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normiert nach EN ISO 9626 

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, 
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GDP Guanosindiphosphat 
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1 EINLEITUNG 

1.1 Sepsis 

1.1.1 Definitionen 

Im Jahre 1991 wurden durch die American College of Chest Physicians/Society of 

Critical Care Medicine Consensus Conference unter dem Vorsitz von Roger C. Bone 

erstmals einheitliche Definitionen für die Begriffe Sepsis, schwere Sepsis, septischer 

Schock und Organversagen formuliert (1). Die Definitionen wurden im Jahre 2001 

durch die International Sepsis Definition Conference erweitert (2). Im Jahre 2006 

wurden hiervon durch die Deutsche Sepsis-Gesellschaft e.V. nationale 

Sepsisdefinitionen abgeleitet, die 2010 in den S2k-Leitlinien aktualisiert wurden (3; 4). 

Auf der oben genannten Konsensuskonferenz wurde der Begriff des systemic 

inflammatory response syndrome (SIRS) neu eingeführt. Das SIRS bezeichnet eine 

generalisierte hyperinflammatorische Reaktion des Organismus, der verschiedene 

Ursachen zu Grunde liegen können, beispielsweise eine Infektion, Verbrennungen oder 

Traumata. Für das Vorliegen eines SIRS müssen mindestens zwei der in Tabelle 1 

aufgelisteten Kriterien erfüllt sein. 

 

Körpertemperatur  ≤ 36 °C oder ≥ 38 °C 

Herzfrequenz  ≥  90 /min 

Atemfrequenz  ≥ 20 /min oder paCO2 ≤ 33 mmHg 

Leukozyten  ≤ 4.000 /mm
3 
oder  

≥ 12.000 /mm
3
 oder  

≥ 10 % unreife neutrophile Granulozyten im Differentialblutbild 

Tabelle 1: SIRS-Kriterien.  

 

Sepsis wird nach den S2k-Leitlinien von 2010 als SIRS definiert, welches durch eine 

Infektion hervorgerufen wird. Von einer schweren Sepsis spricht man, wenn die Sepsis 

zusätzlich mit mindestens einer Organdysfunktion einhergeht. Unter einem septischen 

Schock versteht man eine Sepsis verbunden mit einer Hypotension, die trotz adäquater 

Volumensubstitution besteht und nicht durch andere Ursachen erklärt werden kann (1; 

4).  
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Anfang des Jahres 2016 wurden die Sepsisdefinitionen erneut überarbeitet (5). Zum 

Zeitpunkt der Erstellung der vorliegenden Arbeit waren diese Definitionen noch nicht in 

Kraft getreten, weshalb sie hier nur am Rande erwähnt werden. Zusammengefasst 

spricht man nach den neuen Definitionen von 2016 von einer Sepsis, wenn eine 

lebensbedrohliche Organdysfunktion als fehlregulierte Antwort auf eine Infektion 

vorliegt. Eine Organdysfunktion kann durch das Sequential Organ Failure Assessment 

(SOFA)-Bewertungssystem eingeschätzt werden, welches für den arteriellen 

Sauerstoffpartialdruck, die Thrombozytenzahl, das Bilirubin, den mittleren arteriellen 

Druck, den Glasgow-Koma-Skala-Wert sowie für das Kreatinin eine Punktzahl 

zwischen null und vier vergibt. Wenn die Gesamtpunktzahl sich aufgrund einer 

Infektion um mehr als zwei Punkte verändert, spricht man von einer Organdysfunktion. 

Der Begriff der schweren Sepsis findet nach den neuen Definitionen keine Anwendung 

mehr. Als septischer Schock wird nach den neuen Definitionen von 2016 eine Sepsis 

verbunden mit Hypotension verstanden, bei der die Patienten trotz adäquater 

Volumengabe den Einsatz von Vasopressoren benötigen oder ein Laktat im Serum von 

> 2 mmol/l aufweisen (5). 

 

1.1.2 Epidemiologie 

Die Sepsis ist eine weltweit schwerwiegende Krankheit mit einem kontinuierlichen 

Anstieg der Anzahl jährlicher Neuerkrankungen. Dies kann auf eine immer älter 

werdende Gesellschaft, eine erhöhte Inzidenz von chronischen Infektionen, auf 

vermehrte invasive Eingriffen sowie auf eine erhöhte Anzahl an Patienten, die einer 

immunsuppressiven Therapie ausgesetzt sind, zurückgeführt werden (6). In Deutschland 

ist von einer Inzidenz von 116/100.000 Einwohner auszugehen. Demnach erkranken 

jährlich ungefähr 79.000 Menschen an einer Sepsis (7). Die Letalität der Sepsis auf 

deutschen Intensivstationen liegt bei 5-36 % (8), wodurch dem deutschen 

Gesundheitssystem für das Jahr 2002 Kosten in Höhe von 1.025 bis 2.214 Millionen 

Euro entstanden sind (9). Als zweithäufigste Ursache einer schweren Sepsis sowie eines 

septischen Schocks auf chirurgischen Intensivstationen kann mit 20 % die abdominelle 

Sepsis angesehen werden (10), welche zu einer Mortalitätsrate zwischen 32,4 % und 

42,3 % führt, abhängig vom Beginn der Sepsis und dem Zeitpunkt der Intervention (11). 
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1.1.3 Pathophysiologie  

Der menschliche Organismus besitzt verschiedene Abwehrmechanismen, um gegen 

pathogene Mikroorgansimen zu reagieren. Hierzu zählen zunächst mechanische, 

chemische und biologische Barrierefunktionen, die eine Invasion des Pathogens 

verhindern sollen. Sind diese Barrierefunktionen nicht mehr intakt, sei es beispielsweise 

durch eine geschädigte Epithelzellschicht, eine Verminderung antibakterieller Peptide 

oder durch eine Schädigung der natürlichen bakteriellen Flora, kann es zur Invasion von 

Mikroorganismen in den menschlichen Körper kommen (12). Mit  

Erkennungsrezeptoren (pathogen recognition receptors, PRRs) ausgestattete Zellen sind 

nun in der Lage, hochkonservierte molekulare Motive auf diesen eindringenden 

Pathogenen (pathogen associated molecular patterns, PAMPs) zu erkennen. Daraufhin 

kommt es zum Abtöten der Pathogene durch Phagozytose und Sekretion 

proinflammatorischer Zytokine und Chemokine (13). Ein klassisches Beispiel eines 

PAMPs stellt das Lipopolysaccharid als Bestandteil der äußeren Zellmembran 

gramnegativer Bakterien dar. Nach Bindung an das LPS-bindende Protein und CD14 

wird LPS über den PRR TLR4 erkannt. Es wird eine Signaltransduktionskaskade 

induziert, die letztendlich zur Dislokation des Transkriptionsfaktors NFB in den 

Zellkern führt, wo dieser verschiedene Zielgene aktivieren kann. Hierzu zählen die 

proinflammatorischen Zytokine TNF-, IL-1 und IL-6, sowie das Chemokin IL-8 (12; 

13). TNF- und IL-1 fördern die Entstehung von Stickstoffmonoxid, wodurch es zu 

einer Vasodilatation der Gefäße und einer Verlangsamung des Blutflusses kommt. 

Durch eine gesteigerte Gefäßpermeabilität kommt es zum Austreten von Flüssigkeit in 

das interstitielle Gewebe und somit zur Ödembildung. Ebenso werden weitere 

Leukozyten, beispielsweise durch IL-8 angelockte neutrophile Granulozyten, durch eine 

verstärkte Expression von Adhäsionsmolekülen auf den Endothelzellen mittels 

Diapedese zum Ort der Entzündung rekrutiert (12). Neutrophile Granulozyten sind zum 

einen in der Lage, durch verschiedene intravesikuläre Enzyme, wie -Defensin, 

Lysozym oder Lactoferrin, phagozytierte Mikroorganismen zu beseitigen. Zum anderen 

können sie durch Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies zur Abwehrfunktion beitragen. 

Darüber hinaus können sie Bakterien durch sogenannte neutrophil extracellular traps 

(NETs) einfangen. Verschiedene Mikroorganismen induzieren die Bildung dieser DNA-

basierten Strukturen, die antibakterielle Proteine beinhalten (12; 13). Ebenso kommt es 

durch die oben genannten Mediatoren zur Ausschüttung weiterer sekundärer 
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Mediatoren und zur Aktivierung des Komplement- und Gerinnungssystems, zusätzlich 

wird die Synthese der Akut-Phase-Proteine eingeleitet (14; 12; 13).  

Zunächst nahm man an, dass die Symptome der Sepsis auf eine überschießende 

proinflammatorische Immunreaktion des Organismus zurückzuführen sind (14). Später 

wurde die Hypothese aufgestellt, dass dieser inflammatorischen Immunantwort 

(systemic inflammatory response syndrome, SIRS) eine kompensatorische 

antiinflammatorische Immunantwort (compensatory anti-inflammatory response 

syndrome, CARS) folgt (15). Diese antiinflammatorische Immunantwort basiert auf 

einer erhöhten Apoptoserate speziell von Lymphozyten, auf der Hemmung der 

Gentranskription proinflammatorischer Zytokine sowie auf der Nervus vagus 

vermittelten Hemmung proinflammatorischer Zytokine (16). Hierbei führen efferente 

adrenerge Fasern des N. vagus über die Freisetzung von Noradrenalin in der Milz zur 

Ausschüttung von Acetylcholin durch CD4
+
 T-Zellen, was wiederum zu einer 

Hemmung der Freisetzung von TNF-α durch Makrophagen führt (17). Lange Zeit ging 

man davon aus, dass SIRS und CARS strikt nacheinander ablaufen (18; 13). Rezente 

experimentelle Daten sprechen jedoch dafür, dass SIRS und CARS parallel ablaufen. 

Xiao et al. konnten zeigen, dass die Induktion sowohl pro- als auch 

antiinflammatorischer Genen auf Ebene des Leukozyten-Transkriptoms in schwer 

kranken Patienten gleichzeitig geschieht. Dieses schon zu Beginn der Sepsis 

gleichzeitige Vorhandensein eines SIRS und eines CARS wird als mixed antagonist 

response syndrome (MARS) bezeichnet (19; 20). Durch die Hyperinflammation können 

eingewanderter Pathogene beseitigt werden, allerdings kann es dadurch gleichzeitig zu 

einer Gewebeschädigung kommen. Dem so entstandenen Gewebeschaden wird durch 

die Hypoinflammation entgegengewirkt, wobei es hierbei zu einer Immunsuppression 

mit erhöhtem Risiko für Sekundärinfektionen kommen kann (16). Daraus wird 

ersichtlich, wie kritisch das Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischer 

Immunabwehr ist. Gerät dieses Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen 

Mechanismen außer Kontrolle kommt es zur Sepsis. Das Überwiegen einer 

inflammatorischen oder antiinflammatorischen Immunantwort hängt sowohl vom 

Patienten als auch von dem Pathogen selbst ab. Entscheidend sind von Seiten des 

Pathogens die bakterielle Last sowie die Virulenz. Wichtige patientenabhängige 

Faktoren, die zur Entstehung einer Sepsis beitragen und deren Verlauf entscheidend 

beeinflussen können, sind genetische Gegebenheiten, Alter, Begleiterkrankungen und 

die Einnahme von Medikamenten wie zum Beispiel die Einnahme von 
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Immunsuppressiva (16). Für den späteren Verlauf einer abdominellen Sepsis ist es von 

Bedeutung, durch welchen Mechanismus die Mikroorganismen in die sterile 

Bauchhöhle gelangen. Maier et al. klassifizierten die abdominelle Sepsis aufgrund ihrer 

Pathophysiologie in eine spontan erworbene Sepsis vom Typ A (spontaneously 

acquired abdominal sepsis, SAAS) und eine postoperativ erworbene Sepsis vom Typ B 

(postoperatively acquired abdominal sepsis, PAAS). Bei der Sepsis vom Typ A, 

hervorgerufen beispielsweise durch eine Hohlorganperforation, reagiert der Organismus 

mit einer physiologischen Immunantwort. Bei der Sepsis vom Typ B befindet sich der 

Patient aufgrund des vorausgegangenen chirurgischen Eingriffes in einer ungünstigeren  

immunsupprimierten Ausgangslage. Kommt es im postoperativen Verlauf nun 

beispielsweise zu einer Anastomoseninsuffizienz, kann der Organismus hierauf nicht 

adäquat reagieren, was eine erhöhte Mortalität bei der Sepsis vom Typ B nach sich zieht 

(21). 

