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Methanol  Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

2 - Methyl - 2 - butanol Merck, Darmstadt 

N - Acetyl - L - alanyl - L - Glutamin Biochrom AG, Berlin 

Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt 

Natriumhydrogencarbonat NaHCO3 Merck, Darmstadt 

Natriumlaurylsulfat (Sodium dodecyl sulfate) 

SDS 

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Nitrocellulose Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

PBS Dulbecco w/o Ca
2+

, Mg
2+ 

DPBS Biochrom AG, Berlin 

PBS, steril Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Pefa - Bloc Roche, Mannheim 

DAKO® Peroxidase Blocking Reagent DAKO, Dako corporation, Carpinteria, USA 

Ponceau S Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Precision Plus Protein Standards Marker Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

2-Propanol Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Prostaglandin E2 Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 
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PVDF Membran Western Blot Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Random Primers Invitrogen, Karlsruhe 

RNAsin Ribonuclease Inhibitor Promega, Mannheim 

RNAse ZAP® Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Rompun
®
 2% Injektionslösung Bayer Healthcare, Leverkusen 

RPMI-Medium 1640 PAA Laboratories, Pasching, Österreich 

RT
2
 Real-TimeTM SYBR Green I/Rox PCR 

master mix 

Super Array Bioscience, Qiagen GmbH, 

Hilden 

Superscript II RNAse H Reverse 

Transcriptase 

Invitrogen, Karlsruhe 

TaqMan
®
 Universal PCR Mastermix Applied Biosystems, Branchburg, USA 

TaqMan® Assay Reagents für Real-

Time PCR 

Applied Biosystems, Branchburg, USA 

Theophyllin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Thrombozahl® Merck, Darmstadt 

TRI-Reagent Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Tris Base, Trizma® Base Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Tissue Tek® Einbettmedium Sakura Finetek Europe B. V., Zoeterwoude 

Niederlande 

murine GAPDH forward primer Applied Biosystems, Branchburg, USA 

murine GAPDH reverse primer Applied Biosystems, Branchburg, USA 

murine GAPDH probe (Farbstoff: VIC) Applied Biosystems, Branchburg, USA 

Trypanblau Merck, Darmstadt 

Triton X 114 Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Türks-Lösung Merck, Darmstadt 

Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 
Tabelle 5: Alphabetische Auflistung der Reagenzien und Chemikalien 

3.1.4 Kits 

RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden 

DAB Substrat Kit Pierce, Bonn 

Fibrinogen Elisa Abnova, Taiwan 

RT2 First Strand Kit C-03 Super Array Bioscience Corporation 

BCA-Protein Assay Pierce, Bonn 
Tabelle 6: Verwendete Kits 
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3.1.5 Puffer und Lösungen 

Narkose 0,5 ml Rompun® 2 %  

4 ml Ketanest® S 25 mg/ml 

5,5 ml NaCl 0,9 % 

Erythrozyten-Lysepuffer Aqua bidest 

155 mM NH4Cl 

10 mM KHCO3 

0,1 mM EDTA 

Sucrose-Lösung 15 ml HEPES-Waschpuffer 

6 % Sucrose 

0,06 % Triton X114 

TE-Puffer 

 

A. bidest 

10 mM Tris Base 

1 mM EDTA 

pH 8,0 mit HCl 

Lösung A 80 g NaCl 

2 g KCl 

10 g NaHCO3 

0,5 g NaH2PO4 × H2O 

500 ml A. bidest 

Tyrode Ansatz 2 ml Glucose 10 % in A. bidest 

5 ml Lösung A 

1 ml HEPES 0,5 M ph 7,3 

40 mg Adenosin 

18 mg Theophyllin 

92 ml A. bidest 

Tyrode w/o BSA 10 ml Tyrode Ansatz 

4 µl Hirudin 

im Wasserbad auf 37 °C erwärmen 

ph 6,5 einstellen 

Tyrode w. BSA 10 ml Tyrode w/o BSA 

360 µl 10 % BSA 

Hepes Waschpuffer 10 mM HEPES ph 7,2 

152 mM NaCl 

3 mM EDTA 

4,17 mM KCl 

1 x SDS Laufpuffer 

 

 

 

3 g Tris Base 

14,4 g Glycin 

1 g SDS (10 ml 10 % SDS) 

1 l Aqua bidest 

Transferpuffer 15 g Glycin 

2,4 g Tris Base 

200 ml Methanol 

TBS-T 50 mM Tris 

150 mM NaCl 

0.05 % Tween 20 

Blockpuffer 2,5 ml 5 % FCS 

25 µl 0,05 % Tween 20 

50 ml steriles PBS 
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Waschpuffer 500 µl 0,05 % Tween 20 

1 l steriles PBS 

Lyse-Puffer Proteine (2D-Lyse-Puffer) 0.01 M Tris-HCl 

1 mM EDTA 

8 M Urea 

0.05 M Dithiothreitol 

10 % Glycerol 

5 % Nonidet P-40 

200 µg/ml RNAse A 

6 % pH 3.5-10 Resolyte, Merck Ltd. 

Lämmli-Laufpuffer 62,5 mM Tris 

2 % SDS 

5 % 2-Mercaptoethanol 

0,001 % Bromphenolblau 
Tabelle 7: Puffer und Lösungen 

3.1.6 Antikörper 

Isotypkontrolle Ratte polyklonal IgG PE-

markiert (P190 - 2)  

emfret analytics Eibelstadt 

Isotypkontrolle Ratte polyklonal IgG FITC-

labeled (P190 - 1)  

emfret analytics Eibelstadt 

Ziege polyclonal Anti-CCR4 gereinigt 

(ab1664) 

Abcam Cambridge, UK 

Hase polyklonal Anti-CCR4 gereinigt 

(ab19016) 

Abcam Cambridge, UK 

Ratte monoklonal Anti-Maus GPIbβ 

(CD42c) FITC-markiert (M050 - 1) 

emfret analytics Eibelstadt 

Esel polyklonal Anti-Ziege IgG PE-markiert 

(705 - 708 - 125) 

Rockland, Gilbertsville, USA 

Ratte monoklonal Anti-Maus P-Selektin 

(CD62P) FITC-markiert (M130 - 1) 

emfret analytics Eibelstadt 

Ratte monoclonal Anti-Maus P-Selektin 

(CD62P) PE-markiert (M130 - 2) 

emfret analytics Eibelstadt 

Anti-Fluorescein/Oregon Green®, Hase IgG 

Fraktion, Alexa Fluor® 488 (A-11090) 

Molecular Probes, Life Technologies GmbH, 

Darmstadt 
Tabelle 8: Antikörper



18 

 

3.2 Methoden 

Alle Experimente wurden in den Räumlichkeiten des Forschungslabors der Allgemeinen 

Chirurgie, Viszeral-, Thorax- und Gefäßchirurgie Greifswald bzw. kooperierender Institute 

durchgeführt. Die Sicherheitsstufe betrug S1. 

3.2.1 Tierexperimentelle Methoden 

3.2.1.1 Genehmigung 

Gemäß Tierschutzgesetz waren alle tierexperimentellen Arbeiten vor der Durchführung durch 

das Landesamt für Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-

Vorpommern unter dem Aktenzeichen LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-025/08  genehmigt 

worden. 

3.2.1.2 Tiere und Tierhaltung 

Die 8 - 10 Wochen alten, weiblichen C57Bl/6 Mäuse wurden von Charles River Laboratories, 

Sulzfeld, bezogen, die CCR4-defizienten Mäuse entstammen aus eigener Zucht und besitzen 

einen C57Bl/6 Hintergrund. Die Tiere wurden in Makrolonkäfigen der Firma Ehret GmbH 

Emmendingen mit je fünf beziehungsweise zehn Mäusen auf Einstreu aus Naturholzfasern der 

Sorte Lignocel
®
 bei Pressfutter M-Z Extrudient der ssniff Spezialdiäten GmbH und Wasser ad 

libitum gehalten. Die Tierhaltung der Medizinischen Fakultät Greifswald befindet sich im 

Biotechnikum, dem Biomedizin- und Biotechnologiezentrum in Greifswald. Regelhaft 

brachten die Versuchstiere vor dem Beginn eines Experimentes eine Woche unter den 

gleichen Bedingungen in der Einrichtung des Tierstalles zu. Alle Versuche wurden unter 

Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG) durchgeführt. 

3.2.1.3 i. v.- und i. p.-Applikation 

Die Applikation von Substanzen intravenös (i. v.) oder intraperitoneal (i. p.) erfolgte mit 1 ml 

Einmalspritzen. Bei der i. p.-Applikation wurde mit 26 G Kanülen gearbeitet. Bei der i.v.-

Applikation wurden die Mäuse in eine selbstgebaute Kriechröhre geführt, der Schwanz für ca. 

zwei Minuten in warmem Wasser leicht gestaut. Punktiert wurde anschließend die linke oder 

rechte Schwanzvene. Bei den Retransfusionsexperimenten wurde darauf geachtet, 27,5 G 

Kanülen der Sorte Tuberkulinspritze zu verwenden, um die auf Thrombozyten wirkenden 

Scherkräfte zu minimieren. Bei der i. p.-Applikation erfolgte die Punktion median in die 

unteren Bauchquadranten. 
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Es wurde darauf geachtet, dass das applizierte Volumen 300 µl nicht überstieg. 

3.2.1.4 Colon Ascendens Stent Peritonitis 

Bei der CASP wird ein Stents definierter Größe in das Colon ascendens ca. 1 cm aboralwärts 

des Zökums implantiert. Folglich wird eine kontinuierliche Verbindung zwischen Darmlumen 

und Peritonealhöhle geschaffen. Das Resultat ist der fortwährende Übertritt von Faeces und 

damit muriner Darmflora in die Bauchhöhle. In dieser Arbeit wurde mit einem 16 G Stent 

gearbeitet, die zu erwartende Mortalität lag bei 80 % [20]. Eine Überlebenskinetik wurde zur 

Überprüfung der CASP-Operation der hier vorgelegten Arbeit durchgeführt und ergab 

ebenfalls eine Mortalität von 80 % (Daten nicht gezeigt, n = 10). 

Anästhesie 

Die Tiere wurden mit 10 µl/g Körpergewicht einer 2 %-igen Rompun/25 mg/ml Ketanest 

Narkoselösung auf der Basis von 0,9 %-igem Natriumchlorid i.p. anästhesiert. Die Narkose 

setzte nach 3 - 5 Minuten vollständig ein. Die Tiefe der Narkose wurde durch einen gesetzten 

Schmerzreiz am Schwanz des Tieres überprüft und gegebenenfalls wurde Anästhetikum 

nachappliziert. 

Etwa eine Stunde nach der Operation erwachten die Tiere und nach zwei Stunden bewegten 

sie sich frei im Käfig. 

Operation 

Zu Beginn der Operation wurden die Venenverweilkatheter 16 G für sämtliche Tiere der 

Versuchsgruppen vorbereitet. Hierzu wurde zwei Millimeter vor dem Ende der 

Kunststoffummantelung eine Kerbe mittels Schere gesetzt und darauf geachtet, dass es zu 

keiner Durchtrennung des Kunststoffes kam. 

Anschließend erfolgte die Narkose des ersten Tieres. Die Bauchwand wurde mit 70 %-igem 

Ethanol desinfiziert. Nach 30 s Einwirkzeit wurde die Bauchwand mit einer anatomischen 

Pinzette angehoben, um mit einer Schere die Bauchwand median auf einer Länge von einem 

Zentimeter zu inzidieren. In diesem Areal wurde ebenfalls die Faszie der Bauchmuskeln 

entlang der Linea alba aufgetrennt. Anschließend wurden mit zwei 0,9 %-igem, 

Natriumchlorid-angefeuchteten Wattestäbchen das Zökum, das terminale Ileum und das 

Colon ascendens herausluxiert.  
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Abbildung 2: Die CASP-Operation 

Dargestellt ist das aufsteigende Kolon (Colon ascendens) mit dem Übergang in das Querkolon (Colon 

transversum) samt Zökum (links). Ein Stent wird 1 cm aboral der Ileozökalklappe antimesenterial in das 

aufsteigende Kolon implantiert (rechts). 

 

Im Anschluss wurde am Colon ascendens ein Zentimeter aboral der Ileozökalklappe, 

antimesenterial mit Mariderm schwarz der Fadenstärke 7/0 United States Pharmacopeia 

(USP), ein intramuraler, chirurgischer Knoten platziert. Die vorbereitete Venenverweilkanüle 

punktierte oralwärts des Knotens das Colon ascendens. Nach dem vorsichtigen Vorschieben 

der Katheterkerbe auf Höhe der Serosa wurde ebenfalls ein chirurgischer Knoten direkt in die 

Kerbe hinein platziert, so dass der Katheter umschlungen wurde. Zur endgültigen Fixation des 

Fadens wurde antimesenterial, oralwärts des Stentes mit einem Stich ein Fixationsknoten 

platziert. Dabei wurde stets darauf geachtet keine Blutgefäße zu verletzen.                                                                                  

Mittels der feuchten Wattestäbchen wurde die Durchgängigkeit des Stentes überprüft und 

sämtlicher Darm in der Bauchhöhle versenkt. Stets kam dabei der Stent im Bereich der 

rechten Peritonealwand zum Liegen. Das Peritoneum, die Muskulatur und zugehörige Faszie 

wurden fortlaufend mit Mariderm Schwarz verschlossen. Die Hautnaht erfolgte ebenfalls 

fortlaufend mit Polyesterfäden. 

Nach circa sieben Minuten war die Operation beendet. Kurz vor der Hautnaht wurde jeweils 

das folgende Versuchstier anästhesiert. 
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Postoperative Überwachung und Behandlung 

Die Mäuse erhielten zur postoperativen Schmerztherapie 0,1 mg/kg Körpergewicht 

Buprenorphin intramuskulär pro Tag und wurden in einem sechs stündlichen Abstand 

überwacht und einer standardisierten Untersuchung unterzogen, welche die Parameter 

Körpergewicht, äußere Erscheinung, Atmung, spontanes und provoziertes Verhalten, sowie 

Reaktion auf Reize enthielt. Jedes Kriterium des Bewertungsschemas wurde bepunktet. 

Entsprechend der steigenden Belastung wurden 0 - 3 Punkte zugeteilt. Falls 3 Punkte bei 

mindestens 2 Parametern erreicht wurden, änderte sich die Bewertung dieser Parameter mit 

jeweils 4 Punkten. Diese Methodik wird der Belastung eines Versuchstieres wahrscheinlicher 

gerecht, da es sich hierbei nicht um eine lineare Belastungsskala handelt. 

Nach der Addition der Punkte, wurde die Belastung jedes einzelnen Versuchstieres eingestuft. 

Tiere, welche Summen von 12 oder mehr erreichten, wurden für nicht überlebensfähig 

eingestuft und schmerzlos geopfert [49].   

3.2.1.5 Blutentnahme und Plasmagewinnung 

Bei narkotisierten Tieren wurde der Retroorbitalplexus mit einer 1 cm langen EDTA 

beschichteten Hämatokritkapillare punktiert und für die Vollblutgewinnung das Blut in 

Röhrchen mit 170 µl 4 % Natriumcitrat entnommen. Die Blutproben wurden in EDTA-

Röhrchen aufgefangen und bei 1000 g für 10 min zentrifugiert. Die Vollblutproben wurden 

sofort verarbeitet. 

3.2.1.6 Bestimmung der Blutungszeit 

Zur Bestimmung der Blutungszeit wurden fünf Wildtyp-Mäuse mit fünf CCR4-defizienten 

Mäusen verglichen. Dazu wurde eine experimentelle Anordnung entwickelt, mit deren Hilfe 

es möglich war, den Schwanz der Maus in ein 37 °C warmes Bad aus physiologischer 

Kochsalzlösung zu tauchen (Abbildung 3). Die Temperatur wurde beständig mittels 

Thermometer überprüft. Falls sich eine Temperaturerhöhung abzeichnete, wurde das mit 

physiologischer Kochsalzlösung gefüllte Sarstedt-Röhrchen aus dem Wasserbad entfernt, um 

es bei Bedarf erneut im Wasserbad zu inkubieren. Den anästhesierten Mäusen wurde der 

Schwanz einen Millimeter proximal der Spitze mit einem Skalpell eingeritzt. Vom gleichen 

Moment an wurde die Zeit gestoppt, bis die Blutung des Schwanzes in der physiologischen 

Kochsalzlösung aufhörte Schlieren zu ziehen. Falls die Temperatur des Bades innerhalb der 

Messperiode den Wert von 38 °C überstieg, wurde die Maus aus der Versuchsanordnung 

entfernt und nicht gewertet.  
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Abbildung 3: Versuchsaufbau zur Blutungszeitbestimmung 

a) anästhesierte Maus, b) Podest, c) Sarstedt-Röhrchen mit physiologischer Kochsalzlösung, d) 

Messbecher mit 37 °C warmen Wasser und Magnetrührer;  Heizplatte  auf  37 °C gestellt, 

Magnetrührwerk mit 200 rpm. 

3.2.1.7 Retransfusionsexperimente 

Um zu determieren, ob Thrombozytentransfusionen einen Einfluss auf das septische 

Geschehen haben können, wurden Thrombozyten aus unbehandelten Wildtyp-Mäusen isoliert 

und anschließend in septische Mäuse, deren CASP-Operation 20 h zurücklag, retransfundiert. 

Hierzu wurden ca. 3 × 10
8
 Thrombozyten aus plättchenreichem Plasma in 200 µl 

physiologischer Kochsalzlösung aufgenommen und in eine der Schwanzvenen injiziert.  

Anschließend erfolgten weitere Untersuchungen. 

3.2.1.8 Tötung der Mäuse 

Die Tiere wurden in Narkose durch zervikale Dislokation schmerzlos geopfert. 

3.2.1.9 Organentnahme 

Die getöteten Tiere wurden in Rückenlage auf einer Styroporplatte platziert. Nach Eröffnung 

der Peritoneal- und Pleurahöhle wurden je nach Fragestellung Milz, Leber oder Lunge 

freipräpariert und entnommen. Zur histologischen Aufarbeitung wurden jeweils die Milz oder 

ein Leberlappen in TissueTec
®

 gelagert und durch flüssigen Stickstoff gefroren. 

Die histologische Aufarbeitung der Lunge benötigte zur Verhinderung eines Kollapses der 

Alveolen eine spezielle Konservierungstechnik: Nach Injektion des TissueTec
® 

mit Hilfe einer 
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16 G Venenverweilkanüle
 
in die freipräparierte, eröffnete Trachea des Versuchstieres erfolgte 

ebenfalls die Konservierung in flüssigem Stickstoff.  

Für zellbiologische Untersuchungen und Zellisolationen wurden die Milzen in steriles PBS 

überführt und auf Eis bis zur Aufarbeitung gelagert.   

3.2.2 Zellbiologische Methoden 

3.2.2.1 Zellisolation  

Thrombozytenisolation 

Der Maus wurde mittels Punktion des retrobulbären Venenplexus Blut entnommen. Dazu 

wurde eine heparinisierte Hämatokritkapillare zerbrochen, so dass ein ein Zentimeter langes 

Stück entstand. Hierbei war darauf zu achten, dass das gebrochene Ende keine 

unregelmäßigen oder scharfen Kanten besaß. Das abpunktierte Blut wurde in 2 ml 

Reaktionsbefäßen aufgefangen. Pro Maus konnten bis zu 1,5 ml Blut entnommen werden. In 

den Reaktionsgefäßen waren 170 µl ACDA vorgelegt. 

Die Vollblutproben wurden etwa zehn Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. 

Anschließend wurde zum Vollblut (circa 0,8 ml) 1 ml Tyrode-Puffer hinzugefügt. Die Proben 

wurden bei 900 rpm oder 120 g für 5 min in einer Megafuge 1.0R zentrifugiert. Die Bremse 

war ausgestellt. Nach 5 min wurde der Überstand entnommen, wobei der Leukozytenfilm 

nicht angetastet wurde. Danach wurde zu einem Milliliter plättchenreichem Plasma (PRP) 

1 µg Prostaglandin E2 (PGE2) hinzugefügt. Nun wurden die Thrombozyten nochmal bei 

1000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Röhrchen überführt, welches mit 

1 µg PGE und 1 Unit Apyrase pro Milliliter plättchenreiches Plasma versehen wurde, um im 

nächsten Zentrifugationsschritt pelletiert zu werden. Die Apyrase spaltete Adenosinphospate 

und das PGE2 verminderte die Möglichkeit der Aktivierung der Plättchen. 