1.1.4 Rolle der T-Lymphozyten in der Sepsis 

Bislang konzentrierte sich die wissenschaftliche Forschung hauptsächlich auf die Rolle 

des angeborenen Immunsystems während einer polymikrobiellen Sepsis. Aufgrund des 

verzögerten Eintretens der erworbenen Immunantwort nahm man lange Zeit an, dass 

das angeborene System in den frühen Phasen einer Sepsis überwiegt und Lymphozyten 

erst in späteren Phasen ihre biologische Wirkung entfalten, wenn das angeborene 

Immunsystem mit seinen verfügbaren Mechanismen nicht mehr in der Lage ist, gegen 

eindringende Mikroorganismen vorzugehen und auf die Interaktion mit dem 

erworbenen Immunsystem angewiesen ist. Für diese Interaktion werden die 

kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 auf den APCs sowie CD28 und CTLA-4 

auf den T-Lymphozyten benötigt (13). Die naiven CD4
+
 T-Lymphozyten können sich 

nun, abhängig von dem vorherrschenden Zytokinmilieu, zu verschiedenen CD4
+
 

Subtypen differenzieren. Durch das Vorhandensein von IL-12 und IFN- nehmen die 

naiven CD4
+
 T-Lymphozyten einen Th1-Phänotyp, durch IL-4 und IL-2 einen Th2-

Phänotyp an. TGF-β in Kombination mit IL-6 sowie IL-21 und IL-23 fördern die 

Differenzierung zu einem Th17-Phänotyp, wohingegen durch TGF-β in Abwesenheit 

von IL-6 sich naive CD4
+
 T-Lymphozyten zu Treg-Zellen differenzieren (22). Die 

verschiedenen CD4
+
 Subtypen besitzen wiederum unterschiedliche Funktionen: Th1-

Zellen sezernieren IFN- und IL-2 und sind somit überwiegend an der zellulären 

Immunantwort beteiligt. IFN- aktiviert weitere Makrophagen, was zu einer erhöhten 
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phagozytotischen Aktivität und zur Eliminierung intrazellulärer Pathogene führt, 

wohingegen IL-2 die Differenzierung von T-Lymphozyten zu einem zytotoxischen 

CD8
+
 Phänotyp fördert. Th2-Zellen sezernieren IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-10 und IL-

25 und sind durch Aktivierung Antikörper-produzierender B-Zellen überwiegend an der 

humoralen Immunantwort beteiligt. Ebenso sind sie an der Beseitigung von 

extrazellulären Parasiten beteiligt, vermitteln den Antikörperklassenwechsel zu IgE und 

spielen bei allergischen Geschehen eine Rolle. Th17-Zellen sezernieren IL-17, IL-21 

und IL-22 und sind hauptsächlich an der Beseitigung von extrazellulären Bakterien 

sowie von Pilzen beteiligt. Darüber hinaus spielen sie ebenso eine Rolle bei 

Autoimmunkrankheiten. IL-17 induziert proinflammatorische Zytokine wie zum 

Beispiel IL-6, IL-1 und TNF-α sowie Chemokine und verstärkt somit das 

Entzündungsgeschehen. Treg-Zellen sezernieren IL-10, TGF-β und IL-35 und dämpfen 

die proinflammatorische Immunantwort (22).  

Allerdings haben sich die Daten in den letzten Jahren dahingehend gehäuft, dass das 

adaptive Immunsystem schon zu einem früheren Zeitpunkt in der Entwicklung einer 

Sepsis eine wesentliche pathophysiologische Rolle spielt (23; 24). Durch die 

nachgewiesene Expression von Toll-like-Rezeptoren (TLRs) auch auf Zellen des 

erworbenen Immunsystems, beispielsweise auf T-Lymphozyten, sind diese in der Lage, 

mikrobielle Bestandteile zu detektieren und somit schon zu Beginn einer Sepsis neben 

dem angeborenen Immunsystem zu agieren (25). Anhand verschiedener muriner 

Sepsismodelle mit unterschiedlichen Lymphozyten-defizienten Mausstämmen oder 

unter Verwendung verschiedener Methoden der Lymphozytendepletion wurden 

widersprüchliche Daten bezüglich des Einflusses der Lymphozyten auf das Überleben 

in der Sepsis erhoben. Während einige Autoren berichteten, dass eine 

Lymphozytendepletion keinen Einfluss auf die Mortalität in der polymikrobiellen 

Sepsis besaß, konnten andere Autoren ein vermindertes Überleben in unterschiedlichen 

Sepsismodellen nachweisen  (Tabelle 2). 
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Publikation Vergleichs-

gruppe 

Defekt Sepsis- 

modell 

Auswirkung auf 

die Mortalität 

Enoh et al. 

(26) 

CD4
-/- 

anti-CD4 

CD4 -

Zelldepletion 

CLP keine Auswirkung 

auf die Mortalität 

Bosmann et al. 

(27) 

Rag1
-/-

 B- und T-

Zelldepletion 

CLP keine Auswirkung 

auf die Mortalität 

Shelley et al. 

(23) 

Rag1
-/-

 B- und T-

Zelldepletion 

CLP Rag1
-/-

  >  

Wildtyp 

Martignoni et al. 

(24) 

CD4
-/- 

CD8 
-/-

 

CD4- und CD8-

Zelldepletion 

CLP CD4
-/- 

> Wildtyp 

> CD8
-/-

 

Reim et al. 

(28) 

Rag1
-/-

 

 

µMT 

BalbC/nude 

B- und T-

Zelldepletion  

B-Zelldepletion 

T-Zelldepletion 

CASP Rag1
-/-

  und 

BalbC/nude > 

µMT und Wildtyp 

Tabelle 2: Auswirkung der Lymphozytendepletion auf die Mortalität in unterschiedlichen 

Sepsismodellen. CLP, cecal ligation and puncture; CASP, colon ascendens stent peritonitis; Rag1
-/-

, 

recombinase-activating-gene1-defiziente Mäuse, welche keine B- und T-Zellen besitzen;  µMT, 

membrangebundenes-IgM-defiziente Mäuse, die keine B-Zellen besitzen; BalbC/nude, Mäuse, die keinen 

Thymus und somit keine T-Zellen besitzen.  

 

In der frühen Phase der Sepsis, also bereits innerhalb der ersten 24 Stunden nach 

Sepsisinduktion, wird in T-Lymphozyten, neben B-Lymphozyten, Apoptose induziert 

(13; 29). Die Auswirkung der Apoptose und der Verlust der T-Lymphozyten auf den 

Verlauf einer Sepsis unterscheidet sich je nach Schweregrad der Sepsis: je weiter die 

Sepsis voranschreitet, desto ausgeprägter ist der Verlust an Lymphozyten und die 

Anzahl der Apoptosekörper, welche von Makrophagen phagozytiert werden. Je mehr 

Apoptosekörper phagozytiert werden, desto eher nimmt der Makrophage einen 

antiinflammatorischen Phänotyp an und produziert TGF-β und IL-10. Dies wiederum 

führt zu einer verminderten Entzündungsaktivität (29). Lymphozyten, in denen keine 

Apoptose induziert wird, nehmen entweder einen antiinflammatorischen Th2-Phänotyp 

an oder gehen aufgrund persistierender Antigenstimulation und Überstimulation in 

einen Zustand der Erschöpfung über. Erschöpfte T-Lymphozyten sind durch eine 

erhöhte Expression des programmed cell death 1 (PD1) Rezeptors gekennzeichnet, 

welcher auf T-Zellen vorkommt und nach Bindung seines Liganden programmed cell 
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death 1 ligand (PD-L1) zu einer verminderten Proliferationsfähigkeit und 

Zytokinproduktion führt sowie Apoptose auslösen kann (30). Der Verlust der durch 

Apoptose zu Grunde gegangenen Zellen, die durch Apoptose ausgelöste 

antiinflammatorische Immunantwort sowie die T-Zellerschöpfung tragen erheblich zur 

Entstehung einer Immunparalyse bei, die zu einem tödlichen Verlauf einer Sepsis 

beisteuern kann (30). Darüber hinaus sind CD4
+
 Treg-Zellen gegenüber Apoptose 

resistent, und können somit weiterhin ihre suppressive Wirkung ausüben. Dies trägt zur 

Unterdrückung sowohl der Th1- und Th2- als auch der Th17-Antwort und somit 

ebenfalls zur Immunparalyse bei (30). Zusammengefasst wird über die genaue Funktion 

der T-Lymphozyten und deren Beteiligung an einem Gleichgewicht zwischen Pro- und 

Antiinflammation während der unterschiedlichen Phasen der Sepsis aktuell noch 

ausgiebig diskutiert. 

1.1.5 Moderne Sepsistherapie 

Unter Berücksichtigung der individuellen Bedürfnisse des jeweiligen Patienten beruht 

die Sepsistherapie sowohl auf kausalen Maßnahmen, welche die Sanierung des 

Infektfokus sowie die antimikrobielle Therapie beinhalten, als auch auf supportiven 

Maßnahmen, zu denen die hämodynamische Stabilisierung durch Volumentherapie und 

die Vasopressorgabe zählen (31). Trotz intensiver Forschung auf dem Gebiet der 

Pathophysiologie der Sepsis ist es bis heute noch nicht gelungen, aus den gewonnenen 

Erkenntnissen eine effektive spezifische Therapie abzuleiten. Zahlreiche Substanzen 

wurden untersucht, hierunter vor allem solche, die gegen die hyperinflammatorische 

Phase der Sepsis gerichtet sind. Klinische Studien mit TNF-Antikörpern, löslichen 

TNF-Rezeptoren, IL-1 Rezeptorantagonisten, Prostaglandin-Antagonisten, Bradykinin-

Antagonisten und Thrombozytenaktivierungsfaktor-Rezeptorantagonisten blieben ohne 

zufriedenstellende klinische Ergebnisse (32). Der Einsatz von Glukokortikoiden in der 

Sepsis wird kontrovers diskutiert (31). Aus einer aktuellen systematischen 

Übersichtsarbeit, in der 35 randomisiert-kontrollierte klinische Studien ausgewertet 

wurden, ergibt sich kein Vorteil hinsichtlich schwerer unerwünschter Ereignisse und der 

Mortalität für eine Anwendung von Glukokortikoiden in der Sepsis (33). In einem 

murinen Modell der polymikrobiellen Sepsis hingegen konnte durch die Gabe von 

Glukokortikoiden, kombiniert mit Immunsuppressiva, ein positiver Effekt auf das 

Überleben beobachtet werden, sofern die Gabe zusammen mit einem Antibiotikum 

erfolgte (34). Aktuell wird die Anwendung von niedrig dosiertem Hydrokortison im 
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septischen Schock empfohlen, sofern eine hämodynamische Stabilisierung durch 

Volumentherapie und Vasopressorgabe nicht erreicht werden kann (31).  

Basierend auf der Erkenntnis zur Sepsis-induzierten Immunsuppression konnten in 

Tiermodellen der Sepsis sowie in septischen Patienten Substanzen identifiziert werden, 

die darauf abzielen, die Immunantwort eines Organismus und dadurch die Mortalität in 

der Sepsis zu verbessern. Hierunter zählen beispielsweise die Zytokine IL-7 und IL-15, 

der Granulozyten-und-Makrophagen-Kolonie stimulierende Faktor (GM-CSF) sowie 

eine Therapie gegen koinhibierende Moleküle, wie beispielsweise gegen PD1 und 

seinen Liganden PD-L1 (35). Nach Sepsisinduktion durch cecal ligation and puncture 

(CLP), bei der das Zökum zuerst ligiert und anschließend punktiert wird, führte 

rekombinantes humanes IL-7 (rhIL-7) beispielsweise zu einer verstärkten Proliferation 

von CD8
+
 T-Zellen, verhinderte die Sepsis-induzierte Apoptose von CD4

+
 und CD8

+
 T-

Zellen, wirkte der Sepsis-induzierten Verminderung von IFN-γ entgegen und führte 

durch eine verstärkte Expression von Integrinen zu einer vermehrten Rekrutierung von 

Leukozyten. In einer Überlebenskinetik konnte eine deutliche Verlängerung des 

Überlebens in rhIL-7-behandelten Mäusen nachgewiesen werden (36). Nach CLP-

Induktion führte IL-15 zu einer Verminderung der Sepsis-induzierten Apoptose von 

CD8
+
 T-Zellen, NK-Zellen, dendritische Zellen (DCs) und intestinalen Epithelzellen. 

IL-15-behandelte Mäuse wiesen in einer Überlebenskinetik eine deutliche Verlängerung 

des Überlebens auf  (37). In einer klinischen Studie konnte gezeigt werden, dass GM-

CSF die Funktion von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen 

verbesserte und die HLA-DR Expression auf antigenpräsentierenden Zellen (APCs) in 

septischen Patienten erhöhte, was wiederum zu einer Verbesserung der Immunfunktion 

beitrug (38). PD-1 und sein Ligand PD-L1 wurden während einer Sepsis auf 

peritonealen Makrophagen sowie in geringerem Ausmaß auf T- und B-Zellen 

hochreguliert und beeinträchtigten die phagozytotische Funktion der Makrophagen 

während einer Sepsis und deren Fähigkeit, das antiinflammatorische Zytokin IL-10 zu 

produzieren. Nach CLP-Induktion zeigten PD1
-/-

-Mäuse ein deutlich verbessertes 

Überleben (39). Die klinische Relevanz dieser Beobachtungen ist nach wie vor unklar. 

Ein weiteres wichtiges Feld der Sepsisforschung ist die Identifizierung von im 

klinischen Alltag praktikablen Biomarkern, die die Einschätzung des inflammatorischen 

Status eines Patienten erlauben, um so eine optimale Therapie in Abhängigkeit vom 

jeweiligen Immunstatus gewährleisten zu können (35; 40).  
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1.2 Das Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptorsystem  

1.2.1 Nomenklatur und Klassifikation  

Die Sphingosin-1-Phosphat(S1P)-Rezeptoren gehören zusammen mit den 

Lysophosphaditidsäure(LPA)-Rezeptoren zu der Gruppe der Lysophospholipid(LPL)-

Rezeptoren, welche auch unter dem historischen Namen Edg-Rezeptoren bekannt ist 

(41). Edg steht für endothelial differentiation gene und wurde 1990 als Name für ein 

Gen verwendet, welches durch den Tumorpromoter PMA (Phorbol 12-myristate 13-

acetate) in menschlichen Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (human umbilical 

vein endothelial cells, HUVEC) induziert wurde. Mit der Polypeptidsequenz dieses 

Gens wurde der Edg-1 als Rezeptor zum ersten Mal beschrieben, ein passender Ligand 

konnte zu diesem Zeitpunkt noch nicht identifiziert werden (42). Erst 1998 konnte 

schließlich gezeigt werden, dass es sich bei dem Edg-1 um einen S1P-Rezeptor handelt 

(43). Im Jahre 2002 wurde durch die International Union of Pharmacology (IUPHAR) 

für die LPL-Rezeptoren eine einheitliche Nomenklatur festgelegt, die 2010 an den 

neuesten Stand der Forschung angepasst wurde. Für die S1P-Rezeptoren hat sich in 

Bezug auf die Nomenklatur seit 2002 allerdings nichts verändert. Die aktuelle 

Nomenklatur kann aus Tabelle 3 entnommen werden (41; 44). 

 

Rezeptorname  

nach IUPHAR 

Genname  

nach IUPHAR 

Edg-Name 

 Mensch Maus  

S1P1 S1PR1 S1pr1 Edg-1 

S1P2 S1PR2 S1pr2 Edg-5 

S1P3 S1PR3 S1pr3 Edg-3 

S1P4 S1PR4 S1pr4 Edg-6 

S1P5 S1PR5 S1pr5 Edg-8 

Tabelle 3: Nomenklatur der S1P-Rezeptoren nach IUPHAR (41; 44). 

 

1.2.2 S1P-Rezeptoren  

Die S1P-Rezeptoren gehören zu der Familie der G-Protein-(Guaninnukleotid-bindende 

Proteine) gekoppelten Rezeptoren und bestehen aus 7 -helikalen 

Transmembrandomänen, die in der Zellmembran verankert sind (45). S1P-Rezeptoren 

sind mit heterotrimeren G-Proteinen assoziiert, welche aus einer G-Untereinheit und 
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einer -Untereinheit bestehen. Nach Bindung von S1P an einen Rezeptor wird an der 

G-Untereinheit des G-Proteins GDP gegen GTP ausgetauscht. Anschließend können 

G-GTP und G Effektormoleküle verschiedener intrazellulärer 

Signaltransduktionskaskaden auslösen. Ein Rezeptor kann an verschiedene G-

Untereinheiten koppeln, wodurch unterschiedliche intrazelluläre Signalkaskaden 

aktiviert und somit verschiedene Funktionen durch ein und denselben Rezeptor 

vermittelt werden können (45). Abbildung 1 gibt Aufschluss über die verschiedenen 

S1P-Rezeptorsubtypen und die entsprechenden intrazellulären 

Signaltransduktionswege. 

 

 

Abbildung 1: S1P-Rezeptorsubtypen und entsprechende intrazelluläre Signaldransduktionswege 

modifiziert nach Brinkmann 2007 (46) und Blaho 2011 (47). S1P1 signalisiert ausschließlich über Gαi 

und unterscheidet sich hierdurch von den anderen S1P-Rezeptoren. S1P2 und S1P3 signalisieren über Gαi, 

Gαq und Gα12/13. S1P4 und S1P5 signalisieren über Gαi und Gα12/13. Gαi führt über PI3K und Akt zu 

einer Erhöhung des Zellüberlebens, über PI3K und Rac induziert es die Zellmigration, führt zu einer 

gefestigten  Endothelzellbarriere und zu einer Vasodilatation sowie über Ras und MAPK zu einer 

verstärkten Zellproliferation. Weiterhin führt es über PLC zu einer Erhöhung des intrazellulären 

Kalziums. Gαq führt ebenso zu einer Aktivierung der PLC und zu einer erhöten intrazellulären 

Kalziumkonzentration. Gα12/13 führt über Rho und ROCK zu einer Hemmung von Rac und somit zur 

Hemmung der Zellmigration, zu einer verminderten  Endothelzellbarriere und zu einer Vasokonstriktion. 

AC, Adenylatzyklase; cAMP, zyklisches Adenosinmonophosphat; Ras, kleines G-Protein; MAPK, 

Mitogenaktivierte Proteinkinase; PI3K, Phosphoinositid-3-Kinase; Akt, Proteinkinase B; Rac, kleines G-

Protein ; PLC, Phospholipase C; IP3, Inositoltriphosphat; Ca
2+

, Kalzium; DAG, Diacylglycerol; PKC, 

Proteinkinase C; Rho, kleines G-Protein; ROCK, Rho-assoziierte Proteinkinase. 
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Eine Zusammenfassung der Expressionsprofile der jeweiligen S1P-Rezeptoren in 

verschiedenen Geweben und Organen kann aus Tabelle 4 entnommen werden.  

 

S1P-Rezeptor  

Subtyp 

Expressionsprofil in verschiedenen Geweben/Organen 

S1P1 Gehirn, Lunge, Milz, Herz/Gefäße, Niere 

S1P2 Gehirn, Lunge, Herz 

S1P3 Lunge, Milz, Herz, Niere, Darmtrakt, Diaphragma, Knorpel  

S1P4 Lymphatische Gewebe, glatte Muskelzellen der Atemwege  

S1P5 ZNS   

Tabelle 4: S1P-Rezeptorsubtypen und ihr jeweiliges Expressionsprofil in verschiedenen 

Geweben/Organen nach der Übersichtsarbeit von Brinkmann 2007 (46). 

 

1.2.3 Sphingosin-1-Phosphat Metabolismus  

S1P wird aus Bestandteilen der Plasmamembran, den Sphingolipiden, synthetisiert. 

Sphingolipide, wie das Sphingomyelin, werden durch die Sphingomyelinase gespalten. 

Das Spaltprodukt, Ceramid, wird wiederum durch Ceramidasen gespalten. Hierdurch 

entsteht Sphingosin, welches durch Sphingosinkinasen zu S1P phosphoryliert wird (48) 

(Abbildung 2). Die Sphingosinkinase-1 (SphK1) phosphoryliert Sphingosin an der 

Plasmamembran, die Sphingosinkinase-2 (SphK2) in Mitochondrien, im 

endoplasmatischen Retikulum und im Nukleus (49).  
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Abbildung 2: S1P-Metabolismus. 

 

S1P kann entweder durch spezifische Transporter aus den Zellen geschleust werden und 

als Ligand seine Wirkung von extrazellulär auf autokrinem oder parakrinem Wege 

entfalten oder intrazellulär als sekundärer Botenstoff fungieren (49).  