Bei 2600 rpm (Megafuge 1.0R) wurden die Thrombozyten in 5 min ohne Bremse zu einem 

Pellet herunterzentrifugiert. Der Überstand wurde abgekippt. Das Zellpellet wurde wiederholt 

in 1 ml Tyrodepuffer resuspendiert, um dann nochmals bei 2600 rpm pelletiert zu werden. 

Schließlich konnte das Pellet in einer gewünschten Menge Tyrode-Puffer resuspendiert 

werden und mit der Zellzählung begonnen werden. Diese erfolgte entweder mittels 

Neubauerzählkammer oder Sysmex®.  
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Isolation von peripheren mononukleären Blutzellen 

Ein 15 ml Sarstedt-Röhrchen wurde mit 4 ml Histopaque® befüllt und anschließend mit 1 ml 

EDTA-antikoaguliertem Vollblut überschichtet. Steriles PBS wurde langsam hinzugegeben, 

um das Röhrchen bis zur 15 ml Marke zu füllen. Dann konnte die Probe zentrifugiert werden. 

Dies geschah bei Raumtemperatur, 800 g für 10 min und ohne Bremse. Nach 45 min wurde 

der Interphasenkern abpipettiert und in ein neues Reagenzgefäß überführt. Diese 

Zellsuspension enthält bereits die peripheren mononukleären Blutzellen (Peripheral Blood 

Mononuclear Cells PBMC) und wurde mit 4 °C gekühltem sterilem PBS aufgefüllt, um 

nochmals bei 300 g für 10 min gewaschen zu werden. Es kam zur Pellettierung. Der 

Überstand wurde abdekantiert und das Pellet wurde in gekühltem RPMI-Medium mit 300 g 

für 10 min gewaschen. 

Isolation von Splenozyten 

Wie bereits erwähnt wurden die entnommenen Organe in steriles PBS aufgenommen. Um die 

in der Milz befindlichen Thrombozyten zu schützen, wurde hier auf Kühlung verzichtet. Die 

Milzen wurden mit dem Stempel einer 5 ml Spritze durch ein Zellsieb (70 µm) gepresst, 

welches mit sterilem PBS, das 2 % FCS enthielt, gespült wurde. 

Die Röhrchen mit den zersiebten Milzen wurden bei 1200 rpm in einer Megafuge 1.0R für 

10 min herunterzentrifugiert. Dabei bildete sich ein Zellpellet. Der Überstand wurde 

verworfen. Die Zellzählung vollzog sich wie bei den PBMCs. 

3.2.2.2 Zell-Zählung 

Thrombozyten 

Zählkammer 

Hierzu wurden 5 µl des plättchenreichen Plasmas beziehungsweise Vollblutes wurden mit 

95 µl Thrombozahl® vermischt. Nach 20 min Inkubation konnten 10 µl der Zellsuspension in 

eine Neubauerzählkammer gebracht werden. Anschließend wurden die einzelnen 

Zählkammern für 20 min in einer feuchten Kammer inkubiert, damit die Thrombozyten 

sedimentieren konnten. 

In der Neubauerzählkammer erfolgte die Auszählung mit einem 40 × Objektiv im zentralen 

Großquadraten getätigt. Dazu wurden fünf große Gruppenquadrate zu je 16 Grundquadraten 



25 

 

mit insgesamt 80 Kleinstquadraten ausgezählt. Die ermittelte Anzahl der Thrombozyten 

wurde schließlich mit dem Kammerfaktor 50 und dem Verdünnungsfaktor 20 multizipliert. 

Hämocounter 

Eine Möglichkeit der schnellen Thrombozytenzellzählung stellte das automatische 

Blutzellzählgerät Sysmex® dar. Mit Hilfe einer Impedanzmessung wurden die Zellen 

aufgrund der Abhängigkeit von Widerstand und Zellgröße gezählt. Die Zellen wurden 

aufgereiht durch ein elektrisches Feld geführt. Es entstanden elektrische Impulse, welche dem 

jeweiligen Zellvolumen proportional waren. 

Peripheren mononukleären Blutzellen 

Hierzu wurde das im Medium gelöste Pellet auf eine Verdünnung von 1:10 justiert. 10 µl der 

verdünnten Zellsuspension wurden mit 90 µl Türks-Lösung vermischt und anschließend auf 

eine Neubauerzählkammer gebracht. Auf dieser wurden 16 seitliche Eckquadrate ausgezählt.  

Die ermittelten Zellzahlen wurden nochmals mit Werten des Sysmex® verglichen. Dieses 

Gerät benötigte 50 µl der Zellsuspension und analysierte sowohl die Zellzahl als auch deren 

Zellvolumen.  

3.2.2.3 Experiment zur Validierung des Hämocounters 

Es wurde dem jeweiligen Mausstamm (Wildtyp, CCR4-/-) im septischen bzw. unbehandelten 

Zustand Blut entnommen. Von den Vollblutproben wurden 100 µl in neue Reaktionsgefäße 

überführt und bis zum Erhalt des plättchenreichen Plasmas bei Raumtemperatur für 40 min 

stehen gelassen. Alle Proben wurden, wie bereits beschrieben, mit Thrombozahl® und 

Sysmex® gezählt. 

3.2.2.4 Rotationsthromboelastometrie 

Die Rotationsthromboelastometrie wurde mit Hilfe des ROTEM® delta durchgeführt. Es 

handelt sich um ein verfeinertes Verfahren der seit 1948 etablierten Thromboelastographie. 

Hierbei können die Gerinnungseigenschaften von Vollblut unter Zugabe von aktivierenden 

Substanzen untersucht werden. In der hier vorgelegten Arbeit wurde die extrinsische 

Blutgerinnungskaskade unter der Zugabe von Gewebsthromboplastin, in Form des vom 

Hersteller zur Verfügung gestellten Ex-tem® S, untersucht. Es wurden jeweils 400 µl Zitrat-

antikoagulierten Blutes einer Maus entsprechend der Herstellerangaben mit Ex-tem® S 

versehen und die Gerinnungszeit (clotting time CT) durch ROTEM® delta bestimmt. Die 
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ermittelten Werte der CASP-operierten und unbehandelten Mäuse wurden gegeneinander 

aufgetragen. 

3.2.3 Proteinbiochemische Methoden 

3.2.3.1 Durchflusszytometrie 

Präparation der Zellen für die FACS-Analyse 

Beim Arbeiten mit Vollblutproben wurden diese mit jeweils 170 µl ACDA und 5 µl Hirudin/2 

ml-Reaktionsgefäß antikoaguliert. Thrombozytenisolate wurden nach der Inkubation mit dem 

Antikörper durch Cellfix® fixiert und mit 0,5 ml Dulbeccos PBS (DPBS) verdünnt. 

Thrombozyten-Aktivierungs-Assay 

Etwa 500 µl Blut der Maus wurden aus dem retrobulbären Plexus in ein 2 ml Reaktionsgefäße 

mit 170 µl ACDA entnommen. Nach der Zellzählung mittels Sysmex® wurde das Vollblut 

auf eine einheitliche Thrombozytenzahl verdünnt. 

Anschließend wurden FACS-Röhrchen mit jeweils 50 µl der Vollblutverdünnung bestückt.  

Eine Gruppe dieser Ansätze wurde mit 15 ng/ml des Schlangengiftes Convulxin versehen und 

für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dazu wurde das Convulxin auf eine Verdünnung 

von 150 ng/ml eingestellt. Die Kontrollgruppen wurden parallel mit 5 µl Puffer versehen, um 

die mechanische Irritation zu imitieren. Nach 15 min Inkubation wurden die Proben mit den 

jeweiligen Antikörpern bestückt und erneut für 15 min inkubiert. Die Ansätze wurden für 

10 min mit Cellfix® behandelt, um eventuellen Cleaving-Mechanismen des thrombozytären 

CD62p vorzubeugen. Vor der durchflusszytometrischen Analyse wurde 1 ml DPBS mit Ca
2+

 

und Mg
2+

 mit 2 % BSA hinzugefügt. 

CFSE-Markierung 

Aufgereinigte und gewaschene Thrombozyten wurden gezählt und CFSE-markiert. In 1 ml 

Tyrode-Puffer wurden 2 × 10
7 

Thrombozyten resuspendiert. Die 5 mM Stammlösung des 

CFSEs musste auf eine Konzentration von 2 µM gebracht werden, deshalb wurde die 

Stammlösung stets 1:2500 mit Tyrode-Puffer verdünnt. Dieses Gemisch wurde 10 min bei 

37 °C im Wasserbad inkubiert. 

Nach nochmaliger Zugabe von 5 ml Tyrode-Puffer wurden die Thrombozyten bei 2600 rpm 

(Megafuge 1.0R) und Raumtemperatur für 10 min ohne Bremse herunterzentrifugiert. Es 
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bildete sich ein Zellpellet, der Überstand wurde verworfen und die Thrombozyten nochmals 

für 10 min mit Tyrode-Puffer gewaschen. 

3.2.3.2 Immunfluoreszenzhistologie 

Anfertigung von histologischen Präparaten der Leber, Milz und Lunge 

Die histologischen Präparate wurden mit dem Mikrotom-Kryostat bei -20 °C mit einer 

Schnittdicke von 5 µm auf Superfrost® Objektträgern angefertigt. Die Schnitte wurden über 

Nacht bei Raumtemperatur luftgetrocknet, anschließend mit -20 °C gekühltem Aceton für 

10 min fixiert und direkt verarbeitet oder bei -80 °C gelagert. 

Immunhistologische Färbungen 

Die angefertigten Gefrierschnitte der Organe wurden jeweils mit 20 µl 20 % FCS-PBS für 

10 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschließend mit dem Peroxidase Block Reagenz 

10 min behandelt, um endogene Peroxidasen zu blocken. Anschließend wurden die Schnitte 

zweimal mit sterilem PBS gewaschen. Mit dem Primärantikörper CD42c*Fitc wurde zu 5 µl 

in 100 µl 20 % FCS-PBS über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach erneutem zweimaligem 

Waschen wurde der Alexa 488-gekoppelte Fluorescein*Antikörper in der Verdünnung 1:100 

für 60 min bei Raumtemperatur verwendet und wiederum zweimal mit sterilem PBS 

gewaschen. Es wurden Isotypenkontrollen des primären Antikörpers mitgeführt. 

3.2.3.3 Fibrinogen Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

Der verwendete Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) basiert auf dem Prinzip eines 

Sandwich-ELISAs. Es wurde eine mit einem Antikörper gegen Fibrinogen vorbeschichtete 

96 well Mikrotiterplatte mit einem murinen Plasma-Verdünnungslösungsgemisch 

(Konzentration 1:30000) für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Plasma wurde aus 

antikoaguliertem Vollblut der Maus durch 15 min Zentrifugation mit 1000 g gewonnen. 

Entsprechend der Herstellerangaben des ELISAs wurden die Reagenzien hinzugefügt. Nach 

dem Abstoppen der Reaktion erfolgte die Messung der optischen Dichte (O. D.) mittels 

ELISA-Auslesegerät. 
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3.2.3.4 Proteinisolation 

Thrombozyten 

Das Thrombozytenpellet wurde in gekühltem 2D-Lyse-Puffer resuspendiert und für eine 

halbe Stunde unter ständiger Agitation durchmischt. Auf 1 × 10
6 

Thrombozyten wurde 1 ml 

2D-Lyse-Puffer gegeben. Die Proteinlösung wurde in 2 ml Reaktionsgefäße aliquotiert und 

bei -20 °C eingefroren. 

 

Messung der Proteinkonzentration 

Zur Proteinbestimmung wurde mit dem Bicinchoninic Acid-Kit (BCA) gearbeitet. Eine 

Verdünnungsreihe wurde entsprechend des Handbuches erstellt. Die bereiteten Proteinisolate 

der Thrombozyten wurden 1:10 mit sterilem PBS verdünnt. In einer 96 well Mikrotiterplatte 

wurden die Standardreihe in zweifacher und die Proteinsuspensionen in einer dreifachen 

Bestimmung aufgetragen, für 30 min bei 37 °C inkubiert und sofort in einem Photometer bei 

550 nm gemessen. Mit Hilfe der Graphpad Prism Software wurde eine Standardkurve 

berechnet, von der die Proteinkonzentration der Proben abgeleitet wurde. 

3.2.3.5 Western Blot 

Jeweils 13,3 µg des Proteinkonzentrates in 10 µl und der Marker wurden mit 24 µl Aqua dest. 

mit 6 µl des 5 x Lämmli-Puffers versetzt und resuspendiert. Beim Resuspendieren wurde ein 

Farbumschlag beobachtet. Die Proben wurden kurz zentrifugiert und 5 min bei 95 °C gekocht, 

anschließend wurde das Gel sofort beladen. Es wurde darauf geachtet, dass die Probe sich 

nicht gelb verfärbte, d.h. sich nicht in einem sauren pH-Bereich befand. Es wurden 10 %-ige 

SDS Polyacrylamidgele der Firma Bio-Rad verwendet. Vor dem Beladen wurden die Taschen 

mit Laufpuffer gespült und anschließend mit 20 µl Marker beziehungsweise jeweils 30 µl 

Probe beladen. Das Trenngel wurde mit einer Spannung von 60 V durchlaufen, anschließend 

bei 120 V ca. 120 min das Sammelgel. 

Der Erfolg der Proteinauftrennung wurde mit der Ponceau-Färbung überprüft. 

Zurechtgeschnittene Filterpapiere, Filze und PVDF-Membran wurden in Transferpuffer 

vorgeweicht und mit dem Gel zusammen bei konstanten 300 mA für 40 min geblottet. 

Die PVDF-Membran mit dem Protein wurde mit 10 ml einer Blocklösung aus 5 % 

Milchpulver (Milupa), 1 % BSA in 0,05 % TBS-T für 1 h bei Raumtemperatur geblockt. Über 
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Nacht erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper CCR4 in 5 ml Blocklösung und 5 ml 

TBS-T auf dem Schüttler. Es folgt eine dreimalige Spülung für 10 min in TBS-T und 

anschließende 60 min Inkubation mit dem sekundären Antikörper 1:10000 in 10 ml TBS-T, 

gefolgt von erneutem dreimaligen Spülen. Anschließend erfolgte das Abkippen der 

Spüllösung und die erneute Zugabe des Farbreagenzes DAB Substrat Kit. Die Membran 

wurde nach dem Eintreten der Farbreaktion mit Aqua dest. gereinigt und trocken getupft. Es 

erfolgt das Einscannen und die Auswertung der Bandenintensität mit Hilfe von ImageJ®. 

 

3.2.4 Molekularbiologische Methoden 

3.2.4.1 RNA-Isolation 

Thrombozyten 

Die Isolation der Thrombozyten-RNA wurde mittels TRI-Reagent® realisiert. Nach der 

Thrombozytenzählung wurden jeweils 1 × 10
7
 Thrombozyten in 2 ml Reaktionsgefäße 

gegeben. Anschließend wurde jeweils 1 ml TRI-Reagent® hinzugefügt, gut vermischt und für 

5 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach der Zugabe von 0,2 ml Chloroform wurden 

die Röhrchen gut verschlossen, kräftig geschüttelt und wiederum bei Raumtemperatur für 

15 min inkubiert. Danach wurden alle Behältnisse in einer auf 4 °C heruntergekühlten 

Zentrifuge und für 15 min bei 12000 g zentrifugiert, bis sich 3 Phasen gebildet haben. Von 

diesen wurde nur die oberste, wässrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Nun 

wurde 1 ml Isopropanol hinzugegeben, gut geschüttelt und 10 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation bei 12000 g, 4 °C konnten die Überstände 

verworfen werden. Um eine gute Ausbeute an RNA zu erzielen, wurde jedes einzelne 

Reaktionsgefäß mit einem kleinen Überstand belassen, das Pellet wurde resuspendiert und 

alle Suspensionen wurden in ein neues Behältnis überführt. Diese wurden für erneute 5 min 

bei 4 °C und 12000 g herunterzentrifugiert bis sich pro Versuchstier ein Pellet aus der 

gesamten Thrombozyten-RNA gebildet hatte. Der Überstand wurde jeweils erneut verworfen. 

Das RNA-Pellet wurde bei Raumtemperatur getrocknet und in 50 µl RNAse-freiem A. bidest 

bei -80 °C eingefroren. 
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Periphere mononukleäre Blutzellen 

Die Isolation der RNA der peripheren mononukleären Blutzellen wurde mit Hilfe des 

QIAGEN® Mini-Kits entsprechend der Herstellerangaben durchgeführt. Die gewaschenen 

und pellettierten PBMCs durften die Anzahl von 1×10
7
 Zellen nicht überschreiten. Das 

Ergebnis war isolierte RNA in 40 µl Aqua bidest. 

3.2.4.2 Bestimmung der RNA-Konzentration 

RNA-Konzentrationen wurden durch eine UV-Spektrometrie bestimmt. Von der RNA-Probe 

wurden 2 µl genutzt, um eine 1:100 Verdünnung mit TE-Puffer anzufertigen. Vor Beginn der 

Messung am Photometer wurde zunächst mit 50 µl TE-Puffer ein Leerwert ermittelt. Nach der 

Kalibrierung des Photometers wurde die Wellenlänge auf 260 nm eingestellt. Eine Mikro-

Quarzküvette wurde mit 50 µl der verdünnten RNA-Probe bestückt und im Photometer 

gemessen. Der ermittelte O. D.-Wert sollte zwischen 0,1 und 1,0 liegen. Anschließend wurde 

die Wellenlänge auf 280 nm justiert. Es wurde der Quotient zu 260 nm gebildet. Das Ergebnis 

sollte größer als 1,7 sein, um zu große DNA-Kontaminationen auszuschließen. Die RNA-

Konzentration in µg/ml errechnete sich aus dem Faktor 40 und dem Verdünnungsfaktor von 

25 multipliziert mit der optischen Dichte bei 260 nm. 

 

                                            

3.2.4.3 Polymerase Kettenreaktion 

cDNA Erststrangsynthese (Reverse Transkription) 

Für eine Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (PCR) wurde eine spezifische 

DNA-Polymerase verwendet. Diese ist in der Lage, DNA zu transkribieren. Die isolierte RNA 

wurde in komplementäre DNA umgewandelt. Hierzu wurde eine RNA-abhängige DNA-

Polymerase verwendet, welche aus der isolierten RNA eine Kopie der DNA (copy DNA 

cDNA) synthetisierte.  

Die cDNA-Synthese wurde mit Hilfe des First Strand Kits der Firma Super Array® 

entsprechend der Herstellerangaben bewerkstelligt. Von jedem Isolat wurde genau 1 µg 

verwendet. Die RNA jeder Probe wurde zuerst mit 2 µl gDNA Elimination Buffer  behandelt, 

um genomische DNA-Kontaminationen zu vernichten, die zu falsch positiven Ergebnissen 

führen könnten. Anschließend wurden die Proben auf ein Volumen von 10 µl aufgefüllt und 
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mit einer Pipette vorsichtig durchmischt. Nach kurzer Zentrifugation wurden die Proben für 

5 min bei 42 °C inkubiert, gefolgt von 1 min Kühlung auf Eis. Zur Kontrolle der genomischen 

DNA-Kontamination wurde ebenfalls eine nicht-reverse Transkriptionskontrolle mit evaluiert. 

In dieser Kontrolle wurde das RE3-Enzym-Gemisch des Herstellers Super Array® durch 

RNase-freies Wasser ersetzt. Die synthetisierte cDNA wurde weiterverendet. 

Intron-Exon-Primer 

Es wurden spezielle Primer für den CCR4 synthetisiert. Für die Detektion des prä-mRNA 

Gehaltes wurde ein Intron-Exon überlappender Primer (unspliced) und für die bereits fertige 

mRNA ein Exon-Exon überlappenden Primer (spliced) hergestellt. Der synthetisierte 

Antisenseprimer befand sich im Exon und konnte somit für beide Proben verwendet werden. 

Real-Time Polymerase Kettenreaktion 

Die Real-Time Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) beruht auf der herkömmlichen PCR und 

ermöglicht zusätzlich die relative Quantifizierung (qRT-PCR) der im Vorfeld durch reverse 

Transkription gewonnenen DNA-Fragmente. Die relative Bestimmung der DNA-Menge 

wurde mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen durchgeführt, wobei die Fluoreszenz in jedem 

Zyklus proportional mit der DNA-Menge zunahm. Verwendet wurde der RT-PCR Assay 

Super Array der Firma Super Arrayb Biosciences, mittlerweile zu Qiagen gehörend. SYBR 

green I war der benutzte DNA-Farbstoff. Es handelt sich dabei um einen interkalierenden 

Stoff, der an die doppelsträngigen DNA-Fragmente bindet.  

Für den Assay wurde jede Kavität einer 96 well Mikrotiterplatte wie folgt bestückt: 

RT² qPCR Master Mix Super Array 12,5 µl 

Primer 1 µl 

cDNA 1 µl 

RNase freies Wasser 10,5 µl 
Tabelle 9: Reagenzienansatz der Polymerase Kettenreaktion 

Ansatz des verwendeten PCR-Kits, in jede Kavität wurden 25 µl pipettiert und auf einer 96 well 

Mikrotiterplatte in 3-fach Bestimmung aufgetragen.  

 

In dem Experiment wurde die Expression des CCR4, des CCL22, des CCL17 und eines 

konstitutiv exprimierten Genes, der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 

semiquantitativ bestimmt.  
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Anschließend wurde die 96 well Mikrotiterplatte mit einer dafür vorgesehenen Adhäsionsfolie 

verschlossen und mit 1400 g für 3 min bei 4 °C zentrifugiert. Anschließend wurde die 96 well 

Mikrotiterplatte in den Thermocycler eingelegt.  

Mit Hilfe der ABI Prism 7000 SDS Software wurde das Temperaturprogramm gesteuert. 

Sowohl das Monitoring während der einzelnen Zyklen, als auch die Auswertung erfolgte 

mittels dieser Software. 

Es wurde folgendes Temperaturprogramm gewählt: 

Zyklen Dauer Temperatur  

1 10 Minuten 95 °C 
Aktivierung der 

Hotstart® Polymerase 

40 
15 Sekunde 

1 Minute 

95 °C 

60 °C 

Denaturierung 

Annealing und 

Elongation 
Tabelle 10: Programmierung des Thermocyclers für die Polymerase Kettenreaktion (PCR). 

 

Im ersten Schritt wurde die DNA denaturiert und die HotStart® DNA-Polymerase aktiviert. 

Diese ist hitzestabil und synthetisiert komplementäre DNA-Stränge semikonservativ, 

beginnend bei den Primern. Im nächsten Schritt wurde die Temperatur auf 60 °C abgesenkt. 

In dieser Phase findet das Annealing statt. Die Primer lagerten sich an. Die Elongation 

startete. 

Am Ende dieser Phase lag die amplifizierte DNA doppelsträngig vor. An diese band der 

Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I. Durch die Bindung verschob sich das 

Emissionsmaximum zu einer Intensität von 521 nm, bei gleicher Anregungsintensität von 

491 nm. Der verwendete Thermocycler ABI Prism 7000 detektierte das Fluoreszenzsignal und 

speichert es. 

Mit jedem Zyklus steigt die Anzahl doppelsträngiger DNA-Fragmente und folglich auch die 

Fluoreszenz des gebundenen SYBR Green I-Farbstoffes. Der von Super Array vertriebene 

Mastermix enthielt einen weiteren Fluoreszenzfarbstoff genannt ROX, als passive Referenz. 

Indem die Emissionsintensität des Reporterfarbstoffes SYBR Green I durch die 

Emissionsintensität der passiven Referenz ROX dividiert wird, korrigiert die Software den 

Fehler einer Hintergrundfluoreszenz.  
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Zur relativen Bestimmung der Expression des gesuchten Genes wurde die ΔΔCt-Methode 

angewandt. Es wurde mit der Software Microsoft Excel gearbeitet. Zunächst wurden die ΔCt-

Werte wie folgt ausgerechnet:                  –          

Aus den errechneten ΔCt-Werten der aseptischen Kontrollmäuse wurde ein Mittelwert 

gebildet, welcher als Kalibrator definiert wurde. Anschließend wurden die ΔCt-Werte der 

septischen Gruppe zum Kalibrator in Beziehung gesetzt:                    –                

Die auf diese Weise bestimmten ΔΔCt-Werte wurden im letzten Schritt in absolute Werte 

umgewandelt. Die relative Expression ergibt sich demnach zu: 2 
–ΔΔCt

. 

Die absoluten Werte wurden mit der SPSS-Software ausgewertet. 

3.2.5 Statistische Methoden 

Die erhobenen Daten wurden mit dem Betriebssystem Microsoft Windows 7
®
 in einer SPSS

®
-

Datenbanken (IBM SPSS Statistics 19) erfasst. Die graphischen Darstellungen wurden mittels 

SPSS in Form von Balkendiagrammen oder Box-Plot-Diagrammen entworfen. Zur 

Beschreibung der Ergebnisse wurde der arithmetische Mittelwert mit den zugehörigen 

Standardabweichungen der jeweiligen Versuchsgruppen berechnet.  

Zur Berechnung der Signifikanz diente der Mann-Whitney-U-Test, da eine Normalverteilung 

der Daten nicht vorausgesetzt werden konnte. Daten unterscheiden sich signifikant 

voneinander ab einem p-Wert von 0,05. Die berechneten Signifikanzen wurden in den 

Graphen dargestellt (* für p < 0,05, ** für p < 0,01, *** für p < 0,001).  Ein extremer 

Ausreißer wurde bei dem Experiment 4.6 mit dem Test nach Grubbs ausgeschlossen, da 

vermutet werden musste, dass es sich um einen methodischen Fehler handelte. Die 

Berechnung erfolgte mit Hilfe der Graph Pad Prism-Software-Onlinefunktion 

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm). Die durchflusszytometrischen Arbeiten 

wurden mit Hilfe des Programmes FlowJo® ausgewertet.

http://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm
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4. Ergebnisse 

4.1 Validierung des Hämocounters 

In dieser Arbeit sollte als Alternative zum lichtmikroskopischen Zählen von Thrombozyten 

eine impedanzbasierte Messmethode untersucht werden. Es wurden Thrombozytenzahlen der 

jeweiligen Probe mit Neubauerzählkammer und Hämocounter (Sysmex®) bestimmt und 

verglichen. Vorbereitet wurden Proben von plättchenreichem Plasma (PRP) und Vollblut 

(VB) aus septischen und unbehandelten Mäusen der in dieser Arbeit verwendeten 

Mausstämme. 

 

Abbildung 4: Evaluierung der Zellzählmethoden Hämocounter und Neubauer Zählkammer  

Dargestellt sind die absoluten Unterschiede der Thrombozytenzahlen x 10
8
/ml von Wildtyp-Mäusen (WT) 

und CCR4-defizienten Mäusen (CCR4-/-), bestimmt mit Hämocounter und Neubauerzählkammer. Die 

Werte wurden im Vollblut (VB) und im plättchenreichen Plasma (PRP), für septische (20 h nach CASP) 

und unbehandelte Tiere (unbehandelt) ermittelt (n = 5). 

 

In Abbildung 4 sind die unterschiedlichen Messergebnisse dargestellt. Vollblut (VB) und 

plättchenreiches Plasma (PRP) wurden getrennt aufgetragen, ebenso wurden die verwendeten 

Mausstämme Wildtyp (WT) und CCR4-defiziente Maus (CCR4-/-) unabhängig voneinander 

betrachtet. 

* 

* 
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Die absoluten Werte der Unterschiede in Thrombozyten x 10
8
/ml sind in Tabelle 10 und 

Tabelle 11 zusammengefasst. 

Insgesamt ergeben sich für den Hämocounter stets höhere Werte. Signifikant unterscheiden 

sich nur die Zähldifferenzen im Vollblut der Wildtyp-Mäuse beim direkten Vergleich beider 

Zählmethoden. Alle errechneten p-Werte sind in Tabelle 3 für Vollblutproben und 4 für 

plättchenreiches Plasma dargestellt. 

 

Vollblut 

 

WT p-Wert CCR4-/- p-Wert 

Hämocounter 
Neubauer 

Zählkammer  Hämocounter 
Neubauer 

Zählkammer  

unbehandelt 7,71 ± 1,26 5,91 ± 1,3 0,095 7,06 ± 0,49 5,19 ± 1,15 0,032 

CASP 4,3 ± 1,29 2,3 ± 0,87 0,03 1,5 ± 0,48 0,82 ± 0,57 0,1 

Tabelle 11: Die errechneten p-Werte zu den Unterschieden der absoluten Thrombozytenzahlen der 

einzelnen Mausstämme im Vollblut 

Es wurden als Variablen die Mausstämme CCR4-defizient (CCR4-/-) und Wildtyp (WT) mit den 

Interventionsgruppen Kontrolle (unbehandelt) und septisch (CASP) verglichen (n = 5). Die Werte sind in 

Thrombozyten x 10
8
/ml angegeben. 

 

plättchenreiches Plasma 

 

WT p-Wert CCR4-/- p-Wert 

Hämocounter 
Neubauer 

Zählkammer  Hämocounter 
Neubauer 

Zählkammer  

unbehandelt 1,72 ± 0,54 1,83 ± 0,91 1 1,5 ± 0,4 1,5 ± 0,4 1 

CASP 0,94 ± 0,41 0,6 ± 0,68 0,486 0,26 ± 0,18 0,26 ± 1,5 1 

Tabelle 12: Die errechneten p-Werte zu den Unterschieden der absoluten Thrombozytenzahlen der 

einzelnen Mausstämme im plättchenreichen Plasma 

Es wurden als Variablen die Mausstämme CCR4-defizient (CCR4-/-) und Wildtyp (WT) mit den 

Interventionsgruppen Kontrolle (unbehandelt) und septisch (CASP) verglichen (n = 5). Die Werte sind in 

Thrombozyten x 10
8
/ml angegeben. 
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4.2 Validierung der Thrombozytenisolation 

Es wurde die CD62p-Oberflächenexpression der Wildtyp-Thrombozyten von sieben 

Experimenten im Durchflusszytometer bestimmt. Die Zellisolate wurden aus septischen und 

unbehandelten Tieren entnommen. Dabei ergab sich eine durchschnittliche Aktivierung aller 

Gruppen nach zwei Waschungen von 1,22 % (n = 49). Die Ergebnisse der unbehandelten 

Gruppe und der CASP-operierten Gruppe sind in Abbildung 5 dargestellt. 

 

 

Abbildung 5: FACS-Analyse der CD62p-positiven Thrombozyten nach zwei Waschschritten 

Das verwendete Thrombozytenisolationsprotokoll führte zu keiner bedeutenden Aktivierung. In der 

statistischen Analyse der Gruppen kam es zu keinen Unterschieden in der Aktivierung (n = 20 - 29, 

p = 0,127). 

 

Die Thrombozyten der unbehandelten Wildtyp-Maus waren im Mittel zu 1,271 % (± 0,757 %) 

aktiviert. Von der Wildtyp-CASP-Gruppe exprimierten im Durchschnitt 0,957 %  (± 0,67 %) 

CD62p. Es fanden sich keine signifikanten Unterschieden zwischen Thrombozyten aus 

unbehandelten Mäusen (n = 29), verglichen mit Thrombozyten aus CASP-operierten Mäusen 

(n = 20; p = 0,127). 
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4.3 Messung der Thrombozytenzahlen 

Zunächst sollte untersucht werden, ob das CASP-Modell geeignet ist, die Thrombozytopenie 

einer polymikrobiellen Sepsis zu simulieren. Hierzu wurden die absoluten 

Thrombozytenzahlen aus Wildtyp-Mäusen sowohl 20 h nach einer CASP-Operation als auch 

aus der unbehandelten Vergleichsgruppe bestimmt. Da bei der Herstellung von 

plättchenreichem Plasma aus dem Blut septischer Mäuse nicht automatisch vom selben 

Thrombozytenverlust, verglichen mit unbehandeltem Mausblut, ausgegangen werden kann, 

wurden die Zellzahlen im Vollblut bestimmt. In Abbildung 6 sind die Ergebnisse des 

Hämocounters dargestellt, in Abbildung 7 die Ergebnisse der gleichen Proben für die 

Neubauer Zählkammer. 

 

  

Abbildung 6: Hämocounter Thrombozytopenie in der CASP-Sepsis 

Wildtyp-Mäusen wurde 20 h nach einer CASP-Operation Blut entnommen. Die Thrombozytenzahlen 

wurden mittels Hämocounter im Vollblut bestimmt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Wildtyp-Mäuse 

(n = 5). Zu sehen ist eine signifikante Thrombozytopenie der CASP-Mäuse (p = 0,036). 

Im CASP-Modell kam es 20 h nach der Operation zu einer signifikanten Abnahme der 

Thrombozyten in den Wildtyp-Mäusen. Die durch Impedanzmessung (Sysmex
®
) ermittelte 

Thrombozytenzahl der Wildtyp-Mäuse betrug im unbehandelten Zustand 

7,712 × 10
8
 Thrombozyten/ml (± 1,259 × 10

8
 Thrombozyten/ml) und sank in der Sepsis auf 

3,732 × 10
8 

Thrombozyten/ml (± 0,45 × 10
8
 Thrombozyten/ml). 

* 
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Auch mittels Zählkammer konnten diese Unterschiede detektiert werden. Hier sanken die 

Thrombozytenzahlen von 5,908 × 10
8 

Thrombozyten/ml (± 1,329 × 10
8 

Thrombozyten/ml) 

auf 1,498 × 10
8 

Thrombozyten/ml (± 0,48 × 10
8 

Thrombozyten/ml). 

Sowohl im Hämocounter (Abb. 6) als auch in der Neubauerzählkammer (Abb. 7) fand sich 

eine Thrombozytopenie der CASP-operierten Wildtyp-Mäuse. Bei der statistischen Analyse 

ließen sich folgende p-Werte errechnen: für den Vergleich der Thrombozytenzahlen in der 

Neubauerzählkammer entsprach p = 0,016. Im Hämocounter fand sich ein statistisch 

signifikanter Unterschied der Thrombozytenzahlen von p = 0,036. 

 

 

Abbildung 7: Neubauerzählkammer Thrombozytopenie  in der CASP-Sepsis 

Wildtyp-Mäusen wurde 20 h nach einer CASP-Operation Blut entnommen und die Thrombozytenzahlen 

mit Hilfe der Neubauerzählkammer im Vollblut bestimmt. Zur Kontrolle dienten unbehandelte Mäuse (n 

= 5; p = 0,016). 

 

4.4 Untersuchung des mittleren thrombozytären Volumens 

Mittels Hämocounter wurde das mittlere thrombozytäre Volumen (mean platelet volume 

MPV) in jeweils fünf septischen und unbehandelten Tieren der Wildtyp-Maus in Femtolitern 

(fl) gemessen. Um etwaige Interferenzen mit anderen Zellreihen im Vollblut ausschließen zu 

können, wurde das MPV im plättchenreichen Plasma bestimmt. 

* 
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Bei nicht-septischen, weiblichen Wildtyp-Tieren betrug das MPV 5,28 fl  (± 0,045 fl). Zum 

Zeitpunkt 20 h nach einer CASP-Operation stiegen diese Werte an auf 5,88 fl (± 0,56 fl). 

Diese Werte sind in der statistischen Analyse unterschiedlich mit einem p-Wert von 0,016. In 

Abbildung 8 sind die Ergebnisse dargestellt. 

 

 

Abbildung 8: Das mittlere thrombozytäre Volumen erhöht sich in den septischen Tieren 

Ergebnis der Analyse des MPV von Wildtyp-Mäusen 20 h nach CASP-Operation, angegeben in 

Femtoliter (fl). Das mittlere thrombozytäre Volumen (MPV) stieg durch die CASP-bedingte Sepsis, an 

(n = 5; p = 0,016). 

 

4.5 Untersuchung des Aktivierungsgrades der Thrombozyten durch CASP 

Maximalaktivierungsversuch der Thrombozyten 

Um zu detektieren, ob es im septischen Geschehen zu einer veränderten Aktivierbarkeit der 

Thrombozyten kommt, wurde 20 h nach einer CASP-Operation bzw. aus der unbehandelten 

Kontrollgruppe Blut entnommen. Im Vollblut wurden die Thrombozyten mit dem 

Schlangengift Convulxin stimuliert, welches zur Ausschüttung des kompletten Gehaltes an α-

Granula und folgend zur P-Selektin-Oberflächenexpression (CD62p) führte [50]. Hierbei 

konnte mit einem Fitc-markierten Antikörper gegen CD62p gezeigt werden, dass es zur 

signifikanten Abnahme der mittleren geometrischen Fluoreszenzintensität (mgFI) der 

septischen Thrombozytenpopulation kam. Die Thrombozyten der unbehandelten Gruppe 

(n = 15) hatten einen mgFI-Wert von 1832,95 (± 793,9). Diese Aktivierbarkeit fiel in den 

* 
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CASP-Tieren (n = 12) auf 982,92 (± 352,79) (p = 0,002). Es wurden vier Experimente 

zusammengefasst. Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt. 

 

 

Abbildung 9: Maximalaktivierbarkeit der Thrombozyten gemessen anhand der mittleren geometrischen 

Fluoreszenzintensität (mgFI) CD62p 

Thrombozytenpopulationen aus CASP-operierten Mäusen reagierten mit einer verminderten P-Selektin-

Oberflächenexpression (CD62p) auf Stimulation mit Convulxin (15 ng/ml). 20 h nach CASP-Operation 

exprimierten die Thrombozyten signifikant weniger CD62p, dargestellt als mittlere geometrische 

Fluoreszenz Intensität (mgFI) des Fitc-markierten Antikörpers gegen CD62p (n = 12 - 15; p = 0,002). 

 

** 



41 

 

4.6 Transkription der CCR4-mRNA im Thrombozyten nach CASP 

Thrombozyten wurden aus unbehandelten und CASP-operierten Wildtyp-Mäusen isoliert und 

deren mRNA extrahiert. Nach der reversen Tanskription der mRNA, wurde mit der 

gewonnenen cDNA eine qRT-PCR durchgeführt. Der Gehalt an CCR4-mRNA in den 

unbehandelten Tieren wurde auf 1 normalisiert. Relativ zu diesen Tieren enthielten die 

Thrombozyten einen signifikant 9,997-fach (± 7,33-fach) höheren mRNA-Gehalt (p = 0,016). 

Ein extremer Ausreißer wurden bei einem Signifikanzniveau von  α < 0,01 nach der Methode 

von Grubbs ausgeschlossen. Es wurden zwei gleiche Experimente zusammengefasst und in 

Abbildung 10 dargestellt. (unbehandelt Wildtyp n = 4, CASP n = 7) 

 

 

Abbildung 10: Einfluss der Sepsis auf die Transkription von CCR4 in Thrombozyten 

Wildtyp-Mäusen wurde 20 h nach einer CASP-Operation Blut entnommen. Zur Kontrolle dienten 

unbehandelte Wildtyp-Mäuse. Der mRNA-Gehalt der unbehandelten Wildtyp-Thrombozyten wurde 

gleich 1 gesetzt und mit den Werten der CASP-operierten Gruppe verglichen. Thrombozyten der CASP-

operierten Tiere haben die 9,997-fache Menge CCR4-mRNA (unbehandelt n = 4; CASP n = 7;  p = 0,016). 