Die S1P-Konzentration ist in den meisten Geweben sehr niedrig, in der Lymphe und im 

Blut hingegen findet man erhöhte S1P-Konzentrationen (50). Der daraus resultierende 

S1P-Gradient kommt durch die Aktivität des Enzyms S1P-Lyase zu Stande: die S1P-

Lyase wird von hämatopoetischen Zellen innerhalb lymphatischer Organe exprimiert 

und sorgt dort für die Degradierung des S1P, wodurch die S1P-Konzentration innerhalb 

lymphatischer Organe niedrig ist (50). Sowohl Erythrozyten als auch Thrombozyten 

besitzen beide weder die S1P-Lyase noch die S1P-Phosphatase um S1P zu degradieren 

(49) und könnten somit als Ursprungsquelle von extrazellulärem S1P im Blut 

angenommen werden. Anhand nuclear factor-E-2(NF-E2)-defizienter Mäuse, die durch 

das Fehlen des Transkriptionsfaktor NF-E2 so gut wie keine Thrombozyten besitzen 

und normale S1P-Konzentrationen im Plasma aufweisen, konnte schließlich gezeigt 

werden, dass die erhöhte S1P-Konzentration im Blut auf die Erythrozyten 
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zurückzuführen ist (51). Das S1P in der Lymphe stammt aus lymphatischen 

Endothelzellen, welche die SphK1 und die SphK2 exprimieren (52). 

1.2.4 S1P und T-Lymphozyten 

S1P spielt eine maßgebende Rolle bei der Auswanderung von T-Lymphozyten aus 

lymphatischem Gewebe sowie von reifen T-Lymphozyten aus dem Thymus (53; 54; 55; 

56). Für die Auswanderung von Lymphozyten aus sekundären lymphatischen Organen 

wird der S1P-Gradient benötigt, den die Lymphozyten mit Hilfe ihres S1P1 aufspüren 

können. Aufgrund der jeweiligen lokalen S1P-Konzentrationen wird im Blut S1P1 auf 

den Lymphozyten herunter-, in lymphatischem Gewebe wieder herauf- und schließlich 

in der Lymphe wieder herunter reguliert. Diese Liganden-induzierte zyklische 

Modulation von S1P1 auf den Lymphozyten wird für deren Rezirkulation benötigt (56). 

S1P1 auf Lymphozyten im Blut wird durch Phosphorylierung durch die G-Protein 

gekoppelte Rezeptorkinase 2 (GKR2) desensibilisiert, was ihnen ermöglicht, S1P-

vermittelten Signalen vorübergehend zu entkommen, um in lymphatisches Gewebe 

einwandern zu können (57). Die Einwanderung der Lymphozyten in Lymphknoten 

erfolgt durch Hochendotheliale Venolen (HEV). Die rollenden Lymphozyten werden 

durch Interaktion des Lymphozytenhomingrezeptors L-Selectin (CD62L) mit Muzin-

ähnlichen Glykoproteinen der Endothelzellen an das Endothel gebunden. Diese 

Verbindung wird nun gefestigt: CCR7-CCL21-vermittelte Signale sowie die 

Schubspannung des Blutstromes induzieren eine Konfirmationsänderung des 

Lymphozytenintegrins lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA1, L2-

Integrin), wodurch dieses mit dem intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) oder 

ICAM-2 auf Endothelzellen interagieren kann. Die Lymphozyten bewegen sich 

anschließend entlang des Endothels der HEV, um an bestimmten Austrittspforten, 

sogenannten exit ramps, zu transmigrieren (58). Gelangen die Lymphozyten in nicht-

entzündliche Lymphknoten, wird der S1P1 aufgrund der dort vorhandenen niedrigeren 

S1P-Konzentrationen wieder hoch reguliert, wodurch die Lymphozyten wieder in der 

Lage sind, entlang des S1P-Gradienten auszuwandern (49)  (Abbildung 3A). Gelangen 

die Lymphozyten allerdings in entzündliche Lymphknoten, induziert das dortige 

Zytokinmilieu eine verstärkte Expression des Oberflächenmoleküls CD69, was dazu 

führt, dass S1P1 internalisiert und degradiert wird (59). Nach T-Zell-Rezeptor-

vermittelter Aktivierung kommt es zu einer weiteren Herabregulierung der S1P1-

Expression, was das Auswandern der Zellen verhindert und ihnen ermöglicht, zu 
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proliferieren und sich effektiv in T-Effektorzellen zu differenzieren. Nach 3-4 

Zellteilungen regulieren die T-Effektorzellen S1P1 wieder hoch und sind somit in der 

Lage, den Lymphknoten wieder zu verlassen (49) (Abbildung 3B). Diese 

Auswanderung aus dem Lymphknotenparenchym erfolgt S1P1-abhängig, sobald die 

CCR7-vermittelten Retentionssignale durch S1P1-vermittelte Signale aufgehoben 

werden können (60). Lymphozyten migrieren in kortikale Sinusoide und werden durch 

medulläre Sinusoide und efferente Lymphgefäße anschließend mit der Lymphe 

abtransportiert (61).  

 

 

    

Abbildung 3: Lymphozytenzirkulation modifiziert nach Spiegel et al. 2011 (49) (A) unter 

physiologischen Bedingungen und (B) im entzündlichem Milieu. Eine ausführliche Beschreibung der 

jeweiligen Abbildungen erfolgt im Text. 

 

Neben dem Einfluss auf das Wanderungsverhalten von T-Lymphozyten besitzt S1P 

wichtige Funktionen bei der Regulation der T-Zell-Proliferation, der Differenzierung zu 

T-Effektorzellen sowie der Produktion von Zytokinen. S1P hemmt die T-Zell-
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Proliferation über S1P1 in vitro (62). Darüber hinaus ist S1P über S1P1 an der 

Polarisierung zu Th17-Zellen beteiligt. In vitro stimulierte S1P1-defiziente T-Zellen 

unterdrücken die Differenzierung zu Th17-Zellen. In vivo kommt es durch eine 

beeinträchtigte Phosphorylierung von S1P1 zu einer verstärkten Th17-

Zelldifferenzierung (63). S1P4-knockout Mäuse hingegen zeigen eine verminderte 

Differenzierung zu Th17-Zellen in vivo (64). S1P besitzt einen hemmenden Einfluss auf 

die Differenzierung von Treg-Zellen in vivo, was über S1P1 vermittelt wird (65). Über 

die Rolle der S1P-vermittelten Zytokinproduktion durch T-Zellen gibt es in der 

Literatur zahlreiche, teils widersprüchliche Angaben, abhängig von 

Versuchsanordnungen, Protokollen und Mausstämmen: 2003 konnte gezeigt werden, 

dass S1P über S1P1 eine Hemmung der Produktion von IFN- und IL-4 durch murine 

CD4
+
 T-Zellen aus der Milz vermittelte (62). 2007 konnte hingegen eine Erhöhung der 

IL-4 Produktion über S1P1 durch murine CD4
+
 Zellen aus der Milz von transgenen 

S1P1-Mäusen (S1P1-Tg-Mäusen), welche eine konstitutive Expression des S1P1 auf 

Lymphozyten aufweisen, im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen beobachtet werden (66). 

S1P4 vermittelt eine Hemmung der Produktion von IFN-, IL-4 und IL-2 sowie eine 

Förderung der Produktion von IL-10 (67). Liu et al. konnten 2010 anhand drei 

verschiedener in vivo Experimente zeigen, dass S1P die Th1-Zell-Antwort und die 

Produktion von IFN- in vivo über S1P1 förderte (65).  

1.2.5 S1P und Makrophagen 

Die in der sterilen Peritonealhöhle einer unbehandelten Maus vorzufindenden 

Makrophagen (PerC MØ) setzen sich aus zwei Subpopulationen zusammen (68), die 

sich unter anderem auf Grund ihrer Größe unterscheiden und demnach als kleine 

Makrophagenpopulation (small macrophage population, SMP) und große 

Makrophagenpopulation (large macrophage population, LMP) bezeichnet werden. Des 

Weiteren unterscheiden sich die beiden Makrophagenpopulationen hinsichtlich ihres 

Phänotypes. Sowohl SMP als auch LMP exprimieren beide das makrophagentypische 

Oberflächenmolekül F4/80 sowie MHC-II, allerdings in unterschiedlichem Ausmaß. 

Die SMP weisen eine schwache Expression von F4/80 und eine starke Expression von  

MHC-II auf und werden dementsprechend in der Literatur auch als F4/80
low

MHCII
high

-

Makrophagen bezeichnet, die LMP hingegen weisen eine starke Expression von F4/80 

und eine schwache Expression von MHC-II auf und werden entsprechend als 

F4/80
high

MHCII
low

-Makrophagen bezeichnet (69; 68). Hinsichtlich ihrer Funktion sind 
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beide Makrophagensubpopulationen zur Phagozytose von Bakterien in vivo fähig. Die 

Antigenpräsentation durch Makrophagen in vitro wird den SMP zugeschrieben, die 

Phagozytose apoptotischer Zellen in vivo den LPM. Sowohl die SMP als auch die LMP 

besitzen die Fähigkeit, Stickstoffmonooxid zu produzieren, die SMP allerdings nur in 

vivo, die LMP hingegen in vivo und in vitro (69; 68). Versuche, SMP und LMP anhand 

ihrer Stickstoffmonooxidproduktion in das gängige M1/M2-Makrophagenmodell 

einzuordnen, sind kritisch zu betrachten (68; 70).  

Murine Makrophagen besitzen ein breites S1P-Rezeptorprofil, welches sich abhängig 

von dem Ursprungsort der jeweiligen Makrophage unterscheidet (47): aus dem 

Knochenmark stammende Makrophagen exprimieren beispielsweise S1P1 und S1P2 

(71), alveolare Makrophagen exprimieren S1P1,2,4 (72) und durch Thioglycolat 

hervorgerufene peritoneale Makrophagen exprimieren S1P1-4, wobei S1P1 und S1P2 

hierbei eine deutliche Dominanz aufweisen (73).  

Die Rekrutierung peritonealer Makrophagen in die entzündete Peritonealhöhle erfolgt 

entlang eines S1P-Gradienten. In einem murinen Thioglycolat-induzierten 

Peritonitismodell konnte bei FTY720-behandelten Mäusen eine Reduktion an 

peritonealen Makrophagen um bis zu 80 % festgestellt werden (74). Für das 

Wanderungsverhalten entlang dieses Gradienten ist S1P3 verantwortlich, was die 

Tatsache wiederspiegelt, dass peritoneale Makrophagen von S1P3-defizienten Mäusen 

in vitro nicht entlang eines S1P-Gradienten wanderten und in vivo nach Thioglycolat-

induzierter Peritonitis im Gegensatz zur Kontrollgruppe in ihrer Anzahl deutlich 

vermindert waren (74). Für die Auswanderung aus der entzündeten Peritonealhöhle ist 

hingegen S1P1 verantwortlich, was in einem Zymosan-induzierten Peritonitismodell 

durch eine erhöhte Anzahl von S1P1-defizienten Makrophagen in der Peritonealhöhle 

nachgewiesen werden konnte (75). In diesem Modell konnte ebenfalls gezeigt werden, 

dass apoptotische neutrophile Granulozyten die Expression von S1P1 auf peritonealen 

Makrophagen induzierten und dadurch letztendlich deren Auswanderung initiierten 

(75).  

Im Gegensatz dazu besitzt S1P2 einen hemmenden Einfluss auf die Migration 

peritonealer Makrophagen (73). Nach Thioglycolat-induzierter Peritonitis wiesen S1P2-

defiziente Mäuse eine erhöhte Anzahl peritonealer Makrophagen im Vergleich zu 

Wildtyp-Mäusen auf. Neben dem hemmenden Effekt von S1P2 in Bezug auf die 

Rekrutierung peritonealer Makrophagen konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass 
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S1P2 bei der Auswanderung peritonealer Makrophagen in drainierende Lymphknoten 

deren Geschwindigkeit verminderte (73).  