 

4.7 Transkription des CCR4-mRNA in peripheren mononukleären Blutzellen 

nach CASP  

Es wurde gleichzeitig aus septischen und unbehandelten Wildtyp-Mäusen  mRNA isoliert und 

nach der reversen Transkription eine qRT-PCR durchgeführt. Der relative mRNA-Gehalt der 

unbehandelten Kontrollgruppe (n = 5) wurde auf den Wert 1 normalisiert. Bei den CASP-

operierten Tieren (n = 4) verringerte sich der mRNA-Gehalt auf das 0,005-fache bezogen auf 

* 
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die Kontrollgruppe, zu sehen in Abbildung 11. Hierbei handelte es sich um eine signifikante 

Verringerung der relativ-transkribierten Einheiten (p = 0,016).  

 

 

Abbildung 11: Einfluss der Sepsis auf die Transkription von CCR4 in peripheren mononukleären 

Blutzellen  

Wildtyp-Mäusen wurde 20 h nach einer CASP-Operation mRNA der PBMCs isoliert. Zur Kontrolle 

dienten unbehandelte Wildtyp-Mäuse. Der mRNA-Gehalt der unbehandelten Wildtyp-Mäuse wurde eins 

gesetzt (n = 4). In PBMCs aus septischen Mäusen verringerte sich die CCR4-mRNA auf das 0,005-fache. 

(n = 5; p = 0,016). Ausreißer, d.h. Werte sind mehr als eine Boxplotlänge entfernt, sind als Kreis 

dargestellt. 

 

4.8 Untersuchung der CCR4-Oberflächenexpression nach CASP auf 

Thrombozyten 

Um zu untersuchen, ob die beobachteten Unterschiede in der mRNA-Expression des CCR4 

auch einen Einfluss auf die Oberflächenexpression des Rezeptors haben, wurde die mittlere 

geometrische Fluoreszenzintensität der CCR4-Oberflächenexpression von Thrombozyten im 

Durchflusszytometer bestimmt und in Abbildung 12 aufgetragen. 

* 
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Abbildung 12: Durchflusszytometrische Analyse der mittleren geometrischen Fluoreszenzintensität der 

CCR4*FitC Oberflächenexpression von septischen und unbehandelten Mäusen. 

Thrombozyten aus unbehandelten Mäusen und Mäusen 20 h nach CASP-Operation wurden im 

Durchflusszytometer auf die mittlere geometrische Fluoreszenzintensität (mgFI) der mit einem FitC-

markierten CCR4-Antikörper beladenen Thrombozyten untersucht. Der CCR4-Oberflächenbesatz 

unterschied sich nicht signifikant (p = 0,893; n = 5). Ausreißer, d.h. Werte, die mehr als eine Boxplotlänge 

entfernt sind, wurden als Kreis dargestellt. 

 

Es konnten keine Unterschiede mittels Durchflusszytometrie festgestellt werden (p = 0,893). 

In der CASP-operierten Versuchsgruppe konnte die mgFI für die Bindung des CCR4-

Antikörpers auf der Thrombozytenoberfläche mit 10525,8 (± 1443) bestimmt werden (n = 5). 

In der unbehandelten Kontrollgruppe lag die mgFI der CCR4-Oberflächenexpression bei 

durchschnittlich 10427,4 (± 657) (n = 5). 
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4.9 Chemokinrezeptor 4-Proteinsynthese 20 Stunden nach CASP  

Um eine exaktere Aussage über die Proteinbiosynthese des CCR4 treffen zu können, wurden 

die Thrombozytenproteine isoliert und mittels Western Blot die Proteinexpression von CCR4 

relativ zu der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) bestimmt. In der 

Tabelle 12 sind die eingescannten Banden der jeweiligen Proteinexpression dargestellt. 

 

CCR4 

 

GAPDH 

                      20 h nach CASP unbehandelt 

 

Tabelle 13: Ergebnisse des Western Blots zur CCR4-Expression 20 h nach CASP 

Die Proteinbanden des CCR4 (obere Zeile) im Vergleich zum konstitutiv exprimierten Gen GAPDH 

(untere Zeile), im septischen Zustand (linke Spalte) und im unbehandelten Zustand (rechte Spalte). 

 

Da in vorhergegangenen Experimenten die Proteinausschöpfung zu gering war, wurden die 

Thrombozytenproben von jeweils 5 Tieren gepoolt. Das Molekulargewicht von CCR4 befand 

sich, entsprechend der Angaben des Protokolles von Abcam
®
 bei etwa 42 kDa, das von 

GAPDH bei ca. 37 kDa. Bei der CASP-operierten Gruppe war eine eindeutig stärkere 

Intensität der Bande zu erkennen. Mittels ImageJ® wurden die Intensitäten der jeweiligen 

Bande als Area Under the Curve (AUC) berechnet und zueinander in Beziehung gesetzt. 

Dabei ergab sich eine 2,24-fach vermehrte Expression des CCR4 20 h nach CASP-Operation 

(Abbildung 13). 



45 

 

 

Abbildung 13: relative Einheiten der CCR4-Proteinexpression auf Thrombozyten 20 h nach CASP 

Dargestellt ist die relative Expression des CCR4 auf Proteinebene 20 h nach CASP-Operation im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Zur Proteingewinnung wurden die Thrombozyten von 

jeweils fünf Mäusen gepoolt. Die Auswertung erfolgte mittels ImageJ. Insgesamt enthielt die CASP-

Gruppe die 2,24-fache Proteinmenge des CCR4. 
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4.10 Vergleich der Blutungszeiten 

Den Versuchstieren wurde unter Narkose in einer eigens etablierten Versuchsanordnung ein 

Millimeter der distalen Schwanzspitze abgetrennt. Die Blutungszeit wurde bestimmt und in 

Abbildung 14 aufgetragen. Bei den Wildtyp-Mäusen (n = 4) lag die mittlere Blutungszeit bei 

265,92 s (± 50,27 s). Die Schwanzspitze der CCR4-defizienten Mäuse (n = 5) blutete 

durchschnittlich 312,42 s (± 60,19 s). Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen 

CCR4-defizienten und Wildtyp-Mäusen gefunden werden (p = 0,556).   

 

 

Abbildung 14: Bestimmung der Blutungszeit 

Die Blutungszeit aus der Schwanzspitze der unbehandelten Wildtyp-Mäuse und unbehandelten CCR4-

defizienten Mäuse wurde bestimmt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden 

(n = 4 - 5; p = 0,556). 
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4.11 Retransfusionsexperimente 

Es sollte ein Versuchsmodell etabliert werden, welches es ermöglicht, Thrombozyten in eine 

Wildtyp-Maus zu retransfundieren, um die Auswirkung von Retransfusionen in der Sepsis zu 

bestimmen. Um valide Aussagen treffen zu können, erwuchs die Frage, wie viele 

Blutplättchen sich nach einem bestimmten Zeitraum der Injektion noch im Organismus der 

Maus befinden.  

Validierung der Retransfusion 

Carboxyfluoreszein-Succinimidyl-Ester-Färbung 

Das Gelingen der Carboxyfluoreszein-Succinimidyl-Ester-Färbung (CFSE) und eventuelle 

Auswirkungen auf den Aktivierungsgrad der Thrombozyten wurden im Durchflusszytometer 

kontrolliert. In drei Experimenten konnte gezeigt werden, dass durchschnittlich 96,44 % 

(± 2,6 %) der Thrombozyten mit dem verwendeten Protokoll CFSE aufgenommen hatten. 

Von diesen waren nach zwei Waschschritten nur 1,061 % (± 1,059 %) CD62p-positiv. Die 

Abbildung 15 zeigt die Darstellung der durchflusszytometrischen Rohdaten in der 

Analysesoftware Flow-Jo®. 

 

 

Abbildung 15: Kontrolle der CFSE-Färbung von Thrombozyten 

Dargestellt sind repräsentative Durchflusszytometrie-Bilder. Die y-Achse bildet die Granularität der 

Zellen in der Side Scatter Höhe (SSC-H) ab, die X-Achse zeigt die Fluoreszenzintensität der mit 

Carboxyfluoreszein-Succinimidyl-Ester-Färbung (CFSE) in logarithmischer Skala. Von den 

Thrombozyten ließen sich im Mittel 96,44 % (± 2,6 %) CFSE anfärben (links). Durch das auf 

Thrombozyten abgestimmte Protokoll wurden 1,061 % ± 1,059 % aktiviert und exprimierten den 
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Aktivierungsmarker CD62p (Antikörper mit dem Farbstoff Phycoerythrin CD62p*PE) auf ihrer 

Oberfläche (rechts) (n = 3). 

 

Retransfusion 

Bevor konkrete Aussagen bezüglich des Effektes einer Thrombozyten Retransfusion getroffen 

werden konnten, sollte evaluiert werden, wie viele der injizierten Thrombozyten zu 

bestimmten Zeitpunkten in der Zirkulation verblieben bzw. von der Milz gemausert wurden. 

Sechs Stunden nach der Injektion von durchschnittlich 4,81 × 10
8
 CFSE-markierten 

Thrombozyten wurden die Mäuse getötet, Milz und Vollblut entnommen und für die 

Durchflusszytometrie-Färbung vorbereitet. In drei wiederholten Experimenten konnten im 

plättchenreichen Plasma durchschnittlich 6,63 % (± 2,71 %) CFSE-positive Thrombozyten 

bestimmt werden, wie in Abbildung 16 zu sehen. In der Milz waren zu diesem Zeitpunkt 

6,53 % (± 0,36 %) aller Thrombozyten CFSE-positiv. 

 

 

Abbildung 16: Sechs Stunden Zeitpunkt, durchflusszytometrische Analyse der CFSE-positiv gefärbten 

Kompartimente: Milz und plättchenreiches Plasma unbehandelter Mäuse 

In der Milzzellsuspension (Milz links) waren nach sechs Stunden 6,53 % der Thrombozyten CFSE-positiv 

(CFSE+ Thrombozyten dargestellt auf der Y-Achse) und gehörten der transfundierten 

Thrombozytenpopulation an. Im plättchenreichen Plasma (PRP rechts) konnten 6,63 % der gesamten 

Thrombozytenpopulation als CFSE-positive gewertet werden (retransfundierten Thrombozyten) (n = 3). 
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Es sollte untersucht werden, ob diese Thrombozyten über 24 Stunden in der Zirkulation 

verbleiben. Abbildung 17 zeigt eine weitere Minderung der Thrombozyten-Zahlen in der 

Zirkulation des Organismus 24 Stunden nach der Retransfusion. Es waren 3,45 % der 

Thrombozyten im plättchenreichen Plasma CFSE-positiv und 2,69 % der Thrombozyten der 

Milz. Das Experiment wurde wiederholt. Dargestellt ist der Versuch mit der größten Anzahl 

an CFSE-positiven Thrombozyten nach 24 h. 

 

 

Abbildung 17: 24 Stunden nach der Retransfusion, prozentualer Anteil der CFSE-positiven 

Thrombozyten an den gesamten Thrombozyten der Wildtyp-Maus. 

Im plättchenreichen Plasma (links) und der Milz (rechts) wurde die freie Thrombozytenpopulation 

betrachtet. Auf der Y-Achse ist die Granularität der Zellen in der Side Scatter Höhe (SSC-H) dargestellt. 

Es ließen sich im plättchenreichen Plasma (links) lediglich 3,45 % der isolierten Thrombozyten als CFSE-

positiv detektieren. In der Milz waren nach 24 h nur 2,69 % aller Thrombozyten CFSE-positiv. 

 

4.12 Thrombozytopenie bei der CCR4-defizienten Maus 

In Abbildung 18 sind die Thrombozytenzahlen unbehandelter und septischer CCR4-

defizienter Mäuse dargestellt (n = 20). Zum Vergleich wurden ebenfalls die Werte der 

Wildtyp-Mäuse dargestellt. Zu erkennen ist, dass es 20 h nach CASP-Operation auch in der 

CCR4-defizienten Maus zur starken Thrombozytopenie kam (p < 0,001). Hierbei fallen die 

Thrombozyten von 7,26 × 10
8
 Thrombozyten/ml

  
 (± 0,82 × 10

8
 Thrombozyten/ml) auf 

2,98 × 10
8
 Thrombozyten/ml  (± 1,26 × 10

8
 Thrombozyten/ml). Zwischen den unbehandelten 
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CCR4-defizienten Mäusen und den unbehandelten Wildtyp-Mäusen kam es zu einer 

signifikanten Differenz der Thrombozytenzahlen. Wildtyp-Mäuse hatten unbehandelt 

7,83 × 10
8 

Thrombozyten/ml
  

(± 0,8 × 10
8 

Thrombozyten/ml), CCR4-defiziente Mäuse 

besaßen im Mittel unbehandelt 7,26 × 10
8
 Thrombozyten/ml (± 0,82 × 10

8
 Thrombozyten/ml) 

(p = 0,01). Es kam in den CASP-operierten Tieren zu keinem signifikanten Unterschied 

zwischen der CCR4-defizienten und der Wildtyp-Maus (p = 0,369). Die septischen Wildtyp-

Mäuse hatten einen durchschnittlichen Abfall von 4,49 × 10
8
 Thrombozyten/ml. Die 

septischen CCR4-defizienten Mäuse fielen durchschnittlich um 4,28 × 10
8
 Thrombozyten/ml 

ab. 

 

Abbildung 18: Hämocountermessung der Thrombozytopenie durch CASP-induzierte Sepsis bei der 

CCR4-defizienten Maus  

Zu sehen sind die mittels Hämocounter ermittelten Thrombozytenzahlen der CCR4-defizienten Mäuse 

(CCR4-/-), zum Vergleich sind auch die Daten der Wildtyp-Mäuse (WT) dargestellt. Es kam zu einer 

signifikanten Erniedrigung der Thrombozytenzahlen (p < 0,001). Es fand sich kein signifikanter 

Unterschied zwischen den septischen CCR4-defizienten Mäusen und den Wildtyp-Mäusen (p = 0,369),  Es 

zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den unbehandelten CCR4-defizienten Mäusen und 

Wildtyp-Mäusen (p = 0,010; n = 20). Ausreißer, d.h. Werte, die mehr als eine Boxplotlänge entfernt sind, 

sind als Kreis dargestellt. 

 

4.13 Veränderungen im mittleren thrombozytären Volumen der CCR4-

defizienten Maus 20 Stunden nach CASP-Operation 

Mittels Hämocounter wurde das mittlere thrombozytäre Volumen in septischen und 

unbehandelten Tieren der Wildtyp-Mäuse und der Knockout-Tiere gemessen. Zum Vergleich 

sind die Werte der Wildtyp-Mäuse in Abbildung 19 ebenfalls dargestellt. 

*** 

*** 

** 
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Das MPV stieg in beiden Gruppen durch die CASP-bedingte Sepsis an. Die Normalwerte der 

unbehandelten Wildtyp-Mäuse betrugen 5,28 fl  (± 0,045 fl) und 5,12 fl (± 0,045 fl) bei den 

unbehandelten CCR4-defizienten Mäusen. Zum Zeitpunkt 20 h nach einer CASP-Operation 

stiegen diese Werte für beide Mausstämme signifikant im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrollmaus an. Die septischen Wildtyp-Mäuse besaßen ein Volumen von 5,88 fl (± 0,56 fl) 

(n = 5, p = 0,016) und die CCR4-defizienten Mäuse besaßen ein Volumen von 5,97 fl 

(± 0,7 fl) (n = 5, p = 0,036). Das MPV der CASP-operierten Wildtypmäuse unterschied sich 

nicht signifikant von den CASP-operierten CCR4-defizienten Mäusen (p = 0,857). 

 

 

Abbildung 19: Vergleich des mittleren thrombozytären Volumens der CCR4-defizienten und Wildtyp-

Maus 20 h nach CASP 

Dargestellt ist das mittlere thrombozytäre Volumen (MPV) 20 h nach CASP-Operation von CCR4-

defizienten Tieren, zum Vergleich sind die Daten des Wildtyps aufgeführt. Es findet sich ein signifikanter 

Anstieg des MPVs der CASP-operierten CCR4-defizienten Maus verglichen mit der unbehandelten 

CCR4-defizienten Maus (p = 0,036). Im Vergleich zum CASP-operierten Wildtyp unterscheiden die 

CASP-operierten CCR4-defizienten Mäuse sich nicht signifikant (p = 0,857; n = 5). Ausreißer, d.h. Werte, 

die mehr als eine Boxplotlänge entfernt sind, wurden als Kreis dargestellt. 

 

4.14 Aktivierungsgrad CCR4-defizienter Thrombozyten 

Thrombozyten wurden nach 20 h isoliert und mit Convulxin zur maximalen Ausschüttung der 

α-Granula veranlasst. Als zuverlässiger Surrogatmarker des Gehaltes an Granula diente 

CD62p. Die mgFI der Thrombozytenpopulation wurde gemessen und in Abbildung 20 

dargestellt. Die Thrombozyten der unbehandelten CCR4-defizienten Tiere hatten einen mgFI-

* 
* 
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Wert von 1744,27 (± 894,77) (n = 15), die Thrombozyten der septischen Tiere besaßen einen 

mgFI von 795,62 (± 352,48) (n = 9). Diese Werte unterschieden sich signifikant bei einem p-

Wert kleiner 0,001. 

 

Abbildung 20: Messung der Maximalaktivierbarkeit mit Convulxin, dargestellt ist die mittlerer 

geometrische Fluoreszenzintensität von CCR4-defizienten Thrombozyten 20 h nach CASP-Operation. 

Gezeigt ist die maximale Aktivierbarkeit von Thrombozyten, isoliert aus unbehandelten bzw. CASP-

operierten CCR4-defizienten Mäusen. Zur Veranschaulichung sind die Ergebnisse des Wildtyps (links) 

mit dargestellt. 20 h nach CASP-Operation waren die CCR4-defizienten Thrombozyten signifikant 

geringer aktivierbar im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (p < 0,001). Es kam zu keinen 

signifikanten Unterschieden der mittleren geometrischen Fluoreszenzintensität zwischen der CASP-

operierten Wildtyp-Maus und der CASP-operierten CCR4-defizienten Maus (p = 0,277) bzw. der 

unbehandelten Wildtyp-Maus und der unbehandelten CCR4-defizienten Maus (p = 0,792; n = 9 - 15). 

Ausreißer, d.h. Werte, die mehr als eine Boxplotlänge entfernt sind, sind als Kreis dargestellt. 

 

Es fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen den septischen Wildtyp-Mäusen und den 

septischen CCR4-defizienten Mäusen (p = 0,277). Auch die unbehandelten Wildtyp-Mäuse 

und unbehandelten CCR4-defiziente Mäuse unterschieden sich nicht signifikant in der 

Maximalaktivierbarkeit (p = 0,792). 

 

*** 

** 
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4.15 Immunfluoreszenzschnitte 

Es wurden unbehandelte und septische CCR4-defiziente und Wildtyp-Mäuse hinsichtlich der 

Akkumulation von Thrombozyten in der Leber, Milz und Lunge untersucht.  

4.15.1 Leber 

4.15.1.1 Wildtyp 

In der Leber der Wildtyp-Mäuse kam es zum signifikanten Anstieg des 

thrombozytenspezifischen Markers Glykoprotein Ib-β (CD42c) verglichen mit der 

unbehandelten Kontrollgruppe (p = 0,016). Bei den Kontrollmäusen fanden sich im Mittel 

0,624 % (± 0,183 %) Fitc-positive Fläche (n = 5). In den CASP-operierten Tieren stieg das 

mittlere Fluoreszenzsignal auf 1,7 % (± 0,78 %) der Fläche (n = 4). 

4.15.1.2 CCR4-defizient 

Bei den Knockout-Tieren konnten keine signifikanten Unterschiede gefunden werden, 

p = 0,057. In den Schnitten der unbehandelten Tiere fluoreszierten im Durchschnitt 0,56 % 

(± 0,11 %) der Fläche (n = 4). In der CASP-Gruppe stieg die Fluoreszenz auf 1,97 % 

(± 1,03 %) der Fläche (n = 3). 

Zwischen den CASP-operierten Wildtyp- und CCR4-defizienten Mäusen konnten keine 

Unterschiede festgestellt werden (p = 0,629). 

Die Ergebnisse wurden vergleichend in Abbildung 21 und Abbildung 22 dargestellt. 
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Abbildung 21: Akkumulation von Thrombozyten in der Leber 20 h nach CASP-Operation 

Dargestellt wurde die prozentuale Fläche der auf dem Fluoreszenzschnitt Fitc-positiven Areale, gemessen 

am gesamten Schnitt. Es kam im Wildtyp (p = 0,016) nicht aber in der CCR4-defizienten Maus (p = 0,057) 

zu einem signifikanten Anstieg der prozentualen Fitc-positiven Fläche, also zur vermehrten Ansammlung 

von Thrombozyten in der Leber. Die CASP-operierten Mäuse unterscheiden sich nicht vom jeweils 

andern Mausstamm (p = 0,629; n = 4 - 5). 

In der Abbildung 22 ist zu erkennen, dass es bei den CASP-operierten Mäusen, sowohl des 

Wildtyps (a), als auch der CCR4-defizienten Maus (d) zu einer verstärkten 

Thrombozytenaggregatbildung kam, im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren (b, e). 

* 
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Abbildung 22: Immunfluoreszenzschnitte der Leber 

Einfachfärbung gegen Glykoprotein Ib-β (CD42c) auf Thrombozyten in der murinen Leber. (a-f) 

CD42c/Alexa 488 verstärkt; zwei Sekunden Belichtung; Zu sehen sind Schnittbilder septischer Tiere (a, 

d); unbehandelter Kontrolltiere (b, e) und die Isotypkontrollen (c und f). 

 

4.15.2 Milz 

4.15.2.1 Wildtyp 

In den unbehandelten Wildtyp-Mäusen lag der mittlere Anteil der CD42c*Fitc-positiven 

Fläche der roten Milzpulpa bei 7,04 % (± 1,62 %; n = 4). In den septischen Wildtyp-Mäusen 

waren 7,67 % (± 0,932 %) der roten Pulpa Fitc-positiv (n = 3). Es konnten keine signifikanten 

Unterschiede festgestellt werden (p = 0,629). 

4.15.2.2 CCR4-defizient 

Die rote Pulpa der Knockout-Mäuse zeigte keine Unterschiede (p = 0,571) zwischen der 

unbehandelten Kontrollgruppe (n = 5) und der CASP-operierten Interventionsgruppe (n = 3). 

Im Mittel betrug der prozentuale Anteil der fluoreszierenden Fläche in der Kontrolle 7,13 % 

(± 1,7 %). Zwanzig Stunden nach einer CASP-Operation waren durchschnittlich 7,68 % 

(± 1,36 %) der untersuchten Fläche positiv.  
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Auch in der Milz gab es 20 h nach CASP-Operation keine signifikanten Unterschiede 

zwischen der CCR4-defizienten und der Wildtyp-Maus (p = 1). 

Abbildung 23 und Abbildung 24 zeigen die Akkumulation von Thrombozyten in der Milz 

20 h nach CASP-Operation. 

 

 

Abbildung 23: Akkumulation von Thrombozyten in der Milz 20 h nach CASP-Operation 

Dargestellt wurde die prozentuale Fläche der CD42c*Fitc-positiven Areale der 

Immunfluoreszenzhistochemien. Weder im Wildtyp-Tier (p = 0,629) noch im CCR4-defizienten Tier 

(p = 0,571) kam es zu einer signifikanten Veränderung der Thrombozytenansammlung. 
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Abbildung 24: Immunfluoreszenzschnitte der Milz 20 h nach CASP-Operation 

Einfachfärbung gegen Glykoprotein Ib-β (CD42c) auf Thrombozyten in der murinen Milz. (a-f) 

CD42c/Alexa 488 verstärkt; zwei Sekunden Belichtung; Zu sehen sind Schnittbilder septischer Tiere (a, 

d); unbehandelter Kontrolltiere (b, e) und der Isotypkontrollen (c und f). 

 

4.15.3 Lunge 

4.15.3.1 Wildtyp 

In den Lungen der Wildtyp-Mäuse konnte ebenfalls kein Unterschied zwischen den 

Immunfluoreszenzschnitten der septischen (n = 3) und der unbehandelten Gruppe (n = 5) 

gefunden werden. Die mittlere Fitc-positive Fläche betrug 1,19 % (± 0,67 %) in der Kontrolle 

im Vergleich zu 0,83 % (± 0,64 %) bei der CASP-operierten Gruppe (p = 0,571). 

4.15.3.2 CCR4-defizient 

Die unbehandelte CCR4-defiziente Maus zeigte bei der statistischen Auswertung der 

Akkumulation von Thrombozyten in der Lunge keine signifikanten Unterschiede zur 

septischen CCR4-defizienten Maus (p = 1). Durchschnittlich 0,89 % (± 0,29 %) der mit 

TissueTec® aufgeblähten Lungenfläche der unbehandelten CCR4-defizienten Mäuse 

fluoreszierten (n = 4). In den septischen CCR4-defizienten Mäusen waren 1,15 % (± 0,96 %) 
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CD42c*Fitc positiv (n = 2). Die septische Wildtyp-Maus unterschied sich in der 

Akkumulation von Thrombozyten nicht von der unbehandelten Wildtyp-Maus (p = 1). 

In der Lunge kam es zu keinen Unterschieden zwischen den septischen Wildtyp-Mäusen und 

den septischen CCR4-defizienten Mäusen (p = 0,8). 

Die Ergebnisse sind in Abbildung 25 und Abbildung 26 dargestellt. 

 

 

Abbildung 25: Akkumulation von Thrombozyten in der Lunge 20 h nach CASP-Operation 

Verglichen wurden die Lungen des jeweiligen Mausstammes, 20 h nach CASP-Operation bzw. in der 

unbehandelten Kontrolle. Mittels Immunfluoreszenzhistologie wurden der spezifische 

Thrombozytenmarker Glykoprotein Ib-β (CD42c+ Fläche in % auf der Y-Achse) bestimmt. Es fanden 

sich keine signifikanten Unterschiede zwischen unbehandelten und septischen Wildtyp-Mäusen(n = 3 - 4). 

Es fanden sich keine Unterschiede der Thrombozytenansammlung von unbehandelten und septischen 

CCR4-defizienten Mäusen (n = 2 – 4) 
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Abbildung 26: Akkumulation von Thrombozyten in der Lunge 20 h nach CASP-Operation 

Einfachfärbung gegen Glykoprotein Ib-β (CD42c) auf murinen Thrombozyten in der Lunge, 2 Sekunden 

Belichtung, die Lungen der Wildtyp-Mäuse (a, b, c) und CCR4-defizienten Mäuse (d, e, f) wurden 20 h 

nach CASP-Operation (a, d) entnommen,  zum Vergleich sind unbehandelte Kontrolltiere dargestellt 

(b, e) und die Isotypkontrollen (c und f).  

 

4.16 Fibrinogen Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 

In Abbildung 27 ist der Fibrinogenplasmaspiegel der einzelnen Versuchsgruppen dargestellt. 

Der durchschnittliche Fibrinogengehalt im Plasma der unbehandelten Wildtyp-Maus lag bei 

1,73 mg/ml (± 0,38 mg/ml). Die unbehandelte CCR4-defiziente Maus hatte durchschnittlich 

2,87 mg/ml (± 1,41 mg/ml) Fibrinogen im Plasma. 20 h nach der Induktion einer Sepsis 

mittels CASP fielen die Fibrinogenplasmaspiegel auf 0,51 mg/ml (± 0,54 mg/ml) bei der 

Wildtypmaus (p = 0,032) beziehungsweise auf 0,34 mg/ml (± 0,2 mg/ml) Fibrinogen bei der 

CCR4-defizienten Maus. Auch bei der CCR4-defizienten Gruppe kam es 20 h nach CASP-

Operation zu einem signifikanten Abfall der Fibrinogenplasmaspiegel (p = 0,008). Es kam zu 

keinem signifikanten Unterschied zwischen der septischen Wildtyp-Maus und der septischen 

CCR4-defizienten Maus (p = 0,547). Auffallend ist der erhöhte Fibrinogenplasmaspiegel der 

unbehandelten CCR4-defizienten Maus, verglichen mit der unbehandelten Wildtyp-Maus. 

Auch hier kam es zu keinem signifikanten Unterschied (p = 0,147). 
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Abbildung 27: Fibrinogenplasmaspiegel 20 h nach CASP-Operation bzw. in der unbehandelten 

Kontrollgruppe der Wildtyp- und CCR4-defizienten Maus 

Signifikanter Abfall des Fibrinogenplasmaspiegels 20 h nach CASP-Operation, gezeigt für die Wildtyp- 

und CCR4-defiziente (p = 0,015) Maus (n = 5). Ausreißer, d.h. Werte, die mehr als eine Boxplotlänge 

entfernt sind, sind als Kreis dargestellt. 

 

4.17 Rotationsthromboelastometrie 

Mittels Rotationsthromboelastometrie wurde die Thrombusbildungszeit von unbehandelten 

und CASP-operierten Wildtyp-Mäusen bestimmt. Die ermittelten Werte sind in Abbildung 28 

aufgetragen. Es kam zu einer signifikanten Verlängerung der Thrombusbildungszeit unter 

Zugabe von Gewebsthromboplastin. Durch diesen Test wurde die extrinsische Kaskade der 

Blutgerinnung geprüft. Unbehandelte Mäuse zeigen eine mittlere Thrombusbildungszeit von 

76 s (± 8,12 s). Im septischen Geschehen verlängert sich die Gerinnungszeit auf 175 s 

(± 159,87 s) (p = 0,002; n = 6) 

* 

** 
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Abbildung 28: EXTEM Gerinnungszeit der extrinsischen Gerinnungskaskade 

Gerinnungszeit der extrinsischen Gerinnungskaskade (EXTEM) des Vollblutes von Wildtyp-Mäusen 20 h 

nach CASP-Operation. Es kam zu einer signifikanten Verlängerung der Gerinnungszeit der extrinsischen 

Gerinnungskaskade in CASP-operierten Wildtyp-Mäusen (p = 0,023) (n = 6). Ausreißer, d.h. Werte, die 

mehr als eine Boxplotlänge entfernt sind, sind als Kreis dargestellt. 

** 
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5. Diskussion 

 

Die hier vorgelegte Arbeit leistet einen Beitrag zum Verständnis und der Bedeutung von 

Thrombozyten in der Sepsis. Thrombozyten sind sensitive Bestandteile des Blutes, welche 

lebensbedrohende Thrombusformationen [51] mit der Konsequenz eines Herzinfarktes [52], 

Schlaganfalles oder eines multiplen Organversagens ausbilden können [53]. Diese 

Komplikationen stellen neben Thrombosen und Lungenembolien ein zentrales Problem des 

klinischen Alltags dar [54].  

Es wurden Scoring-Systeme entwickelt, um die Gefahr von Thrombusbildung (CHADS²) 

einerseits und Blutungen (HEMORR2HAGE) andererseits abzuschätzen [55, 56]. In diesen 

Klassifikationen spielen Vorhofflimmern, Kardiomyopathien, Bluthochdruck, Lebensalter, 

Stoffwechselerkrankungen, Schlaganfälle, Leber- und Nierenerkrankungen, Alkoholabusus, 

maligne Erkrankungen, Thrombozytenanzahl und –funktion, Erythrozytenanzahl und 

genetische Faktoren eine Rolle [57, 58].  

Unklar bleibt, wie stark die einzelnen pro- und antithrombotischen Faktoren zu gewichten 

sind. Es ist relevant, die verschiedenen Kaskaden der Blutgerinnung und die 

Aktivierungmechanismen der Thrombozyten zu kennen, um individualisiert eine 

antithrombotische Therapie einzuleiten. 

Ein wachsender Anteil der Thrombozytenforschung beschäftigt sich mit den Fähigkeiten der 

Thrombozyten abseits der Gerinnung. Anscheinend besitzt dieser Fähigkeiten einer innaten 

Immunzelle [59].  

In der vorgelegten Arbeit sollte das Aktivitätsniveau der Thrombozyten im Sepsismodell der 

CASP untersucht werden. Zahlreiche Arbeiten beschäftigen sich mit der Aktivierung von 

Thrombozyten, respektive der CD62p-Oberflächenexpression. CD62p ist ein wichtiges 

transmembranäres Protein, welches die Zellinteraktion zwischen peripheren neutrophilen 

Granulozyten und Monozyten vermittelt [60]. Als Aktivierungsmarker ist CD62p ein 

zuverlässiger Indikator für das Aktivitätsniveau von Thrombozyten. Die Detektion des 

Markers auf der Zelloberfläche ist bedingt durch Cleavingmechanismen anspruchsvoll. 

Folglich existieren in der Literatur unterschiedliche Meinungen über den Grad der CD62p-

Oberflächenexpression in der Sepsis. In der Arbeitsgruppe von Yaguchi et al. kam es zu 
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keinen Veränderungen der CD62p-Expression der durch Agonisten stimulierten 

Thrombozyten, welche aus Patienten mit einer schweren Sepsis stammten [37]. Salat et al. 

konnten 1999 zeigen, dass es auf Thrombozyten aus schwer septischen Patienten zu einer 

gesteigerten CD62p-Oberflächenexpression kommt [61]. Zusätzlich zeigte Mosad et al., dass 

die CD62p-Expression mit dem Ausmaß der disseminierten intravasalen Koagulopathie 

korreliert (DIC) [45]. 

In der hier vorgelegten Arbeit konnte mit Hilfe des Maximalaktivierungsassays eine 

gesteigerte Thrombozytenaktivierung während der polymikrobiellen Sepsis der Maus gezeigt 

werden. Der signifikant erniedrigte CD62p-Zellbesatz nach Stimulation mit Convulxin und 

sofortiger Fixation der Zellen beweist eine bereits stattgefundene Sekretion der α-Granula und 

konsekutiv exprimierten Thrombozyten der septischen Tiere nach der Provokation weniger 

CD62p auf ihrer Oberfläche. Diese Beobachtung lässt Rückschlüsse auf eine gesteigerte 

Aktivierung des Thrombozyten im septischen Geschehen ziehen. Durch die Sekretion der α-

Granula werden zahlreiche Mediatoren freigesetzt, welche die Immunantwort steuern und 

Entzündungszellen zu den Thrombozyten locken [62]. Beispielsweise führt die Sekretion von 

Il-1β zur Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten, darüber hinaus erhöht es die 

Zelladhäsion von T-Zellen, B-Zellen, Monozyten und neutrophilen Granulozyten über die 

vermehrte Zelladhäsionsmolekül(CAM)-Expression auf den Immunzellen [63]. Interessant 

hieran ist, dass der Thrombozyt abseits des aggregierenden Blutplättchens als Zelle des 

Immunsystems betrachtet werden kann. In dieser Arbeit konnte somit bewiesen werden, dass 

Thrombozyten sich aktiv am inflammatorischen Geschehen der Sepsis beteiligen. Auch im 

Modell der CASP kommt es zur vermehrten Sekretion von thrombozytären Mediatoren. 

Die Untersuchung der disseminierten intravasalen Koagulopathie am Mausmodell der 

CASP 

Weiterhin sollte untersucht werden, ob es zusätzlich zu einer disseminierten intravasalen 

Koagulopathie in der CASP kam. In einer Konsensuskonferenz der International Society of 

Thrombosis and Haemostasis (ISTH) im Jahr 2001 wurden einheitliche Parameter festgelegt, 

welche das klinische Bild einer DIC messen sollen [64]. Hierzu gehören eine erniedrigte 

Thrombozytenzahl, ein erniedrigter Fibrinogenplasmaspiegel, eine Erhöhung der D-Dimere 

und eine verlängerte extrinsische Gerinnungszeit (Quick-Wert). Anhand einer bestimmten 

Gewichtung der Parameter kann mittels DIC-Bewertungsmaßstab die Schwere der 

Koagulopathie analysiert werden. Ab einem DIC-Bewertungsmaßstab von beispielsweise 

6 Punkten beträgt die Sterblichkeit 100 % [65]. Die außerordentliche Relevanz der DIC wird 
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im klinischen Alltag deutlich. Hier kommt es bei ungefähr 37 % aller septischen Patienten, 

ausgenommen Patienten mit Pneumonie; zu einer DIC [66].  Ebenfalls entwickelt die Hälfte 

aller Patienten (39 - 55 %) eine Thrombozytopenie [67].  

Die Parameter der DIC gemäß Konsensuskonferenz sollten in der vorgelegten Arbeit am 

Mausmodell untersucht werden. Es gibt derzeit keinen Bewertungsmaßstab für die Gerinnung 

der Maus. 

Eine wichtige Erkenntnis der hier vorgelegten Arbeit ergab die Untersuchung der 

Thrombozytenzahl im CASP-Modell. Es konnte gezeigt werden, dass es 20 h nach der 

Induktion einer Sepsis im murinen Organsimus zu einer signifikanten Erniedrigung der 

Thrombozytenzahlen auf 370.000 Thrombozyten/µl. Der Referenzbereiches der C57Bl/6 

Maus liegt bei 450.000 - 900.000 Thrombozyten/µl. Werte unterhalb von 450.000 

Thrombozyten/µl waren durch die CASP-Operation konstant reproduzierbar. Gründe für diese 

hohe Reproduzierbarkeit liegen im gut etablierten Mausmodell der CASP, welches eine 

schwere polymikrobielle Sepsis induziert [20].  

In diesem Punkt muss die Diskrepanz zwischen dem Mausmodell und der Sepsis des 

Menschen betont werden: die fulminante Sepsis der CASP-operierten Maus führt zu einer 

Hyperinflammation, gefolgt von einer Immunsuppression, im humanen System fehlt hingegen 

häufig die Phase der Hyperinflammation, es kommt zur Immunsuppression bzw. 

Hypoinflammation [16]. Durch die unterschiedlichen immunologischen Ausgangssituationen 

der Organismen Maus und Mensch kommt es wahrscheinlich zu abweichenden Zahlen der 

Häufigkeit einer Thrombozytopenie. Im Menschen entwickeln nur ca. 54 % der septischen 

Patienten eine Thrombozytopenie [68]. In der hier vorgelegten Arbeit entwickelte nahezu jede 

der CASP-operierten Mäuse nach 20 h eine signifikant erniedrigte Thrombozytenzahl. Es 

kann davon ausgegangen werden, dass die Thrombozytopenie der Maus als Beweis einer 

stattgehabten polymikrobiellen Sepsis gewertet werden kann. Die Studienlage beim 

Menschen belegt, dass das Ausmaß der Thrombozytopenie mit einem schlechten Überleben 

korreliert und einen negativen prädiktiven Faktor darstellt [69]. Gründe für den Abfall der 

Plättchen und dessen Konsequenz für den Organismus werden vielfältig diskutiert, sind bisher 

jedoch ungeklärt geblieben. 

Aktuell ist bekannt, dass eine Thrombozytopenie (unter 150000 Thrombozyten/µl) des 

Menschen durch die Beteiligung der Thrombozyten an der Immunreaktion gegen gram-

positive und gram-negative Keime entstehen kann. Sie können als Coverzyten in der direkten 
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Interaktion Bakterien eliminieren und somit aus der Zirkulation verschwinden [23]. Eine 

weitere Ursache für den Thrombozytenabfall kann die Ansammlung von Thrombozyten in 

Leber und Milz sein [70]. Es kann bei der schweren Sepsis zur bereits erwähnten DIC 

kommen, welche über die Bildung von Mikrothromben im arteriellen Stromgebiet zum 

Multiorganversagen führt [37].  

Der Bewertungsmaßstab der DIC gemäß Konsensuskonferenz 2001 der ISTH beschreibt 

klinische Parameter, bei deren Vorliegen eine DIC wahrscheinlich ist [38]. Zusätzlich gehört 

die Leichenschau zur ärztlichen Qualitätskontrolle und das Auffinden von 

Thrombusformationen stellt den Goldstandard der Diagnose einer DIC dar [71].  

In dieser Arbeit sollte die in der Literatur beschriebene Ablagerung von Thrombozyten in 

Organen untersucht werden.  