1.2.6 S1P und weitere Immunzellen 

Neben T-Lymphozyten und Makrophagen exprimieren auch weitere Zellen des 

angeborenen und adaptiven Immunsystems spezifische S1P-Rezeptorprofile. Die 

konkrete S1P-Wirkung auf diese Zellen resultiert aus diesem spezifischen 

Rezeptorprofil. Aus Tabelle 5 kann ein Überblick über verschiedene Immunzellen, ihr 

S1P-Rezeptorprofil sowie darüber vermittelte wichtige Funktionen entnommen werden. 

 

Immunzellen  Rezeptor- Wichtige S1P-Wirkungen 

 profil (76)  

Dendritische 

Zellen    

S1PR1,3,4 

 

 Migration über S1P1  (76)   

 Endozytose über S1P3  (76)   

Neutrophile 

Granulozyten 

S1PR1,3,4  Migration über S1P3 und S1P4 (76) 

 Gewebeinfiltration über S1P1 (76) 

Eosinophile 

Granulozyten              

S1PR1,2,3,4,5  Migration über S1P1 (76) 

 Chemotaxis über S1P3 in vitro (76) 

Mastzellen               

 

S1PR1,2,3,4,5  Migration über S1P1 (76) 

 Mastzelldegranulation über S1P2  (76) 

Makrophagen            

 

S1PR1,2,3,4 

 

 Migration über S1P1 und S1P3 in vitro und in vivo 

(77) 

 Hemmung der Migration peritonealer 

Makrophagen über S1P2 in vitro (73) 

 Förderung der Differenzierung von Monozyten zu 

antiinflammatorischen M2-Makrophagen und 

Unterdrückung zu proinflammatorischen M1-

Makrophagen über S1P1 in vitro (71) 

Natürliche  

Killerzellen  

S1PR1,5  Migration über S1P5 > S1P1 in vivo (76) 

T-Zellen          

                

S1PR1,4 

 

 

 

 Auswanderung von T-Zellen aus lymphatischem 

Gewebe über S1P1  in vivo (54) 

 Auswanderung reifer T-Zellen aus dem Thymus in 

vivo (54; 55) 

 Hemmung der T-Zellproliferation über S1P1 in 

vitro (62) 

 Förderung der Differenzierung zu Th17-Zellen über 

S1P1 in vitro (63) 

 Unterdrückung der Differenzierung zu Th17-Zellen 

über S1P1 in vivo (63)  

 Hemmung der Differenzierung zu Th17-Zellen 

über S1P4 in vivo (64) 
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Tabelle 5: Verschiedene Immunzellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems, ihr S1P-

Rezeptorprofil sowie darüber vermittelte wichtige Funktionen.  

 

1.3 FTY720 (Fingolimod)  

1.3.1 Entdeckung des FTY720 

Auf der Suche nach neuartigen Immunsuppressiva mit günstigeren 

Nebenwirkungsprofilen entdeckten Fujita et al. 1994 in dem Kulturmedium des Pilzes 

Isaria sinclarii eine starke immunsuppressive Aktivität und isolierten daraufhin den 

aktiven Metabolit ISP-1 (78). ISP-1 weist dieselbe Struktur auf wie das bereits 1972 aus 

dem Pilzen Myriococcum albomyces isolierte Antibiotikum Myriocin (79). Die Begriffe 

ISP-1 und Myriocin werden in der Literatur synonym verwendet. Durch weitere 

Modifizierungen der Molekülstruktur von ISP-1 entstand letztendlich das Molekül 2-

Amino-2-[2-(4-octylphenyl)ethyl]-1,3-Propanediol Hydrochlorid, dem der Name 

FTY720 gegeben wurde (80).  FTY720 wird in der Literatur mit dem Begriff 

Fingolimod synonym verwendet.  

1.3.2 Struktur 

FTY720 ist ein Analogon des Sphingosins und besteht aus einer polaren 

Aminodiolkopfgruppe, die über einen 1,4-disubstituierten Phenylring mit einem 

lipophilen Fettsäurerest verbunden ist (81) (Abbildung 4). Die Aminodiolkopfgruppe 

wird durch die Sphingosinkinase 2 in vivo zu FTY720-Phosphat (FTY720-P) 

phosphoryliert (82). Das S-Enantiomer des phosphorylierten FTY720 (S-FTY720-P) ist 

 Hemmung der Differenzierung zu Treg-Zellen über 

S1P1 in vivo (65) 

 Hemmung der Produktion von  IFN- und IL-4 

durch murine CD4
+
 Zellen aus der Milz über S1P1 

(62) 

 Erhöhung der IL-4 Produktion durch murine CD4
+
 

Zellen aus der Milz von  transgenen S1P1-Mäusen 

(S1P1-Tg-Mäusen) im Vergleich zu Wildtyp-

Mäusen über den S1P1 (66)  

 Hemmung der Produktion von IFN-, IL-4 und IL-

2 sowie Förderung der Produktion von IL-10 über 

S1P4 (67) 

 Förderung der Th1-Zellantwort und der Produktion 

von  IFN- über S1P1 in vivo (65) 

B-Zellen     S1PR1,2,3,4  Auswanderung von B-Zellen aus lymphatischem 

Gewebe über S1P1 in vivo (54) 
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die aktive Form des Moleküls und Agonist an den Sphingosinrezeptoren S1P1, S1P3, 

S1P4 und S1P5 (53; 83; 84). Der lipophile Fettsäurerest interagiert mit hydrophoben 

Anteilen der Bindungstasche der S1P-Rezeptoren (85), wodurch diese letztendlich 

aktiviert werden. 

 

 

Abbildung 4:  (S)-Fingolimod-P (FTY720) modifiziert nach Kiuchi et al. 2005 (84). 

 

1.3.3 Wirkmechanismus der FTY720-vermittelten Immunsuppression durch 

Interferenz mit der T-Zellmigration 

Im Gegensatz zu anderen Immunsuppresiva beruht die immunmodulatorische Wirkung 

von FTY720 auf einem vollkommen neuen Wirkmechanismus. 

Chiba et al. beobachteten nach der Gabe von FTY720 in Dosen von 0,1-1 mg/kg KG 

einen Abfall der Lymphozytenzahl im Blut und in der Lymphflüssigkeit bei einem 

gleichzeitigen Anstieg in mesenterialen Lymphknoten, peripheren Lymphknoten und 

Peyer-Plaques (86). Diese FTY720-induzierte Sequestration der Lymphozyten in 

sekundär lymphatischen Organen und dem Thymus wurde 1998 erstmals für die 

immunmodulatorische Aktivität von FTY720 verantwortlich gemacht (86). Bis zum 

heutigen Zeitpunkt hat sich das Wissen über den immunsuppressiven Wirkmechanismus 

von FTY720 konkretisiert. FTY720 ist ein struktureller Agonist an S1P1,3,4,5. Seine 

immunmodulatorische Funktion übt FTY720 allerdings als funktioneller Antagonist am 

S1P1 aus: nach in vivo Phosphorylierung von FTY720 zu FTY720-P durch die 

Sphingosinkinase 2 bindet FTY720-P an S1P1 auf Thymozyten und Lymphozyten und 

sorgt für dessen Internalisierung und Degradation (53; 83). Dadurch sind die Zellen 

nicht mehr in der Lage, einen S1P-Gradienten aufzuspüren und werden somit in primär 

und sekundär lymphatischen Organen festgehalten (Abbildung 5).  
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Abbildung 5: Wirkmechanismus der FTY720-vermittelten Immunsuppression am Beispiel eines 

Lymphknotens modifiziert nach Lo et al. 2005 (56) und Chiba et al. 2011 (87). Eine ausführliche 

Beschreibung der Abbildung erfolgt im Text. 

 

Neueste Erkenntnisse weisen darauf hin, dass die FTY720-induzierte Sequestration von 

Lymphozyten, zusätzlich zu der Internalisierung des S1P1, ebenfalls auf einer 

verstärkten Hemmung der Migration von T-Lymphozyten aus dem 

Lymphknotenparenchym in lymphatische Sinusoide zurückzuführen ist (88).  

Demnach übt FTY720 im Vergleich zu anderen Immunsuppressiva, wie beispielsweise 

Cyclosporin A und Tacrolimus, seine immunsuppressive Wirkung aus, ohne die 

Proliferation sowie die Aktivierung von T-Lymphozyten zu beeinflussen (89). 

1.3.4 FTY720 in Tiermodellen 

FTY720 fand bislang in diversen experimentellen Tiermodellen erfolgreiche 

Anwendung. So konnte nachgewiesen werden, dass FTY720 die Abstoßungszeit von 

allogenen Transplantaten von Herz, Niere, Leber, Haut, Dünndarm und Pankreas in 

Mäusen, Ratten, Hunden und nicht-menschlichen Primaten verlängerte sowie das 

Auftreten eines Ischämie-Reperfusionssyndrom und einer Graft-versus-Host-Reaktion 

nach Transplantationen reduzierte (90). In einem Tiermodell für Multiple Sklerose 

verhinderte FTY720 die Entwicklung einer experimentellen Autoimmunenzephalitis 

(83). In einem weiteren Tiermodell für Asthma konnte FTY720 die Entzündung der 

Atemwege erfolgreich unterdrücken. Hierbei wurde gezeigt, dass FTY720 die 

Migration und Aktivierung von dendritischen Zellen in mediastinale Lymphknoten 

verhinderte und die Infiltration von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten in 

Entzündungsherde inhibierte (91; 92). Ebenso konnte an LDL-defizienten Mäusen, 

einem experimentellen Modell für Arteriosklerose, gezeigt werden, dass peritoneale 

Makrophagen nach Behandlung mit FTY720 einen antiinflammatorischen Phänotyp 
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annahmen, wodurch letztendlich die FTY720-behandelteten Mäuse vor Arteriosklerose 

geschützt waren (93). Auch konnte gezeigt werden, dass FTY720 die 

immunmodulatorische Aktivität regulatorischer T-Zellen beeinflusste sowie für eine 

Stabilisierung der Endothelzellbarriere sorgte (94; 82). Des Weiteren konnte durch 

FTY720 die Entwicklung einer Kolitis in zwei unterschiedlichen experimentellen 

Kolitismodellen verhindert werden (95). Rezente Daten zeigten nach FTY720-Gabe 

eine Verbesserung der Sepsis-induzierten kardialen Dysfunktion im CLP-Modell (96). 

Die Verwendung von FTY720 im murinen CASP-Modell wurde in der Literatur bislang 

noch nicht beschrieben. 

1.3.5 FTY720 in klinischen Studien 

Aufgrund erfolgreicher tierexperimenteller Anwendung von FTY720 erhoffte man sich 

einen Nutzen des Medikamentes in Bezug auf die Abstoßungszeit von 

Organtransplantaten. Nach einer vielversprechenden Phase-I-Studie sowie zwei Phase-

II-Studien zur Dosisfindung konnte in einer Phase-III-Studie beobachtet werden, dass 

Patienten, die 5 mg FTY720 in Kombination mit einer reduzierten Dosis Cyclosporin 

bekamen, öfter eine akute Transplantatabstoßung entwickelten als Patienten, die die 

Standardtherapie mit Mycophenolat Mofetil und einer ganzen Dosis Cyclosporin 

erhielten. Weitere klinische Studien mit FTY720 in Bezug auf Transplantatabstoßung 

wurden folglich erst einmal eingestellt (90).  