Für die Wildtyp-Mäuse konnte in dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass es 20 h nach 

CASP-Operation zu einer signifikanten Ansammlung von Thrombozyten im Parenchym der 

Leber kam. Hierbei kam es zu einer eher diffusen Verteilung von 

Thrombozytenkonglomeraten, während bei den unbehandelten Kontrollen eine gleichmäßige 

Verteilung einzelner Thrombozyten im gesamten Parenchym zu finden ist. Einen Hinweis auf 

die Thrombozytopenie gibt der Vergleich der Zentralvenen, welche bei den septischen Tieren 

weniger Thrombozyten enthalten. In den angefertigten Gefrierschnitten waren eindeutig 

kleine Thrombozytenkonglomerate zu sehen, welche im Leberparenchym deponiert waren. 

Die Auswertung der Fluoreszenzintensität ergab einen signifikanten Anstieg des 

Thrombozytenfluoreszenzsignales in der Leber. Die pathologischen Mechansimen, die zur 

Entstehung von Thrombozytenansammlungen führen, unterliegen in der aktuellen Literatur 

umfangreichen Untersuchungen. Abgesehen von einer Agglomeratbildung gibt es weitere 

Erklärungen für eine vermehrte Ansammlung im Lebergewebe [42, 72, 73]. Es wurden 

Untersuchungen auch an anderen Modellen wie dem CLP- oder dem LPS-Schock-Modell in 

der Literatur beschrieben. Es konnte für die CLP gezeigt werden, dass Thrombozyten unter 

anderem die Rekrutierung von Neutrophilen in das Gefäßbett der Leber bewirken und hier 

Aggregate bilden [73]. Sinusoide, welche stromabwärts der Thrombozyten-Leukozyten-

Aggregate gelegen sind, werden konsekutiv minderperfundiert. Insgesamt tragen 

Thrombozyten, vermittelt über die Interaktion  mit neutrophilen Granulozyten, zum 

septischen Leberzellschaden bei. Hierbei ist das thrombozytäre Adhäsionsmolekül CD62p 

entscheidend für die Ansammlung der Thrombozyten im Kapillarbett der Leber [72]. Andere 

Autoren beschreiben die Akkumulation von Thrombozyten als Schutzmechanismus des 
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Körpers gegen eine gesteigerte Koagulopathie im Sinne der DIC [74]. Im Jahre 2008 wurde 

der hepatozytenständige Asialoglykoprotein-Rezeptor, auch Ashwell-Rezeptor genannt, 

entdeckt [40]. Dieser kann Thrombozyten unter dem Einfluss einer gram-negativen, 

systemischen Infektion aus der Zirkulation sequestrieren. Hierbei helfen die Neuraminidasen 

der Bakterien, die endständigen N-Acetylgalaktosaminsäuren der Glykoproteine auf 

Körperzellen abzuspalten, um sie für ihren eigenen Energiehaushalt nutzen zu können [41]. 

Bakterien, welche Neuraminidasen zu ihrem Repertoire an Virulenzfaktoren zählen und zur 

typischen Darmflora gehören, sind: Bacteroides spp. und Escherichia coli. Diese treten bei 

einer CASP-Operation durch den Sten in die Bauchhöhle aus und erzeugen eine abdominelle 

Sepsis. Folglich könnte der Ashwell-Rezeptor auch im CASP-Modell zur Ansammlung von 

Thrombozyten in der Leber führen. Der genaue Pathomechanismus der Ansammlung wurde 

in dieser Arbeit nicht untersucht. Hierzu müssten weitere Analysen folgen, wie etwa die 

gemeinsame Färbung des Ashwell-Reseptors mit den abgelagerten Thrombozyten, um 

gegebenenfalls eine Kolokalisation zu detektieren. 

Eine signifikant gesteigerte Ansammlung von Thrombozyten in der Milz konnte in dieser 

Arbeit mit Hilfe von histologischen Untersuchungen nicht gezeigt werden. Auch in 

autoptischen Untersuchungen am Menschen konnte eine Mikrothrombosierung bei einem 

hohen DIC-Score nur inkonstant detektiert werden [71, 75]. Begründet kann die schwierige 

histologische Detektion von Mikrothromben darin sein, dass es bei der DIC des Menschen 

gleichzeitig zu einer Hyperfibrinolyse kommt, welche die entstandenen Thromben bereits 

beseitigt haben könnte [31]. Eine weitere Erklärung für die Ansammlung von Thrombozyten 

in der Milz konnte in klinischen Studien untersucht werden: bei ca. 30 % der kritisch-kranken 

Patienten konnte eine Bildung von thrombozytenassoziierten Autoantikörpern beobachtet 

werden [76], welche vermittelt über Fc-Rezeptoren milzständiger Makrophagen die 

Sequestration von Thrombozyten veranlassen, wie bspw. im Krankheitsbild der 

idiopathischen thrombozytopenischen Purpura [74]. Wie die Entstehung solcher 

Autoantikörper verursacht wird, unterliegt umfangreichen Untersuchungen. Es wurde bereits 

1987 entdeckt, dass das Ausmaß der Apoptose von Megakaryozyten im Knochenmark mit 

dem Vorhandensein thrombozytenspezifischer Antikörper korreliert [77]. Die Antikörper 

richten sich u.a. gegen Glykanstrukturen auf der Oberfläche von Thrombozyten und führen zu 

einer Zerstörung dieser in den Sinusoiden der roten Milzpulpa. Kreuzreaktivitäten werden 

ebenfalls diskutiert. Antikörper gegen Varizella Zoster Viren können gegen das Glykoprotein 

V auf Thrombozyten gerichtet sein und eine idiopathische thrombozytopenische Purpura 

auslösen [78, 79]. Auch Antikörper gegen ss-DNA (singlestrand-DNA Einzelstrang-DNA) 
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können mit thrombozytären Strukturen kreuzreagieren [80]. Eine Arbeit von englischen 

Wissenschaftlern konnte 1996 mit radioaktiv-markierten Thrombozyten beweisen, dass es 

unter der Gabe von LPS zur vermehrten Ansammlung von Thrombozyten in Rattenmilzen 

kommt [70]. Es ergibt sich die Frage, warum in der hier vorgelegten Arbeit, entgegen der 

Entdeckung von Itoh et al., keine vermehrte Ansammlung von Thrombozyten in der Milz 

detektierbar war. Vermutlich ist die gewählte Methode der Immunfluoreszenzhistochemie 

nicht geeignet, um sequestrierte Plättchen in der Milz darzustellen. Es könnte sein, dass eine 

bereits stattgehabte Sequestration der Plättchen von milzständigen Makrophagen zum Abbau 

der Thrombozyten führte und der verwendete Antikörper gegen CD42c nicht mehr binden 

konnte. 

Im Rahmen einer Sepsis kann es zur Ansammlung von Neutrophilen-Thrombozyten-

Aggregaten im Kapillarstromgebiet der Lunge kommen [81]. Die immunhistochemischen 

Untersuchungen der hier vorgelegten Arbeit zeigen starke Schwankungen bei der 

Ansammlung von Thrombozyten im Alveolarstromgebiet. Diese Unterschiede sind zum einen 

begründet in der Gefrierkonservierung der Lungen. Hierbei kann es zu einer unterschiedlichen 

Entfaltung der Lungen kommen, dadurch entstand im histologischen Präparat eine 

unterschiedliche Zelldichte. Eine objektive Auswertung der Fluoreszenzintensität der CD42c-

positiven Fläche war so erschwert. Im Rahmen der Thrombozytopenie besitzt der Organismus 

eine geringere Anzahl an zirkulierenden Thrombozyten, welche in der Momentaufnahme des 

Gefrierschnittes der Lungen septischer Mäuse fehlen können und somit in dieser Gruppe 

falsch-niedrige Ergebnisse produzieren. Im Vergleich zur Immunfluoreszenzfärbung der 

Leber kann in der Lunge keine exakte Aussage zur Morphologie und zur 

Mikrothrombosierung getroffen werden. Zur Detektion von Thromben werden in 

weiterlaufenden Untersuchungen die getätigten Schnitte mittels Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

ausgewertet. Bei den in der hier vorgelegten Arbeit angefärbten Zellen könnte es sich um 

zirkulierende Thrombozyten im Blutsystem oder bereits adhärente Thrombozyten handeln. 

Eine Vermehrung von Thrombozytenkonglomeraten ist in der septischen Maus zu 

verzeichnen, allerdings führen diese vor dem Hintergrund einer bestehenden systemischen 

Thrombozytopenie zu keiner auswertbaren Thrombozytenansammlung im Lungenparenchym. 

Die in der vorgelegten Arbeit verwendete Methode erscheint retrospektiv ungeeignet 

aufgrund der fixationsbedingten großen Schwankungen. In der Literatur ist die Akkumulation 

von Thrombozyten in den Lungen von Mäusen im CLP- und LPS-Schock-Modell bewiesen 

[60, 82]. 
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Die in dieser Arbeit getätigten Untersuchungen zeigen, dass die Rolle der Thrombozyten in 

der Pathologie der DIC komplex ist. Die Aktivierung von Thrombozyten in der CASP konnte 

belegt werden. Über die Aktivierung von Thrombozyten und der plasmatischen 

Gerinnungskaskade kann es zur Bildung von Fibrin aus Fibrinogen kommen [83]. Der 

Fibrinogenspiegel sinkt und es kommt zu vermehrten Bildung von Thrombozyten-Fibrin-

Ablagerungen [84]. Daher gehört der Fibrinogenplasmaspiegel zum Bewertungsmaßstab der 

DIC und wurde in dieser Arbeit untersucht. 

Es konnte bewiesen werden, dass es in der CASP zu einem signifikanten Abfall des 

Fibrinogenplasmaspiegels kommt. Somit erfüllt die septische Wildtyp-Maus ein weiteres 

Kriterium der DIC. In der Literatur sind unterschiedliche Angaben zum Verlauf des 

Fibrinogenplasmaspiegels in der Sepsis des Menschen zu finden. Fibrinogen ist ein Akute-

Phase-Protein, welches in der Leber bei einer Entzündungsreaktion vermehrt synthetisiert 

werden kann [85]. In der DIC der schweren Sepsis oder des septischen Schockes steigt der 

Verbrauch des Proteins über die Neubildung und es kommt zu einer Erniedrigung des 

Fibrinogenspiegels [86]. Da es sich bei der CASP um ein Modell der schweren Sepsis 

handelt, fügen sich die hier ermittelten Ergebnisse in das Verständnis der DIC, bei der es 

vornehmlich bei schwer-septischen Patienten zu einem Abfall des Fibrinogens kommt [87]. 

Gerinnung in Form einer gesteigerten Thrombinbildung kann auf verschiedenen Wegen 

geschehen. Zu betonen bleibt, dass der Fibrinogenplasmaspiegel isoliert betrachtet kein 

sensitiver Marker für eine DIC ist und aus diesem Grund in der vorgelegten Arbeit 

verschiedene Parameter untersucht wurden [85]. 

Als weiteres Kriterium der DIC wurde in der hier vorgelegten Arbeit die Gerinnungszeit der 

extrinsischen Gerinnungskaskade untersucht. Es konnte mit Hilfe der 

Rotationsthromboelastometrie gezeigt werden, dass es zu einer Verlängerung der 

extrinsischen Gerinnungszeit in der CASP-operierten Wildtyp-Maus kam. In dem hier 

verwendeten Test wurde eine Substanz bestehend aus Gewebsthromboplastin (Tissue Factor; 

ex-Tem®) verwendet, um die Gerinnungszeit zu messen. Die Rotationsthromboelastometrie 

stellt in der Klinik ein geeignetes Instrument dar um bei Patienten innerhalb kurzer Zeit einen 

Überblick über die Funktion der intrinsischen und extrinsischen Gerinnungsparameter zu 

erhalten. Besondere Anwendung erfährt diese Methodik im Bereich der 

Transplantationschirurgie und Sepsistherapie [88]. In Studien konnte gezeigt werden, dass bei 

normalen ROTEM®-Parametern die 30 Tages-Überlebenswahrscheinlichkeit bei 85,7 % 
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liegt. Kommt es bei nur einem gemessenen Gerinnungsparameter zu Veränderungen, fällt die 

Überlebenswahrscheinlichkeit der 30 Tage auf 58,7 % [89]. 

In der vorgelegten Arbeit konnten die klinischen Parameter der DIC gemäß 

Konsensuskonferenz der ISTH 2001 [38] im Modell der CASP nachvollzogen werden. Es 

kam zu einer signifikanten Erniedrigung der Thrombozytenzahl, der Fibrinogenplasmaspiegel 

war signifikant erniedrigt und die Blutungszeit signifikant verlängert. Zusätzlich konnte 

gezeigt werden, dass es zu einer Thrombozytenansammlung im Organparenchym der Leber 

kam. Ein weiterer zu bestimmender Parameter der DIC ist das D-Dimer. Dieses 

Fibrindegradationsprodukt gibt Auskunft über die Aktivität des Plasmins und eine 

stattfindende Fibrinolyse. Es konnte in einer Studie der Universität Zürich gezeigt werden, 

dass es nach abdominalchirurgischen Eingriffen per se zu einer Erhöhung des D-Dimeres über 

den normalen Referenzwert kam. Ein Maximalwert wurde am 7. postoperativen Tag erreicht 

und erst nach dem 25. postoperativen Tag kehrten die Werte in den Referenzbereich zurück 

[90]. 20 h nach einem operativen Eingriff wie der CASP ist folglich eine Erhöhung des D-

Dimeres zu erwarten. Um die D-Dimere in die Untersuchung der DIC nach CASP-Operation 

mit einbeziehen zu können, müssten im Vorfeld die Ausgangswerte der Wildtypmaus und 

CCR4-defizienten Maus bei einfacher Laparotomie bestimmt werden, diese Untersuchungen 

können folgen.  

Das Modell der CASP ist geeignet, die Diagnosekriterien einer DIC im Mausmodell zu 

untersuchen. Es gibt derzeit wenige geeignete DIC-Tiermodelle, bei denen in der Mehrzahl 

Substanzen wie etwa Thromboplastin oder Lipopolysaccharide injiziert werden, um eine 

gesteigerte Gerinnung zu erzeugen [91]. Diese Modelle verfehlen die wirklichkeitsnahe 

Darstellung einer schweren Sepsis, da es hier nur zur lokal überdosierten Applikation von 

gerinnungsaktivierenden Substanzen kommt. Es handelt sich bei diesen Modellen um keine 

systemische Inflammation, welche in einer systemisch derrangierten Gerinnung mündet. Der 

Vorteil des CASP-Modelles liegt in der realitätsnäheren Darstellung einer polymikrobiellen 

Sepsis nach großen abdominalchirurgischen Eingriffen. 
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Untersuchungen zur Beteiligung des CCR4 auf Thrombozyten an der disseminierten 

intravasalen Gerinnung 

Die in dieser Arbeit vorgenommene Charakterisierung der DIC im CASP-Modell konnte im 

weiteren Verlauf genutzt werden, um den Einfluss des CCR4 der Thrombozyten auf die DIC 

der Maus zu untersuchen. 

Thrombozyten besitzen Chemokinrezeptoren, ein Vertreter ist der CCR4 [92]. Über einen G-

Protein-gekoppelten Aktivierungsweg führt die Bindung der endogenen Liganden CCL22 und 

CCL17 zur sofortigen Aggregation unter arteriellen Flussbedingungen [48]. Die Bedeutung 

dieses neu entdeckten Aktivierungsmechanismus der Thrombozyten für die Hämostase ist 

unklar. 

Der Thrombozyt wurde in den vergangenen Jahren zunehmend aufgrund des entdeckten 

umfangreichen Rezeptorepertoires in der internationalen Forschung beachtet. Thrombozyten 

besitzen zusätzlich ein für die Immunabwehr relevantes Transkriptom und Proteom [92]. Es 

konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten unter Stimulation mit LPS Interleukin-1β 

gesteigert posttranskriptional modifizieren [62]. Spannend ist an dieser Entdeckung, dass 

Fähigkeiten wie die Synthese translatierbarer mRNA und die Proteinsynthese bis zu diesem 

Zeitpunkt nur von kernhaltigen Zellen bekannt waren. Nun können auch dem Thrombozyten 

diese Eigenschaften zugeordnet werden. Ein weiteres Phänomen, welches zunächst nur 

kernhaltigen Zellen zugeschrieben wurde, ist die Zellteilung. Im Jahre 2011 konnten Schwertz 

et al. zeigen, dass Thrombozyten in der Lage sind, sich zu teilen [93].  

Es konnte äquivalent in der hier vorgelegten Arbeit in einer quantitativen Real-Time PCR mit 

einem interkalierenden Farbstoff ein Anstieg der CCR4-mRNA in der zirkulierenden 

Thrombozytenpopulation 20 h nach Sepsisinduktion gezeigt werden. Verglichen mit den 

vorherigen Daten, fiel auf, dass alle bisher untersuchten Kompartimente (Thymus, Milz, 

Leber und mesenteriale Lymphknoten) diesen Rezeptor (mRNA-Untersuchungen) herunter 

regulierten [94]. Um das gewonnene Ergebnis kritisch zu beleuchten, wurde die PCR mit 

TaqMan-Sonden wiederholt. Es zeigte sich ebenfalls eine Hochregulation der CCR4-mRNA. 

Ein methodisches Problem bei der Untersuchung von isolierten Thrombozyten besteht in einer 

möglichen Verunreinigung mit Leukozyten, da diese über CD62p an Thrombozyten binden. 

Zur Testung der Verunreinigung der Plättchenisolate wurden mittels 

Dichtegradientenzentrifugation die peripheren mononukleären Blutzellen (PBMCs) isoliert 

und ebenfalls die mRNA-Expression untersucht - mit dem Ergebnis einer konträren 
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Regulation. Thrombozyten enthalten einen erhöhten Anteil, während PBMCs einen 

verminderten Anteil der CCR4-mRNA enthalten. Dieses Resultat beweist die Reinheit unserer 

Thrombozytenisolationsmethode. Die Hochregulation der mRNA im 

Thrombozytentranskriptom kann nicht gleichgesetzt werden mit der Hochregulation des 

Rezeptors auf Proteinebene. Eine Regulation in Form einer gesteigerten posttranskriptionalen 

Modifikation bedeutet nicht zwingend eine gesteigerte Translation, respektive 

Proteinbiosynthese [95]. Um die Proteinbiosynthese zu untersuchen, wurde zunächst die 

Oberflächenexpression des CCR4 auf Thrombozyten mittels Durchflusszytometrie bestimmt. 

Das Resultat dieser Untersuchung ergab für unbehandelte und septische Tiere mehr als 70 % 

CCR4-positive Thrombozyten. Zur Auswertung des Zellbesatzes mit Fitc-markierten 

Antikörpern gegen CCR4 wurde die mittlere geometrische Fluoreszenzintensität genutzt, 

welche Aussagen zum Rezeptorbesatz der Zelloberfläche zulässt. Es zeigte sich kein 

Unterschied im CCR4-Oberflächenbesatz. Vor dem Hintergrund, dass eine gesteigerte 

Proteinbiosynthese im aktivierten Thrombozyten bereits für Interleukin-1β gezeigt werden 

konnte, und mit dem Wissen, dass andere Immunzellen in der Lage sind, den CCR4 zu 

internalisieren [96], wurden noch weitere Untersuchungen zur Proteinsyntheseleistung des 

Thrombozyten vorgenommen. Aus der Literatur ist bekannt, dass der CCR4 bei Lymphozyten 

unter Stimulation durch die Liganden internalisiert wird [41]. Für den CCR4 auf 

Thrombozyten konnte dieses Phänomen noch nicht gezeigt werden. Um eine exaktere 

Aussage über den tatsächlichen CCR4-Proteingehalt der Zelle zu bekommen, wurden die 

isolierten Zellproteine der Thrombozyten mittels Western Blot analysiert. Es konnte gezeigt 

werden, dass Thrombozyten aus septischen Mäusen einen erhöhten CCR4-Proteingehalt 

besitzen. Der vermehrte Proteingehalt ließ sich nicht auf der Zelloberfläche nachvollziehen. 

Thrombozyten besitzen per se eine hohe Oberflächendichte des CCR4 [97]. Am ehesten ist 

der Effekt auf der Zelloberfläche zu gering ausgeprägt, um den Unterschied im oberen 

Intensitätsbereich mittels Durchflusszytometrie detektieren zu können. Hierzu könnten 

weitere Experimente getätigt werden, welche durch die Zugabe von Membranstabilisatoren, 

wie Filipin, die Internalisierungsvorgänge der Lipidmembranen hemmen. Der Rezeptorbesatz 

der Thrombozytenoberfläche könnte unter Stimulation der Liganden des CCR4 mit und ohne 

Stabilisierung der Lipidmembranen untersucht werden. 

Das Interessante an diesem Experiment ist, dass Thrombozyten in der Lage sind, die 

vorhandene prä-mRNA über alternierendes Splicen in mRNA umzuwandeln [98] und darüber 

hinaus Proteine zu synthetisieren, wie es in dieser Arbeit für den CCR4 gezeigt werden 

konnte. Fraglich bleibt jedoch die Bedeutung dieser vermehrten Synthese, da es keinen 
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detektiebaren Effekt auf den oberflächlichen Zellbesatz hatte. Es könnte sich um einen 

konservierten Syntheseweg handeln, welcher in entwicklungsgeschichtlich jüngerer Zeit eine 

immunologische Bedeutung hatte. Diese kann im Laufe der Ausbildung eines komplexeren 

Immunsystems unwichtig geworden sein und daher kommt es zu keiner Externalisierung des 

synthetisierten CCR4-Proteins mehr. 

Kritiker der Bedeutung des thrombozytären Transkriptoms argumentieren, dass der Gehalt an 

mRNA und Proteinen im Megakaryozyten determiniert werde. Folglich ginge die Regulation 

im Knochenmark von statten. Diese Behauptung konnte für Il-1β mittels Intron-Exon 

überlappenden Primern widerlegt werden [99]. Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit wurde 

ebenfalls mit Intron-Exon überlappenden Primern gearbeitet. Die Ergebnisse sind nicht 

dargestellt. Da die Sequenz des CCR4 lediglich ein Intron enthält, gestaltete sich die 

Synthetisierung eines geeigneten Primers schwierig. Die jeweils synthetisierten Primer, 

welche von Exon zu Exon überlappend gestaltet wurden, zeigten ein atypisches 

Bindungsverhalten. Der Versuch wurde nicht weiter verfolgt, da es uns nicht möglich war, in 

dem kleinen, überlappenden Genomareal des CCR4 Primer zu synthetisieren, welche 

spezifisch genug prä-mRNA, aber nicht mRNA banden. So kann für das in-vivo-Modell der 

CASP keine Aussage getroffen werden, ob die Hochregulation der CCR4-mRNA auf der 

Ebene der Megakaryozyten bzw. der Thrombozyten geschieht. In folgenden Versuchen 

könnten hierzu die Megakaryozyten aus dem Knochenmak isoliert werden, um deren 

Transkriptom und Proteom zu untersuchen. 

Generell handelt es sich bei CCR4 um einen vornehmlich auf Th2-Zellen befindlichen 

Chemokinrezeptor, für den vielfältige Funktionen in chronischen Entzündungen beschrieben 

sind [100-102]. Sowohl Th2-Zellen als auch Th1-Zellen regulieren unter klassischer T-Zell-

Rezeptor Stimulation den CCR4 hoch [103], Thrombozyten wurden im Verlauf der CASP 

aktiviert und regulieren ebenfalls CCR4 hoch. Die Bedeutung dieser Parallele bleibt unklar 

und liegt vielleicht auch in dem gemeinsamen Ursprung aus Amöbozyten begründet [104]. Da 

die CCR4-defiziente Maus die CASP besser überlebt, erwuchs die Fragestellung, ob der 

Thrombozyt als einer dieser Zelltypen für ein schlechteres Überleben der Wildtyp-Maus 

verantwortlich sein könnte.  

Im Jahre 2006 wurde von Ness et al. erstmalig die Rolle des CCR4 in der innaten 

Immunantwort untersucht: CCR4-defiziente Mäuse besitzen auf ihren peritonealen 

Makrophagen gegenregulatorisch mehr Toll-like-Rezeptoren und können folglich schneller 

auf eine bakterielle Invasion in der Bauchhöhle reagieren [105]. In vorausgegangenen 
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Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten weitere Gründe für ein besseres Überleben in 

der CASP gefunden werden. Es kam zu einer abgeschwächten Sekretion von 

proinflammatorischen Zytokinen, wie Il-6 und CCL2 und zu einer reduzierten Bakterienlast 

der Organe Lunge, Leber und Milz. Hier wird davon ausgegangen, dass die verminderte 

Synthese des CCR4 in allen lymphatischen Geweben der Wildtyp-Maus einen protektiven 

Effekt schaffen könnte. Allerdings zeigten diese Untersuchungen auch, dass es 3 - 5 h nach 

der Induktion einer Sepsis (CASP-Modell) zum unaufhaltsamen Fortschreiten der 

Sepsiskaskade kommt. Eine verminderte CCR4-mRNA-Expression in den jeweiligen 

Organen war jedoch frühestens nach 3 h zu detektieren, folglich konnte der protektive Effekt 

nicht mehr einsetzen [94]. Die klinische Relevanz des CCR4 auf Thrombozyten bleibt 

ungewiss und vor dem Hintergrund der septischen Koagulopathie interessant für die 

Sepsisforschung am Thrombozyten. 

Bis zu diesem Punkt der Arbeit kann festgehalten werden, dass das CASP-Modell geeignet 

ist, Thrombozyten in der Sepsis zu untersuchen. Sämtliche PBMCs regulieren die mRNA des 

CCR4 in der Sepsis herunter. Das funktionelle Spliceosom des Thrombozyten verwendet die 

vorhandene prä-mRNA des CCR4 um diese über die posttranskriptionale Modifikation in 

mRNA zu überführen und sorgt somit für einen erhöhten Gehalt des Thrombozyten an CCR4-

mRNA. Über den CCR4 können Thrombozyten unter arteriellen Flussbedingungen 

aggregieren [48] und mutmaßlich einen Nachteil in der Sepsis bewirken. Nun sollte es im 

Weiteren darum gehen zu untersuchen, ob das Fehlen des CCR4 einen Einfluss auf das 

Verhalten des Thrombozyten und den Ausgang einer Sepsis hat. 

Das Experiment zur Bestimmung der Blutungszeit aus der Schwanzspitze der Maus testete im 

Speziellen die extrinsische Blutgerinnungskaskade. Subendotheliales Kollagen vermittelt über 

den von-Willebrand-Faktor (vWF) die Thrombozytenadhäsion und -aggregation, dadurch 

kommt es zur Exposition von Membranphospholipiden und weiterer gerinnungsaktiver 

Faktoren. Hierbei entsteht auf der Thrombozytenoberfläche eine Matrix für die extrinsische 

Blutgerinnungskaskade, welche über TF und Faktor VII in den gemeinsamen Weg, die 

Aktivierung von Faktor X, einmündet und in einer Fibrinthrombusbildung resultiert [106].   

In dem Experiment zur Blutungszeit sollte vor dem Hintergrund der Datenlage untersucht 

werden, ob Unterschiede zwischen den beiden Mausstämmen bestehen, respektive die 

chemokinvermittelte Thrombozytenaggregation zur Blutstillung beiträgt. Hierzu wurde 

unbehandelten Tieren in der etablierten Versuchsanordnung die Schwanzspitzen abgetrennt 

und die Blutungszeiten gemessen. Im Vergleich der beiden Mausstämme CCR4-defizient und 
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Wildtyp konnten keine signifikanten Unterschiede der Blutungszeit detektiert werden, wenn 

auch die Blutungszeiten der CCR4-defizienten Mäuse diskret erhöht waren. Anscheinend hat 

das Fehlen des CCR4 auf den Thrombozyten keinen nachteiligen Effekt hinsichtlich der 

verletzungsbedingten Blutstillung. Ein vorstellbarer autostimulierender Effekt durch das in 

den α-Granula befindliche CCL17 und CCL22 konnte in dieser Experimentieranordnung nicht 

nachvollzogen werden. Gründe hierfür liegen sicherlich im Vorhandensein sowohl zellulärer 

als auch plasmatischer Gerinnungsfaktoren, welche parallel für die Blutungsstillung zur 

Verfügung stehen. Thrombozyten können im Bereich des arteriellen Stromgebietes durch den 

Kontakt zu subendothelialem Kollagen bzw. durch Bindung des vWF über das vWF-

Rezeptor-Glykoprotein Ib-V-IX aktiviert werden [106]. Die Thrombozyten rekrutieren durch 

die Sekretion der Liganden andere immunkompetente Zellen wie Antigen-präsentierende 

Zellen oder Gedächtnis T-Zellen an den Ort der Verletzung, um in der Folge vor bakterieller 

Invasion zu schützen und diese zu bekämpfen [107]. 

Im Fall einer starken bakteriellen Invasion kommt es häufig zum Verbrauch von 

Thrombozyten. Fallen sie unter 150.000 Thrombozyten/µl Blut handelt es sich um eine 

Thrombozytopenie, welche in 54 % der schweren Septitiden entsteht [68]. Entwickelt ein 

Patient nach großen abdominalchirurgischen Eingriffen eine Sepsis, gehört die 

Infektsanierung zu den wichtigsten therapeutischen Maßnahmen. Die Sanierung ist häufig mit 

einer erneuten chirurgischen Intervention verbunden, hierzu muss das Blutungsrisiko für den 

Operateur zu verantworten sein. Bei einer Thrombozytopenie erhalten diese schwerkranken 

Patienten Thrombozytentransfusionen, um das Risiko von perioperativen Blutungen zu 

senken [108]. Das Risiko von Thrombozytentransfusionen ist bekannt [109]. Es kommt 

häufiger zu Transfusionszwischenfällen, verglichen mit anderen Blutprodukten, da 

Thrombozyten vermehrt Zytokine sekretieren können [110]. Es gibt keine Studien, die 

untersuchen, wie schwer der septische Patient von einer Thrombozytentransfusion profitiert, 

oder diese im Rahmen der Hyperkoagulation vermehrt zur Aggregation beziehungsweise DIC 

führen kann. 

Da der Funktion des CCR4 auf Thrombozyten die Aggregation zugeschrieben wird, wurde die 

Retransfusion von CCR4-defizienten Thrombozyten in die Wildtyp-Maus untersucht. Wenn 

die Retransfusion von Thrombozyten aus CCR4-defizienten Mäusen zu einem besseren 

Überleben führt, wäre dies ein Hinweis für den nachteiligen Effekt des CCR4 auf 

Thrombozyten in der Sepsis.  

Zuvor musste die Retransfusion von Thrombozyten etabliert werden. 
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In Anlehnung an Experimente von Elzey et al. [111] sollte die Thrombozytenretransfusion im 

Mausmodell etabliert werden, um deren Effekt auf septische Tiere untersuchen zu können. 

Durch die CFSE-Färbung konnten 96,4 % der Thrombozyten CFSE-positiv gefärbt werden. 

Diese Ergebnisse waren vergleichbar mit denen von Elzey et al., ebenfalls kam es zu keiner 

Aktivierung der Thrombozyten durch die Fluoreszenzfärbung. Es wurden 1,06 % der 

Thrombozyten CD62p-positiv durch das in dieser Arbeit etablierte Isolationprotokoll. Somit 

ist eine Aktivierung durch die verwendete Isolationsmethode ausgeschlossen. Die 

Retransfusionsausbeuten der Arbeitsgruppe von Elzey et al. konnten nicht nachvollzogen 

werden. Elzey konnten zeigen, dass 24 h nach der i.v. Injektion von 2 x 10
8 

CFSE-markierten 

Thrombozyten ein prozentualer Anteil von 12,5 - 15,6 % der Gesamtthrombozyten in der 

Zirkulation CFSE-positiv war. In der vorgelegten Arbeit wurde der 24 h Zeitpunkt 

übernommen. Wir versuchten ebenfalls eine Transfusionsausbeute von 12,5 - 15,6 % CFSE-

positive Thrombozyten gemessen an der Gesamtthrombozytenpopulation zu erreichen. Das 

hier stellvertretend gezeigte Ergebnis war mit 3,45 % anteilig-markierter Thrombozyten, 

welche nach 24 h in der Zirkulation verblieben, ernüchternd. Bei dem 

Retransfusionexperiment wurden, anders als bei Elzey et al., 4,8 x 10
8
 Thrombozyten 

retransfundiert. Zu erwähnen ist, dass die Arbeitsgruppe von Elzey die Thrombozyten 

retroorbital injizierte, entgegen der hier praktizierten Injektion in die Schwanzvene. Ebenfalls 

sind die Retransfusionsausbeuten nur für die CD154-defiziente Maus dargestellt. Die besseren 

Ausbeuten bei der CD154-defizienten Maus könnten unterschiedlichen Gerinnungssystem 

beider Mausstämme zuzuschreiben sein. Im Jahre 2002 konnte die Arbeitsgruppe um Andre 

zeigen, dass die Defizienz des CD154, eines Liganden des αIIbß3-Rezeptors, zu einer 

schwächeren Thrombusbildung führt und diese Thrombi instabil sind [112]. Bei weiterer 

Literaturrecherche konnten keine weiteren Daten über die Retransfusionseffizienz bei dem 

Mausstamm C57Bl/6 gefunden werden. Die Korrespondenz mit Bennett Elzey ergab, dass 

sowohl die Injektion in den retroorbitalen Venenplexus, als auch die Punktion der 

Schwanzvene gleiche Ergebnisse erwarten lässt. Vorteilhaft an der Injektion in die 

Schwanzvene ist die Möglichkeit der vorherigen Desinfektion des Injektionsortes. Am 

ehesten vermutet Elzey die Ursache der schlechteren Transfusionseffizienzen in einer akuten 

Reizung des retikuloendothelialen Systems (RES), verursacht durch eine Überladung mit 

Thrombozyten. Auf diese Weise angeregt, beginne das RES Thrombozyten aus der 

Zirkulation zu mausern. Begründet sei es dadurch, dass eine leichte Depletion von 

Thrombozyten in der Arbeit seiner Gruppe sogar erhöhte Transfusionseffizienzen von bis zu 

25 % ergab. Gegen die Erklärung einer generellen Triggerung des RES spricht die Tatsache, 
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dass anscheinend selektiv die retransfundierten Thrombozyten gemausert wurden. In dieser 

Arbeit wurde sich bei der Aufbereitung von Thrombozyten strikt an Elzey et al. gehalten, 

letztlich bleibt zu erwähnen, dass die Klärung der schlechten Transfusionsausbeute weiterer 

Untersuchungen bedarf. 

 

Die CCR4-defiziente Maus wurde in weiteren Parametern mit der Wildtyp-Maus verglichen. 

Das mittlere thrombozytäre Volumen stieg sowohl in der Wildtyp-Maus als auch in der 

CCR4-defizienten Maus im gleichen Ausmaß. Auch bei der CCR4-defizienten Maus kam es 

20 h nach CASP zu einer starken Thrombozytopenie, welche sich nicht signifikant von den 

Werten der Wildtyp-Maus unterschied. Dieser Aspekt erschien interessant, da das Ausmaß 

der Thrombozytopenie in der humanen Sepsis mit einem Überlebensnachteil korreliert [113]. 

Im Mausmodell der CLP konnte gezeigt werden, dass es bei der Depletion von Thrombozyten 

zu einem verringerten Alveolar- und Leberzellschaden kam [82]. Beide Mausstämme gleichen 

sich in der Entwicklung einer starken Thrombozytopenie. Trotzdessen besitzt die CCR4-

defiziente Maus einen signifikanten Überlebensvorteil ungeachtet des enormen 

Thrombozytenabfalles. Die Korrelation einer Thrombozytopenie mit dem tödlichen Ausgang 

einer Sepsis stellt nur eine Beobachtung dar und kann nicht zwangsläufig als Ursache 

angenommen werden. Vielleicht bringt gerade die Thrombozytopenie dem Organismus im 

Falle einer systemischen Entzündung den entscheidenden Überlebensvorteil. Es erscheint 

nicht verwunderlich, dass auch das Immunsystem evolutionären Veränderungen unterliegt. Im 

englischen Sprachgebrauch wird dieser Wandel noch deutlich: „Thrombocyte“ ist hier der 

kernhaltige Thrombozyt (beispielsweise Fische). Thrombozyten von Spezies, welche kernlose 

Thrombozyten besitzen, werden „Platelet“, im Deutschen auch Plättchen, genannt. Im Laufe 

der Evolution hatte der Thrombozyt einige Funktionen, welche er ablegen konnte, andere sind 

hinzugekommen [104]. Ein Beispiel für eine zunehmende Spezialisierung der Thrombozyten 

in der Phylogenese ist die Aktivierung durch Kollagen. Die kernhaltigen Thrombozyten 

einiger Wirbeltiere besitzen keinen Kollagenrezeptor, das Glykoprotein VI (GPVI). Erst die 

Thrombozyten von Hühnern reagieren über GPVI auf Kollagen, der entstehende Thrombus 

besitzt allerdings keine mit den Säugetieren vergleichbare Konsistenz und kann sich nicht 

unter arteriellen Flussbedingungen bilden [114]. Auch Chemokinrezeptoren gehören zu hoch 

konservierten Strukturen in der Evolution und sind beispielsweise im Zebrafisch zu finden 

[115]. Daher ist es nicht verwunderlich, dass der CCR4 auf Thrombozyten zu finden ist. 
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Fraglich ist, ob diesem Rezeptor auf Thrombozyten von Säugetieren nach über 30 Millionen 

Jahren Evolution in der Sepsis eine Funktion zuzuschreiben ist. 

Hierzu wurde zunächst untersucht, ob es zu Unterschieden im Aktivierungsgrad der 

Thrombozyten von CCR4-defizienten Mäusen und Wildtyp-Mäusen kam. Es zeigte sich, wie 

bei den Wildtyp-Thrombozyten eine signifikant verminderte CD62p-Oberflächenexpression 

nach maximaler Stimulation mit Convulxin, gleichbedeutend mit einer bereits stattgehabten 

Sekretion von α-Granula. Anscheinend kommt es im Verlauf der Sepsis durch das Fehlen des 

CCR4 zu keiner für uns detektierbaren verminderten Aktivierung von Thrombozyten. 

Thrombozyten reagieren bekannterweise hochsensibel auf Veränderungen in ihrer 

Mikroumgebung, wie etwa pH-Wert-Änderungen, Temperaturschwankungen und einer 

gesteigerten Adenosindiphosphatkonzentration. Innerhalb der Sepsis gibt es zahlreiche 

Mechanismen, welche zur Aktivierung der Thrombozyten führen können, daher konnte keine 

Veränderung auf der frei zirkulierenden Thrombozytenpopulation detektiert werden. Gezeigt 

werden konnte, dass es bei beiden Mausstämmen zu einer Ausschüttung der α-Granula und zu 

einer Beteiligung der Thrombozyten am immunologischen Geschehen der Sepsis kam. 

Die Ligandenbindung am CCR4 führt über einen Ca
2+

-Einstrom, ausgelöst durch den G-

Protein-gekoppelten Rezeptor, zunächst zur Formänderung des Thrombozyten, gefolgt von 

der Sekretion der α-Granula und letztlich autostimulatorisch zur kompletten Aggregation des 

Thrombozyten [48]. Ein Einfluss dieses Effektes konnte auf der zirkulierenden 

Thrombozytenpopulation nicht nachgewiesen werden. Da der Rezeptor eine Aggregation 

verursacht, sollte in typischen Schockorganen nach einer verminderten 

Thrombozytenaggregatbildung der CCR4-defizienten Mäuse gesucht werden. Aus Autopsien 

ist bereits bekannt, dass sich Mikrothromben im Rahmen der DIC nachweisen lassen [116]. 

Aus diesem Grund wurden 20 h nach CASP-Operation die Schockorgane Leber, Milz und 

Lungen, aus Wildtyp-Mäusen und CCR4-defizienten Mäusen entnommen und mit Hilfe einer 

Immunfluoreszenzfärbung des CD42c Thrombozyten dargestellt und deren Akkumulation 

verglichen. Wäre die Funktion des CCR4 auf Thrombozyten beteiligt an einer gesteigerten 

Koagulopathie in der CASP, könnten eventuell in der CCR4-defizienten Maus weniger 

Thrombozytenkonglomerate im Gefäßbett gefunden werden. 