Weitaus vielversprechender erwiesen sich klinische Studien zur Behandlung der 

Multiplen Sklerose. So konnte der Nutzen von FTY720 bei Patienten mit schubförmiger 

Multiplen Sklerose sowohl 2006 durch eine doppelt-blinde, Placebo-kontrollierte Phase 

II Studie über 6 Monate (97) als auch 2010 durch eine doppelt-blinde, Placebo-

kontrollierte Phase III Studie über 24 Monate nachgewiesen werden (98). Des Weiteren 

wurde in einer doppelt-blinden Phase III Studie über 12 Monate gezeigt, dass FTY720 

der bereits etablierten Therapie der schubförmigen Multiplen Sklerose mit Interferon-

ß1a überlegen ist (99). Ein Nutzen von FTY720 bei Patienten mit primär progredienter 

Multiplen Sklerose konnte hingegen in einer doppelt-blinden, Placebo-kontrollierten 

Phase III Studie nicht festgestellt werden (100). Zu den häufig beobachteten 

unerwünschten Ereignissen zählten die Lymphopenie von 20-30 % des 

Ausgangswertes, ebenso wie Bradykardie und Hypotension innerhalb zwei Stunden 

nach der ersten Gabe von FTY720. Außerdem wurden erhöhte Blutdruckwerte nach 

einem Zeitraum von zwei Monaten, Infekte des unteren und oberen Respirationstraktes, 
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Herpesvirusinfektionen, Hautneoplasien, Makulaödeme sowie eine Erhöhung der 

Alanin-Aminotransferase beschrieben (97; 98; 99). Nach gründlicher Abwägung des 

Nutzen-Risiko-Verhältnis ist FTY720 seit September 2010 von der United States Food 

and Drug Administration als Erstlinientherapie zur Behandlung der schubförmigen 

Multiplen Sklerose unter dem Namen Gilenya
TM

 zugelassen (87; 101), seit März 2011 

ist es ebenso in der Europäischen Union zur Behandlung der hochaktiven 

schubförmigen Multiplen Sklerose zugelassen (101). 

 

1.4 Fragestellung der Arbeit 

Aufgrund der Zulassung von Fingolimod (FTY720) zur Behandlung der schubförmigen 

Multiplen Sklerose (87; 101), werden Chirurgen in Zukunft immer häufiger mit 

Patienten konfrontiert sein, die einer Behandlung mit Fingolimod ausgesetzt sind. 

Bislang ist allerdings unklar, ob durch die Fingolimod-induzierte immunsuppressive 

Ausgangslage der Patienten das postoperative Risiko für septische Komplikationen 

erhöht ist.  

Im murinen CASP-Modell einer polymikrobiellen Sepsis sollte nun getestet werden, ob 

eine Fingolimodtherapie die Ausprägung und die Sterblichkeit einer abdominellen 

Sepsis beeinflusste. 

Weiterhin sollten die FTY720-induzierten Veränderungen der T-Zell-Kinetik und 

Funktion untersucht werden. Voraussetzung für diese Untersuchung war die detaillierte 

Kenntnis der normalen Kinetik der Zellpopulationen des angeborenen und erworbenen 

Immunsystems in verschiedenen Körperkompartimenten im Laufe der polymikrobiellen 

Sepsis. Das in dieser Arbeit verwendete Modell der Colon-Ascendens-Stent-Peritonitis 

(CASP) (102) wurde diesbezüglich noch nicht detailliert beschrieben. Daher wurde 

zunächst eine eingehende Charakterisierung der Leukozytenpopulationen in der 

Peritonealflüssigkeit, dem Blut, in mesenterialen Lymphknoten und in der Milz zu 

verschiedenen Zeitpunkten der CASP vorgenommen sowie die Kinetik der 

Spiegelveränderungen für die in der Sepsis wichtigen pro- und antiinflammatorischen 

Zytokine in der Peritonealflüssigkeit und im Plasma untersucht. 

Darauf aufbauend erfolgte in einem nächsten Schritt die Charakterisierung der FTY720-

induzierten quantitativen Veränderungen der Zellpopulationen und der Zytokinspiegel 

im CASP-Modell. 
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2 MATERIAL 

2.1 Laborgeräte 

Analysewaage Sartorius AG, Göttingen                           

Autoklav 2540                                          Tuttnauer Systec, Wettenberg                  

Bechergläser (100 ml, 200 ml, 500 ml)     Rasotherm, Jena                    

CO2-Inkubator  Binder GmbH, Tuttlingen 

Digitalwaage                                             Sartorius AG, Göttingen 

Durchflusszytometer FACS Canto II Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

Eismaschine Ice Line KF85  Migel, Mailand, Italien  

Kühlschrank  Liebherr, Biberach an der Riss 

Mehrkanalpipetten Eppendorf, Hamburg 

Nadelhalter, Mikronadelhalter Aesculap, Tuttlingen 

Pinzette, anatomisch Aesculap, Tuttlingen 

Pinzette, chirurgisch Aesculap, Tuttlingen 

Pipetten Eppendorf, Hamburg 

Precellys


24-Gewebehomogenisator Peqlab, Erlangen 

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

Schere, Mikroschere Aesculap, Tuttlingen 

Sterilwerkbank Herasafe Heraeus Instruments, Hanau 

Stickstoffbehälter KGW Isotherm, Karlsruhe 

Tiefkühlschrank -80°C Heraeus Instruments, Hanau 

VetScan HM5
TM

 scil animal care company GmbH, 

Viernheim 

Wärmeunterlage Thermolux


 von Witte & Sutor GmbH, Murrhardt 

Wasserbad  Medingen, Dresden 

Zentrifuge (Megafuge 1.0R) Heraeus Instruments, Hanau 

Zentrifuge (Centrifuge 5415R) Eppendorf, Hamburg 

Tabelle 6: Alphabetische Auflistung verwendeter Laborgeräte. 

 

2.2 Verbrauchsmaterialien 

Einmalkanülen BD Microlance
TM

 20G BD, Heidelberg 

Einmalspritze Injekt (1 ml, 2 ml, 3 ml,  

5 ml, 10 ml, 20 ml)  

Braun, Melsungen 
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Einmalspritze BD Plastipak
TM 

1ml Sub-Q  BD, Heidelberg 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)-

Röhrchen 2 ml (1,8 mg/ml K2EDTA) 

BD, Heidelberg  

 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)-

Röhrchen 1,3 ml (1,6 mg/ml K2EDTA) 

Sarstedt, Nümbrecht 

FACS-Röhrchen BD, Heidelberg 

Falconröhrchen (50 ml) BD, Heidelberg 

Falconröhrchen (15 ml) Sarstedt, Nümbrecht 

Hämatokritkapillaren Brand, Wertheim 

Handschuhe Kimberly Clark, Koblenz 

Handschuhe, steril Ansell, München 

Leukoplast BSN Medical GmbH, Hamburg 

Mariderm schwarz 7/0 USP Catgut GmbH, Markneukirchen 

Petrischale 35x10mm BD, Heidelberg 

Pipettenspitzen, autoklaviert  Eppendorf, Hamburg 

Polyester weiß 4/0 USP Catgut GmbH, Markneukirchen 

Precellys


 micro packaging vials 2ml Peqlab, Erlangen 

Precellys


 ceramic beads Peqlab, Erlangen 

Reaktionsgefäße (0.5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml) Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäße, autoklaviert (0,5 ml,  

1,5 ml, 2,0 ml) 

Eppendorf, Hamburg 

Trucount
TM

 beads BD, Heidelberg 

Venenverweilkanülen BD Venflon
TM

16G BD, Heidelberg 

Wattestäbchen steril Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH, 

Hamburg 

Zellkulturplatte (96-Loch, Rundboden) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturplatte (6-Loch, Flachboden) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturplatte (12-Loch, Flachboden) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturplatte (24-Loch, Flachboden) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellsieb, Nylon (40 µm)  BD, Heidelberg 

Tabelle 7: Alphabetische Auflistung verwendeter Verbrauchsmaterialien. 
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2.3 Chemikalien und Reagenzien 

2-Amino-2-[2-(4-octylphenyl)ethyl]-1,3-

propandiolhydrochlorid (FTY720) 

Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 

3-[(3-Cholamidopropyl)-

dimethylammonio]-1-propansulfonat 

(CHAPS) 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid 

(PEFA-Bloc) 

Roche Diagnostics, Mannheim 

Ammoniumchlorid (NH4Cl) Merck, Darmstadt 

BD FACS
TM 

Clean (Reinigungslösung) Becton Dickinson, Heidelberg 

BD FACS
TM

 Flow (Trägerlösung) Becton Dickinson, Heidelberg 

Ceftriaxon-saar MIP Pharma GmbH, Blieskastel 

Complete
TM

 Proteaseinhibitor-Cocktail Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

D-Glucose Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Ethanol unvergällt Carl Roth, Karlsruhe 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Merck, Darmstadt 

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

Gentamycin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Hände- und Hautdesinfektionsmittel  

AHD 2000


 

Lysoform Dr. Rosemann GmbH, Berlin 

Instrumentendesinfektion Korsolex


 Bode Chemie GmbH & Co. KG, 

Hamburg 

Isotonische Natriumchlorid-Lösung  Braun, Melsungen 

Kaliumbicarbonat (KHCO3) Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Ketanest


 S Injektionslösung Pfizer Pharma, Berlin 

Lipopolysaccharid (LPS), Salmonella 

abortus equi 

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Metronidazol Braun, Melsungen 

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

Natriumpyruvat Biochrom AG, Berlin  

PBS Dulbecco ohne Ca
2+

, Mg
2+

 Biochrom AG, Berlin 

PBS, steril Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Penicillin/Streptomycin GIBCO
TM

 Invitrogen, Carlsbad, USA 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat 

(Tween


 20) 

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 
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Rompun


 2% Injektionslösung Bayer Healthcare, Leverkusen 

RPMI-Medium 1640 (ohne Glutamin) PAA Laboratories, Pasching, Österreich 

Tabelle 8: Alphabetische Auflistung verwendeter Chemikalien und Reagenzien. 

 

 

2.4 Kits 

BD
TM

 Cytometric Bead Array  

Mouse Inflammation Kit 

BD Biosciences, Heidelberg 

Mouse Th1/Th2/Th17/Th22 13plex 

FlowCytomix
TM

 Multiplex Kit 

eBioscience, Frankfurt 

Tabelle 9: Alphabetische Auflistung verwendeter Kits. 

  

 

2.5 Puffer, Lösungen und Kulturmedien 

Erythrozyten - Lysepuffer 155 mM NH4Cl 

10 mM KHCO3 

0,1 mM EDTA 

ad 1,0 l A. bidest. 