In der Wildtyp-Maus konnte eine Akkumulation von Thrombozyten in der Leber detektiert 

werden. Diese Beobachtung deutete sich auch bei den CCR4-defizienten Tieren an. Es kommt 

hier jedoch zu keinem signifikanten Unterschied zwischen den unbehandelten und CASP-
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operierten CCR4-defizienten Mäusen. Eine Konglomeratbildung der Thrombozyten aus 

septischen CCR4-defizienten Mäusen ist ebenfalls nachzuvollziehen. Der nicht signifikante 

Unterschied bei den CCR4-defizienten Mäusen resultiert aus einer größere 

Standardabweichung der Fitc-positiven Fläche im Leberparenchym der septischen CCR4-

defizienten Mäuse (Standardabweichung von 1,03 %) im Vergleich zur Standardabweichung 

der septischen Wildtyp-Mäuse (Standardabweichung von 0,78 %). Zur Beantwortung der 

eingangs gestellten Frage nach einer geminderten Thrombozytenaggregatbildung durch den 

fehlenden Einfluss des CCR4 wurde die Fitc-positive Fläche der septischen Tiere verglichen. 

Da es zu keinem signifikanten Unterschied kam, muss ein Einfluss des CCR4 auf eine 

gesteigerte Thrombozytenaggregatbildung 20 h nach der Induktion einer CASP in diesem 

experimentellen Aufbau verneint werden. Um genauere Aussagen zu einer etwaigen 

Mikrothrombosierung zu treffen, könnten H.E.-Schnitte angefertigt werden. Diese würden 

keine Thrombozyten darstellen, allerdings ermöglichen sie eine bessere Darstellung 

morphologischer Aspekte der Leber. Eine Beurteilung morphologischer Aspekte ist nicht 

möglich, es kann daher nur eine Beteiligung des CCR4 auf Thrombozyten an einer 

gesteigerten Aggregation in der Sepsis ausgeschlossen werden, nicht aber das Vorhandensein 

einer gesteigerten Koagulopathie in Form einer Mikrothrombosierung. In der DIC kommt es 

klassisch auch zur Bildung von hyalinen Thromben, diese enthalten jedoch viel mehr Fibrin 

verglichen mit den hyalinen Thromben anderer Entitäten [46]. Wie bereits erwähnt gibt es 

beispielsweise mit dem Ashwell-Rezeptor, weitere Gründe für die Ablagerung von 

Thrombozyten in der Leber. Entscheidend ist, ob die im Leberparenchym abgelagerten 

Thrombozyten durch eine stärkere CCR4-Aktivierung zu einer vermehrten Fibrinbildung 

führen und so einen größeren Perfusionsschaden erzeugen. Daher sollten weitere 

Untersuchungen getätigt werden zur gezielten Darstellung von Thrombozyten-Fibrin-

Ablagerungen und zur Analyse des Leberzellschadens.  

Es zeigte sich, dass es auch in der Lunge zu keinen signifikant unterschiedlichen 

Thrombozytenablagerungen zwischen der CCR4-defizienter Maus und der Wildtyp-Maus 

kam. Eine gesteigerte Aggregation im Lungenparenchym der Wildtyp-Mäuse konnte in der 

hier vorgelegten Arbeit nicht nachgewiesen werden. Wie bereits bei den Ergebnissen der 

Wildtyp-Maus diskutiert, ist die verwendete Methodik zur histologischen Aufarbeitung der 

Lungen ungeeignet. Für die Untersuchung von Thrombozytenansammlungen in der Lunge 

könnte in weiteren Experimenten mit Perfusionsfixation gearbeitet werden, um die 

Verfälschung der Daten durch zirkulierende Thrombozyten zu vermeiden. Eine weitere 

Möglichkeit wäre die immunhistochemische Anfärbung von Fibrin.  
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Immunfluoreszenzschnitte der Milzen von septischen CCR4-defizienten Mäusen und 

Wildtyp-Mäusen wurden miteinander verglichen. Hier konnten, wie zuvor in Leber und 

Lunge, keine signifikanten Unterschiede in der Größe der Ansammlung von Thrombozyten 

detektiert werden. Jedoch ist, wie bereits zuvor beschrieben, sowohl bei der CCR4-defizienten 

Maus als auch bei der Wildtyp-Maus ein diskreter Anstieg des Thrombozytensignales in der 

Milzpulpa zu verzeichnen. Dieses Ergebnis wurde bereits 1996 mit Hilfe von radioaktiv-

markierten Thrombozyten beschrieben [70]. Der CCR4 auf Thrombozyten führt auch in der 

Milz zu keiner gesteigerten Thrombozytenansammlung.  

Die getätigten immunfluoreszenzchemischen Untersuchungen in der hier vorgelegten Arbeit 

untersuchten den Effekt der CCR4-Defizienz auf eine Thrombozytenansammlung in 

Schockorganen und zeigten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur 

Thrombozytenansammlung der Wildtyp-Maus. Die getätigten Untersuchungen geben keine 

Auskunft über eine vermehrte Bildung von Fibrinformationen. Dies sollte in folgenden 

Experimenten berücksichtigt werden. Der gewählte Zeitpunkt von 20 h könnte verfrüht 

gewählt sein und das Auffinden von Aggregaten beziehungsweise etwaigen Unterschieden 

verhindern. In einer Studie wurden histopathologische Korrelate zur DIC im Parenchym der 

Niere gesucht. Hier konnte gezeigt werden, dass Thromben nur bei 4 von 19 Patienten 

gefunden wurden, welche im septischen Schock verstarben [117]. Die Diagnose einer DIC 

mit vorliegenden Organthrombosen kann letztlich nur durch die pathologische Untersuchung 

gestellt werden. Im klinischen Alltag ist es wichtiger, mit Hilfe von Bewertungsmaßstäben die 

Wahrscheinlichkeit des Vorliegens einer DIC abschätzen zu können, um eine adäquate 

Therapie einleiten zu können. Es gibt derzeit keine Studie, welche die Bewertung einer DIC 

gemäß ISTH-Bewertungsmaßstab mit dem tatsächlichen Vorliegen einer DIC bei septischen 

Patienten vergleicht. Bei Trauma-Patienten mit einer DIC gemäß ISTH, welche innerhalb der 

ersten 24 h verstarben, konnten keine Thromben in den Organen gefunden werden [75]. 

Zusammenfassend zeigten die histologischen Untersuchungen der hier vorgelegten Arbeit 

keine Verminderung der Koagulopathie der CCR4-defizienten Maus. Allerdings hat das 

Studium der Literatur ergeben, dass histopathologische Korrelate einer DIC eher zur 

Ausnahme zählen. Der CCR4 führt bei Ligandenbindung (CCL17 und CCL22), selbst unter 

arteriellen Flussbedingungen zur schnellen Aktivation und Aggregation der Thrombozyten 

[25]. Dieser Mechanismus fördert darüber hinaus die Freisetzung von TF und eine 

Aktivierung des extrinsischen Weges der Gerinnungskaskade [118]. Hier kommt es zur 

Bildung von Fibrin aus Fibrinogen. Fibrinogen, auch genannt Faktor I der Blutgerinnung, gibt 

indirekt einen Hinweis auf das Ausmaß der Koagulopathie. Der Fibrinogenspiegel ist 
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Bestandteil des 2001 von der ISTH vorgeschlagenen DIC Scores [38].  Falls der CCR4 zu 

einer vermehrten Aktivierung von Thrombozyten im Gefäßsystem führt, könnte dies die 

Gerinnungskaskade verstärken und zu einem erniedrigten Fibrinogenplasmaspiegel im 

Vergleich zur CCR4-defizienten Maus führen. Daher wurde ebenfalls bei der CCR4-

defizienten Maus der Fibrinogenplasmaspiegel einschließlich korrelierender 

Thrombozytenzahl untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass es zu einem signifikanten 

Abfall der Fibrinogenplasmaspiegel im Mausmodell der CASP-induzierten Sepsis sowohl für 

CCR4-defizienten Mäuse als auch für Wildtyp-Mäuse kommt. Unterschiede zwischen den 

septischen Gruppen konnten nicht detektiert werden. Wie aus Abbildung 27 des 

Ergebnisteiles ersichtlich, lagen die Fibrinogenplasmaspiegel der septischen Tiere im unteren 

Messbereich des ELISAs. Die Genauigkeit einer solchen Messung nimmt im unteren und 

oberen Messbereich ab. Folglich kann über etwaige Unterschiede zwischen den erniedrigten 

Fibrinogenplasmaspiegel beider Mausstämme keine Aussage getroffen werden. Deutlich zu 

sehen war der starke Abfall des Fibrinogens 20 h nach CASP-Operation. Die größere 

Standardabweichung der unbehandelten CCR4-defizienten Tiere fällt in Abbildung 27 im 

Vergleich zu den Wildtyp-Tieren auf. Über die Ursache der größeren Streuung der Werte 

kann nur gemutmaßt werden. Vorzustellen wäre, dass der CCR4 auf Thrombozyten in der 

Immunhomöostase der unbehandelten Maus eine Rolle spielt und das Fehlen zu einer 

verringerten Aktivierung der Gerinnungskaskade führt. Beispielsweise ist der CCR4 wichtig 

für das Rekrutieren von Lymphozyten in die Haut. Mäuse denen CCR4 auf einer bestimmten 

T-Zellpopulation fehlt, entwickeln spontane Entzündungen [119]. Vorstellbar wäre, dass der 

CCR4 Thrombozyten, in der Gegenwart von verletzter Haut, aggregiert und gleichzeitig 

immunkompetente Zellen an den Ort des Traumas lockt [120], fehlt der Einfluss des 

Rezeptors, kommt es bei der unbehandelten Maus zu einer geringeren Aktivierung des 

Gerinnungssystems, dies könnte die größeren Schwankungen des Fibrinogenplasmaspiegels 

erklären. 

Validierung des Hämocounters für murine Thrombozyten 

Das manuelle Zählen von Thrombozyten ist eine zeitkonsumierende Angelegenheit. Um eine 

zu lange Lagerung der Thrombozyten zu vermeiden und um gleichzeitig größere 

Versuchsgruppen benutzen zu können, wurde versucht, murine Thrombozytenzahlen mittels 

impedanzbasierter automatischer Zählung zu ermitteln. Hierbei soll die Tatsache ausgenutzt 

werden, dass der Thrombozyt den kleinsten zellulären Blutbestandteil darstellt. Das 
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verwendete Gerät Sysmex® analysiert die Zelle aufgrund des ermittelten Widerstandes beim 

Passieren von zwei Elektroden und ist für menschliche Proben geeicht. 

Aufgrund unterschiedlicher Parameter der murinen und humanen Zellreihen sollte der 

Unterschied zur manuellen Zählung ermittelt werden. 

 human murin 

Durchmesser Thrombozyten 1,5 – 3µm 1 – 3µm 

Durchmesser Erythrozyten 7,5µm 4-7µm 

Volumen Thrombozyten 10,37fl 4-7fl 

Volumen Erythrozyten 80-96fl 45-55fl 
Tabelle 14: Vergleich von Blutparametern des Menschen und der Maus 

Im septischen Geschehen ergibt sich das Problem eines erhöhten mittleren thrombozytären 

Volumens. Dadurch bedingt könnten die Thrombozyten fälschlich aufgrund der veränderten 

Größe in einer anderen Zellpopulation mitgezählt werden. Dies führt so zu erniedrigten 

Thrombozytenzahlen. 

Wird der Unterschied zwischen manueller Zählweise mittels Zählkammer und 

impedanzbasierter Zählweise mittels Hämocounter betrachtet, fällt auf, dass es zu konstanten 

Differenzen mit stets höheren Werten bei der Hämocounterzählung kam. Auch im murinen 

System zählt der Hämocounter im unbehandelten Vollblut 23,72 % mehr Thrombozyten. Es 

stellte sich die Frage, ob diese Zellzahldifferenz bedingt sei durch die Eichung des Gerätes auf 

die humane Zelllinie. Um diese Aufgabenstellung zu analysieren, wurde plättchenreiches 

Plasma ebenfalls untersucht und es ergab sich mit 18,38 % ein ähnlicher Unterschied 

zugunsten des Hämocounters. Diese Unterschiede sind nicht signifikant und sprechen gegen 

einen großen Einfluss der Eichung auf humane Zellvolumina.  

Der Hersteller des Sysmex® gibt per se eine 5 %-ige Ungenauigkeit betreffend der Zählung 

von Thrombozyten an. 

Da die Maus im Unterschied zum Menschen kleinere Erythrozyten von 4 - 7 µm Durchmesser 

und einer Dicke von 2,1 - 2,13 µm besitzt, musste auch eine fälschliche Zählung der 

Erythrozytenpopulation als Thrombozytenpopulation überdacht werden [121]. Bedingt durch 

die Morphologie der Zellen, unterscheiden die Volumina sich jedoch beträchtlich. Der murine 

Thrombozyt hat in unseren Messungen durchschnittlich ein Volumen von 5,76 fl, der murine 

Erythrozyt 54,41 fl, diese Werte ähneln denen aus der Literatur [121], so dass auch dieser 

Einfluss keine Fehlerquelle darstellt. Unter septischen Bedingungen erhöhte sich das 

Thrombozytenvolumen auf mitunter über 12 fl, selbst diese Ausmaße fallen nicht in andere 
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Populationen hinein. Der Sysmex® gibt mit dem Wert P_LCR den Anteil, der über 12 fl 

großen Thrombozyten an, welcher selbst unter septischen Bedingungen stets unter 0,05 % 

blieb. 

Es wurde ebenfalls gezeigt, dass es im septischen Vollblut zu starken Abweichungen der 

Thrombozytenzahlen von bis zu 63,12 % verglichen mit dem Hämocounter kam. Dieser 

erhebliche Unterschied widerlegt die Befürchtung der Hämocounter könnte bedingt durch ein 

erhöhtes MPV falsch erniedrigte Thrombozytenzahlen messen. Diese Abweichung resultiert 

am wahrscheinlichsten aus Fehlern in der manuellen Zählung und nicht durch eine 

Verschiebung der Zellvolumina, da die manuelle Zählung des PRP septischer Tiere 

Abweichungen von 29,16 % ergab, welche im Bereich der unbehandelten Gruppen lagen. 

Insgesamt lässt sich festhalten, dass die manuelle Zählung mittels Neubauerzählkammer im 

Speziellen bei Vollblutproben aus septischen Tieren für den Untersucher sehr unübersichtlich 

ist. Dadurch entstehen starke Abweichungen gegenüber der automatisierten Methode. Der 

Hämocounter besitzt bei der Verwendung im murinen System bewiesenermaßen Schwächen, 

diese betreffen allerdings hauptsächlich die Differenzierung der leukozytären Zellreihe [121]. 

Murine Thrombozyten ähneln in ihrer Größe stark den humanen Thrombozyten und stellen 

zudem die kleinsten korpuskulären Bestandteile des Blutes dar, welche singulär betrachtet 

nicht mit anderen Zellreihen verwechselt werden können. Kommt es zur Aggregatbildung von 

Thrombozyten, fallen diese aus der Zählung heraus und verfälschen die Zellzahlen anderer 

Blutbestandteile, welches in dieser Arbeit ein zu vernachlässigendes Problem darstellte. 
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6. Zusammenfassung 

Eine Maximalkomplikation der Sepsis stellt das Multiorganversagen dar, welches mit dem 

Auftreten einer disseminierten intravasalen Koagulopathie und gleichzeitig einem letalen 

Endpunkt assoziiert ist [122]. Es gibt bisher keine wirksame Therapie, zuletzt scheiterte die 

Anwendung von aktiviertem Protein C in klinischen Studien [33]. Es fehlt an geeigneten 

Tiermodellen, um die Grundlagen der Pathophysiologie der disseminierten intravasalen 

Koagulopathie zu verstehen. Die Colon Ascendens Stent Peritonitis stellt ein Modell der 

Schweren Sepsis dar. In der schweren Sepsis kommt es bei 37 % der Patienten zu einer 

disseminierten intravasalen Koagulopathie [66]. Die klinischen Diagnosekriterien der 

disseminierten intravasalen Koagulopathie sollten im Mausmodell der Colon Ascendens Stent 

Peritonitis analysiert werden [38], um anschließend Untersuchungen zur Bedeutung des 

CCR4 auf Thrombozyten für die disseminierten intravasalen Koagulopathie zu tätigen. Hierzu 

wurden zunächst durchflusszytometrische Untersuchungen zur Aktivierung des 

Thrombozyten in der Sepsis getätigt, welche zeigten, dass es zu einer vermehrten 

Ausschüttung von α-Granula im septischen Verlauf kam. Der Thrombozyt beteiligt sich 

anscheinend aktiv durch die Ausschüttung seines Sekretoms an den immunologischen 

Vorgängen einer Sepsis. Zusätzlich konnte mit molekularbiochemischen und 

proteinbiochemischen Methoden gezeigt werden, dass der Thrombozyt die Fähigkeit des 

Spleißens und der Proteinbiosynthese aus entwicklungsgeschichtlich jüngeren Zeiten 

konservierte. Im Modell der Colon Ascendens Stent Peritonitis zeigte die Wildtyp-Maus eine 

signifikant erniedrigte Thrombozytenzahl, erniedrigte Fibrinogenplasmaspiegel, 

Thrombozytenablagerung in der Leber und eine verlängerten extrinsische Gerinnungszeit. 

Diese Kriterien beschreiben das klinische Vorhandensein einer disseminierten intravasalen 

Koagulopathie. In den vergleichenden Untersuchungen des Ausmaßes der disseminierten 

intravasalen Koagulopathie der CCR4-defizienten Maus mit der Wildtyp-Maus konnten keine 

Unterschiede detektiert werden. Die CCR4-defiziente Maus hat einen Überlebensvorteil in der 

Sepsis trotz der klinischen Kriterien einer DIC. Sowohl der Fibrinogen-ELISA als auch die 

Immunfluoreszenzhistologien hatten methodisch bedingte Schwächen. Es bleibt jedoch 

festzuhalten, dass die vorgelegte Arbeit keinen negativen Einfluss des CCR4 auf die 

disseminierte intravasale Koagulopathie detektieren konnte. Die Bedeutung der CCR4-

vermittelten Aggregation des Thrombozyten für den Organismus bleibt unklar. Festzuhalten 

ist, dass das CASP-Modell geeignet ist um das klinisch-analytische Bild einer disseminierten 
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intravasalen Koagulopathie in der Schweren Sepsis zu untersuchen. Vor dem Hintergrund 

mangelnder realitätsnaher Tiermodelle leistet dies einen Beitrag für weitere Forschung [91]. 

Die Experimente zur mRNA-Regulation und Protein-Synthese bilden einen weiteren Baustein 

im Verständnis des Thrombozyten als kernlose Immunzelle. In ihrer Gesamtheit soll die 

vorgelegte Arbeit die Sichtweise auf Thrombozyten schärfen. Es handelt sich hierbei nicht um 

„Megakaryozytenzelltrümmer“, deren Funktion ausschließlich in der Blutgerinnung zu suchen 

ist. Vielmehr können Thrombozyten als eine Art Andenken an die Phylogenese des 

Immunsystems angesehen werden. Dreißigmillionen Jahre Entwicklungsgeschichte sind 

zwischen dem Amöbozyten und dem Thrombozyten vergangen und haben ein breites 

Rezeptor- und Mediatorrepertoire erhalten [44]. Ob diese dem Organismus im Falle einer 

Sepsis nutzen oder eher schaden bleibt zu klären. Dass das Fehlen von Thrombozyten in 

bestimmten inflammatorischen Konstellationen einen Vorteil darstellt, ist auch für die 

abdominelle Sepsis untersucht. Die Depletion von Thrombozyten erzeugt eine 60 %-ige 

Verringerung des zellulären Ödems und des pulmonalen Schadens [123]. In folgenden 

Untersuchungen soll das Modell der Colon Ascendens Stent Peritonitis genutzt werden um 

den Einfluss von Thrombozyten auf die disseminierte intravasale Koagulopathie und das 

Überleben in der Colon Ascendens Stent Peritonitis zu untersuchen. 
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