FACS-Waschpuffer 5%  600 ml PBS 

30 ml FCS 

Narkose 0,5 ml Rompun


 2% 20 mg/ml 

4,0 ml Ketanest


 S 25 mg/ml 

5,5 ml NaCl 0,9% 

Organ - Lysepuffer 1 mM EDTA 

0,25% w/v CHAPS 

0,5% v/v Tween 20 

1 mM PEFA-Bloc 

1 mM PMSF 

1 Tbl. Complete
 

ad PBS 

Kulturmedium zur in vitro Stimulation 

muriner Lymphozyten 

500 ml RPMI 1640 (ohne Glutamin) 

10 ml 4mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-

Glutamin 

5 ml 2mM Natriumpyruvat 

5 ml Penicillin/Streptomycin 2% 

5 ml Gentamycin 10 mg/ml 

2 ml D-Glucose 180 mg/ml 

10% FCS 

Tabelle 10: Alphabetische Auflistung verwendeter Puffer, Lösungen und Kulturmedien. 
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2.6 Antikörper 

Antigen Konjungat Isotyp Klon Hersteller 

Maus CD3e PerCP Cy5.5 Armenian  

Hamster IgG 

145-2C11 eBioscience 

Maus CD4 FITC Rat IgG2a,  RM4-5 BioLegend 

Maus CD8a PE-Cy7 Rat IgG2a,  53-6.7 BioLegend 

Maus CD11b Horizon V450 Rat IgG2b,  M1/70 BD Biosciences 

Maus CD11b PerCP Cy5.5 Rat IgG2b,  M1/70 BD Biosciences 

Maus CD16/32 unmarkiert  RatIgG2a,  93 BioLegend 

Maus CD19 PE Rat IgG2a,  1D3 BD Biosciences 

Maus CD45 APC-Cy7 Rat IgG2b,  30-F11 BioLegend 

Maus F4/80 PE-Cy7 Rat IgG2a,  BM8 eBioscience 

Maus Ly-6G APC Rat IgG2a 1A8 Miltenyi Biotec 

Maus Ly-6G Pacific blue Rat IgG2a,  1A8 BioLegend 

Maus Ly-6G und 

Ly-6C (Gr1) 

FITC Rat IgG2b,  RB6-8C5 BioLegend 

Maus MHCII APC Rat IgG2b M5/114.15.2 Miltenyi Biotec 

Maus SiglecF PE Rat IgG2a,  E50-2440 BD Biosciences 

Tabelle 11: Alphabetische Auflistung verwendeter Antikörper. 

 

2.7 Software-Programme und Online-Datenbanken 

FlowJo 7.6   

GraphPad Prism 6  

NCBI PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed 

Tabelle 12: Alphabetische Auflistung verwendeter Software-Programme. 
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3 METHODEN 

3.1 Tierexperimentelle Methoden 

3.1.1 Genehmigung der Tierversuche 

Entsprechend dem deutschen Tierschutzgesetz wurden alle durchgeführten 

tierexperimentellen Arbeiten durch das Landesamt für Landwirtschaft, 

Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern unter dem 

Aktenzeichen LALLF M-V/TSD 7221.3-1.1-057/11 genehmigt. 

3.1.2 Tiere und Tierhaltung 

Für alle durchgeführten Versuche wurden spezifisch Pathogen-freie (SPF) weibliche 

C57BL/6N Mäuse von Charles River, Sulzfeld, bezogen. Das Alter der Mäuse lag bei 8-

12 Wochen, ihr Gewicht betrug 18-20 g. Die Unterbringung der Tiere erfolgte im 

Tierstall der Universitätsmedizin Greifswald im Biotechnikum (Walter-Rathenau-Straße 

49a, 17489 Greifswald). Die Tiere wurden in Makrolonkäfigen (Ehret Labor- und 

Pharmatechnik GmbH & Co. KG, Emmendingen) auf Einstreu aus Naturholzfasern 

(Lignocel, JRS, Rosenberg) bei Pressfutter (M-Z Extrudient, ssniff Spezialdiäten 

GmbH, Soest) und Wasser ad libitum gehalten. Vor der Durchführung der Experimente 

wurde sichergestellt, dass die Tiere eine Woche unter gleichen Bedingungen zugebracht 

hatten. Alle Versuche wurden gemäß den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes 

durchgeführt.  

3.1.3 Anästhesie 

Für die Anästhesie wurde den Tieren von dem unter 2.5 aufgelisteten Narkosegemisch 

10 l/g Körpergewicht durch intraperitoneale Injektion verabreicht. Die Wirkung der 

Narkose hatte sich im Durchschnitt nach 4 Minuten vollständig entfaltet und wurde 

durch einen gesetzten Schmerzreiz am Schwanz der Tiere überprüft. Die Narkose hielt 

bis zu 60 Minuten nach Operationsende an, nach etwa 30 weiteren Minuten bewegten 

sich die Tiere wieder frei im Käfig. 

3.1.4 FTY720 

3.1.4.1 Herstellung der Lösung 

Die Herstellung erfolgte unter sterilen Bedingungen. FTY720 wurde als kristalliner 

Feststoff in einem 5 mg-Fläschchen geliefert. Zuerst wurde eine Stammlösung mit einer 
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Konzentration von 10 mg/ml (entsprechend 0,5 mg/50 l) hergestellt. Hierfür wurden 

die gesamten 5 mg FTY720 in 0,5 ml Ethanol aufgelöst. Aus der Stammlösung wurde 

anschließend durch Verdünnung mit sterilem PBS die Verum-Lösung hergestellt. 

Hierfür wurden 50 l der Stammlösung mit 4,95 ml sterilem PBS verdünnt. Die Verum-

Lösung enthielt demnach eine Konzentration von 0,5 mg/5 ml (entsprechend 0,1 mg/ml 

bzw. 10 g/100 l). 

Für die Placebo-Lösung wurden entsprechend 50 l Ethanol mit 4,95 ml sterilem PBS 

verdünnt. 

3.1.4.2 Verabreichung der Lösung 

Die später zu injizierende Verum-Lösung sollte eine FTY720-Konzentration von 0,5 

mg/kg Körpergewicht betragen. Diese Konzentration wurde durch Vorversuche 

ermittelt. Einer 20 g schweren Maus wurden demnach 100 l, einer 25 g schweren 

Maus entsprechend 125 l der Verum-Lösung injiziert. 

Den Tieren wurde das FTY720 in zwei Gaben zu jeweils 0,5 mg/kg Körpergewicht 

verabreicht. Die erste Gabe erfolgte 24 Stunden vor dem operativen Eingriff, die zweite 

Gabe direkt nach der Operation zusammen mit der Flüssigkeitssubstitution von 500 l 

sterilem PBS.   

Die Placebo- und  Scheinoperationsgruppe erhielten das entsprechende Volumen der 

Placebo-Lösung. 

3.1.5 Antibiotikum 

3.1.5.1 Herstellung der Lösung 

Ceftriaxon (2 g Pulver) wurde in einer Durchstechflasche, Metronidazol (5 mg/ml) als 

fertige Infusionslösung geliefert. Nach Auflösen des Ceftriaxon in 10 ml 

Natriumchlorid (2 g Ceftriaxon/10 ml), wurde diese Stammlösung in einem Verhältnis 

von 1:20 mit Natriumchlorid verdünnt, das heißt, 1 ml Stammlösung wurden zu 19 ml 

Natriumchlorid gegeben, wodurch eine Konzentration von 0,2 g Ceftriaxon/20 ml 

entstand. Anschließend wurde diese verdünnte Lösung im Verhältnis 1:1 mit der 

Metronidazollösung (5 mg/ml) verdünnt. Daraus ergab sich eine antibiotische Lösung 

bestehend aus 0,2 g Ceftriaxon und 100 mg Metronidazol bei einem Gesamtvolumen 

von 40 ml (0,2 g Ceftriaxon/40 ml und 100 mg Metronidazol/40 ml). 



 

42 

3.1.5.2 Verabreichung der Lösung 

Ceftriaxon sollte in einer Konzentration von 25mg/kg KG, Metronidazol in  einer 

Konzentration von 12,5 mg/kg KG verabreicht werden. Eine 20 g schwere Maus 

benötigte somit 0,5 mg Ceftriaxon und entsprechend 0,25 mg Metronidazol, wonach 

100 l der unter 3.1.5.1 hergestellten Lösung injiziert wurden. Die Injektion der 

antibiotischen Lösung erfolgte eine Stunde nach dem operativen Eingriff und 

anschließend alle zwölf Stunden. 

3.1.6 CASP 

Vor Durchführung der Operation wurden die benötigten Venenverweilkatheter mit einer 

Schere etwa zwei und vier Millimeter nach Beginn der Plastikummantelung zirkulär 

eingekerbt. 

Die Tiere wurden wie unter 3.1.3 beschrieben narkotisiert und anschließend in 

Rückenlage auf einem beheizten Operationsfeld platziert. Die Vorder- und Hinterläufe 

wurden mit Pflaster fixiert. Nach Desinfektion der Abdominalhaut mit Ethanol und 

einer Einwirkzeit von etwa 30 Sekunden wurde eine Längsinzision der Haut von einem 

Zentimeter entlang der Mittellinie vorgenommen. Anschließend wurden die 

Abdominalmuskulatur und das Peritoneum entlang der Linea alba durchtrennt. Das 

Colon ascendens, das Zökum und das terminale Ileum wurden identifiziert und 

vorsichtig mit Hilfe von zwei mit sterilem PBS-angefeuchteten Wattestäbchen vor die 

Bauchdecke verlagert. Ungefähr ein Zentimeter aboral der Ileozökalklappe wurde in die 

antimesenterische Wand des Colon ascendens ein chirurgischer Knoten mit Mariderm 

der Fadenstärke 7/0 platziert. Aboralwärts dieses Knotens wurde das Colon ascendens 

nun mit dem vorbereiteten Venenverweilkatheter punktiert. Der Plastikstent des 

Venenverweilkatheters wurde vorsichtig bis zu der ersten Einkerbung zwei Millimeter 

nach Beginn der Plastikummantelung vorgeschoben und ein zweiter chirurgischer 

Knoten wurde direkt in diese Einkerbung platziert. Ein dritter Knoten Richtung aboral 

diente der weiteren Fixierung des Plastikstents. Anschließend wurde die Nadel 

vorsichtig zurückgezogen und der Stent an der zweiten Einkerbung etwa vier Millimeter 

nach Beginn der Plastikummantelung abgeschnitten. Durch Ausübung eines leichten 

Druckes auf den Darm mit Hilfe eines Wattestäbchens wurde der Stent mit Faeces 

gefüllt. Anschließend wurden die herausluxierten Darmteile wieder entsprechend ihrer 

anatomischen Lage in das Abdomen zurückverlagert. Eine Flüssigkeitssubstitution von 

500 l  mit sterilem PBS wurde durchgeführt, bevor das Peritoneum und die Haut durch 
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eine fortlaufende einfache Naht mit Polyester der Fadenstärke 5/0 wieder geschlossen 

wurden. 

Der Scheinoperationsgruppe wurde der Stent an der Serosa des Darms befestigt, ohne 

diesen zu perforieren. 

3.1.7 Tötung der Tiere  

Die Tiere wurden schmerzfrei unter Narkose durch zervikale Dislokation geopfert. 

3.1.8 Blutentnahme und Plasmagewinnung 

Die Tiere wurden wie unter 3.1.3 beschrieben narkotisiert. Mit einer zwei Zentimeter 

langen Hämatokritkapillare wurde der retroorbitale Plexus punktiert. Das Vollblut 

wurde in Röhrchen mit 1,8 mg K2EDTA/ml Vollblut aufgefangen. Die EDTA-

Röhrchen wurden nach der Blutentnahme mehrmals geschwenkt, um Mikrogerinnsel zu 

vermeiden. Das Vollblut wurde bei vier Grad Celsius für etwa 20 Minuten gelagert und 

anschließend weiterverarbeitet.  

Für die Plasmagewinnung wurde das Vollblut zuerst bei 500 g für 5 Minuten, dann bei 

1300 g für weitere 5 Minuten zentrifugiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 

bei -80 Grad Celsius bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. 

3.1.9 Peritonealhöhlenspülung und Gewinnung der Peritonealflüssigkeit 

Die getöteten Tiere wurden auf einer Styroporplatte in Rückenlage platziert und an den 

Vorder- und Hinterläufen mit Pflaster fixiert. Das Abdomen wurde mit Ethanol 

desinfiziert. Die Bauchhaut wurde entlang der Operationsnaht eröffnet und das 

Peritoneum freigelegt. Für die Peritonealhöhlenspülung wurden 3 ml steriles PBS in die 

Peritonealhöhle instilliert. Die Tiere wurden leicht geschwenkt, um die Verteilung des 

PBS zu gewährleisten. Anschließend wurden die 3 ml Peritonealflüssigkeit wieder 

vollständig aspiriert und in ein Falcon-Röhrchen der Größe 5 ml transferiert. Die 

Peritonealflüssigkeit wurde mit Hilfe eines Reagenzglasschüttlers homogen vermischt 

und anschließend aliquotiert. Für etwa 20 Minuten wurde 1 ml der Peritonealflüssigkeit 

bei vier Grad Celsius gelagert und anschließend weiterverarbeitet. Die restlichen 2 ml 

der Peritonealflüssigkeit wurden bei 500 g für 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand 

wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 Grad Celsius bis zur weiteren 

Verarbeitung aufbewahrt. 



 

44 

3.1.10 Organexplantation 

Die Peritoneal- und Pleurahöhle wurden eröffnet, die jeweiligen Organe freipräpariert 

und entnommen. Die Organe wurden bis zur weiteren Verarbeitung in sterilem PBS auf 

Eis gelagert. 

3.1.11 Gruppeneinteilung und Versuchsaufbau 

3.1.11.1 Experiment: Charakterisierung der Entwicklung der Zellpopulationen 

und Zytokinspiegel  im Verlauf der CASP 

Die Versuchstiere wurden in 6 Gruppen eingeteilt. Es wurde eine Versuchstierzahl von 

n = 3 bzw. 2 ausgewählt. Die Tiere der unbehandelten Gruppe erhielten keine CASP-

Operation. Die Gruppeneinteilung kann aus Tabelle 13 entnommen werden, der 

Versuchsaufbau ist in Abbildung 6 skizziert. 

 

Gruppe n = Organexplantation 

(h post CASP) 

unbehandelt 3  

CASP 3 6 

CASP 3 12 

CASP 3 18 

CASP 3 24 

CASP 2 36 

Tabelle 13: Gruppeneinteilung des Experimentes „Charakterisierung der Entwicklung der 

Zellpopulationen und Zytokinspiegel  im Verlauf der CASP“. 

 

 

 

 

Abbildung 6: Versuchsaufbau des Experimentes „Charakterisierung der Entwicklung der 

Zellpopulationen und Zytokinspiegel  im Verlauf der CASP“. 
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3.1.11.2 Experiment: Charakterisierung der Kinetik der FTY720-induzierten 

Veränderungen in der Maus 

Die Versuchstiere wurden in 3 Gruppen eingeteilt. Es wurde eine Versuchstierzahl von 

n = 3 ausgewählt. Die unbehandelte Gruppe erhielt weder die FTY720-Lösung noch die 

entsprechende Placebo-Lösung. Die Gruppeneinteilung kann aus Tabelle 14 entnommen 

werden, der Versuchsaufbau ist in Abbildung 7 skizziert. 

 

Gruppe n = 

unbehandelt 3 

Placebo 3 

FTY720 3 

Tabelle 14: Gruppeneinteilung des Experimentes „Charakterisierung der Kinetik der FTY720-

induzierten Veränderungen in der Maus“. 

 

 

Abbildung 7: Versuchsaufbau des Experimentes „Charakterisierung der Kinetik der FTY720-

induzierten Veränderungen in der Maus“. 

 

3.1.11.3 Experiment: Charakterisierung der Wirkung von FTY720 im CASP-

Modell 

3.1.11.3.1 Auswirkung von FTY720 auf Zellpopulationen und Zytokinspiegel  

Die Versuchstiere wurden in 2 Gruppen eingeteilt. Es wurde eine Versuchstierzahl von 

n = 16 ausgewählt. Die Gruppeneinteilung kann aus Tabelle 15 entnommen werden, der 

Versuchsaufbau ist in Abbildung 8 skizziert. 

 

Gruppe n =  

CASP + Placebo 16 

CASP + FTY720 16 

Tabelle 15: Gruppeneinteilung des Experimentes „Auswirkung von FTY720 auf Zellpopulationen 

und Zytokinspiegel“. 
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Abbildung 8: Versuchsaufbau des Experimentes „Auswirkung von FTY720 auf Zellpopulationen 

und Zytokinspiegel“. 

 

3.1.11.3.2 Auswirkung von FTY720 auf die Überlebenskinetik 

Die Versuchstiere wurden in 5 Gruppen eingeteilt. Es wurde eine Versuchstierzahl von 

n = 30 ausgewählt. Die Gruppeneinteilung kann aus Tabelle 16 entnommen werden, der 

Versuchsaufbau ist in Abbildung 9 skizziert. 

 

Gruppe n = 

Scheinoperation 30 

CASP + Placebo 30 

CASP + FTY720 30 

CASP + Placebo + AB 30 

CASP + FTY720 + AB 30 

Tabelle 16: Gruppeneinteilung der Überlebenskinetik. 

 

 

 

Abbildung 9: Versuchsaufbau der Überlebenskinetik. 
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3.2 Zellbiologische Methoden 

3.2.1 Gewinnung von Organüberständen 

Die  Organexplantation der Lunge sowie der Leber erfolgte wie in 3.1.10 beschrieben. 

Nach Dokumentation des jeweiligen Organgewichts wurden die Organe in Precellys


-

Röhrchen transferiert und auf Eis gelagert. Die entsprechende Menge eines Organ-

Lysepuffers wurde hinzu pipettiert (1 ml Lysepuffer pro 100 mg Organ) und die 

Precellys


-Röhrchen fest verschlossen. Mit Hilfe des Precellys


24-

Gewebehomogenisators wurden die Organe homogenisiert (2 x 20 Sekunden bei 6.500 

rpm) und anschließend bei 335 g für 20 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde 

aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 Grad Celsius bis zur 

weiteren Verarbeitung aufbewahrt. 

3.2.2 Herstellung muriner Einzelzellsuspensionen aus Mesenteriallymphknoten 

und Milz  

Die  Organexplantation der Mesenteriallymphknoten und der Milz erfolgte wie in 3.1.10 

beschrieben. Die Organe wurden jeweils mit Hilfe eines Spritzenstempels durch ein 

Zellsieb der Größe 40 µm gepresst. Das Zellsieb wurde mit FACS-Puffer (5 % 

FCS/PBS) gespült. Anschließend wurden die jeweiligen Zellsuspensionen bei 300 g für 

5 Minuten zentrifugiert und der Überstand wurde verworfen. Das Zellpellet der 

Mesenteriallymphknoten wurde in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert und bis zur 

Weiterverarbeitung auf Eis gelagert. Das Zellpellet der Milz wurde in 1 ml 

Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert, für 7 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert 

und anschließend bei 300 g für 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und das Zellpellet in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert. Die 

Zellzahlbestimmung erfolgte wie unter 3.2.4 beschrieben. 

3.2.3 In vitro Stimulation muriner Lymphozyten aus Mesenteriallymphknoten 

und Milz 

Die Zellen aus den Mesenteriallymphknoten und der Milz wurden wie in 3.2.2 

beschrieben gewonnen. Von den jeweiligen Zellsuspensionen wurde ein entsprechendes 

Volumen mit 5x10
5
 Zellen entnommen und zusammen mit jeweils 300 l des unter 2.5 

aufgelisteten Zellkulturmediums in eine Zellkulturplatte (96-Loch, Rundboden) 

pipettiert. Die Zellen wurden anschließend mit 1 g/ml LPS restimuliert und für 36 

Stunden bei 37 Grad Celsius und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurde die 
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Zellsuspension bei 355 g für 10 Minuten zentrifugiert, der Zellkulturüberstand 

aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 Grad Celsius bis zur 

weiteren Verarbeitung aufbewahrt. 

3.2.4 Zellzahlbestimmung 

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe von sphärischen Mikropartikeln (BD 

Trucount
TM

 beads)  und dem FACS Canto II. Es wurde eine Trucount-Lösung 

hergestellt, bestehend aus einem Pellet mit einer bekannten Anzahl 

fluoreszenzmarkierter Partikel, welche in 1 ml PBS aufgelöst wurden.  Anschließend 

wurden 100 l dieser Trucount-Lösung zusammen mit 10 l der zu bestimmenden 

Zellsuspension in ein FACS-Röhrchen transferiert. Durch die durchflusszytometrische 

Analyse konnten Ereignisse im Leukozyten-Gate und Ereignisse im Trucount Partikel-

Gate ermittelt werden. Nach Anwendung folgender Formel wurde die Absolutzellzahl 

ermittelt: 

 

Abbildung 10: Formel zur Zellzahlbestimmung. 

 

3.3 Immunologische Methoden/Durchflusszytometrische Analysen  

3.3.1 Zellquantifizierung und -qualifizierung 

Die Zellanalyse erfolgte im Vollblut, in der Peritonealflüssigkeit und in 

Zellsuspensionen von Mesenteriallymphknoten und Milz.  

3.3.1.1 Zellanalyse in Peritonealflüssigkeit und in Zellsuspensionen von 

Mesenteriallymphknoten und  Milz 

Die Gewinnung von Peritonealflüssigkeit wurde unter 3.1.9, die Gewinnung der 

Zellsuspensionen unter 3.2.2 im Detail beschrieben. Die jeweiligen Zellsuspensionen 

wurden auf eine Konzentration von 10x10
6
 Zellen pro 1 ml FACS-Puffer eingestellt. 

Von jeder Probe wurden 200 l entnommen und in ein FACS-Röhrchen transferiert. 

Anschließend wurden 2 l Fc-Block hinzu pipettiert, um unspezifische Bindungen an 

Fc-Rezeptoren zu verhindern. Nach gründlichem Mischen und einer Inkubationszeit 

von 5 Minuten wurde in jedes FACS-Röhrchen die entsprechende Menge einer 
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Antikörpermischung gegeben. Die entsprechenden Verdünnungen sind in Tabelle 17 

aufgelistet. Nach einer erneuten Inkubationszeit von 20 Minuten wurden zu jeder Probe 

100 l einer Trucount-Lösung zur Zellzahlbestimmung hinzu pipettiert. Das Prinzip der 

Zellzahlbestimmung wurde unter 3.2.4 im Detail beschrieben. Die Proben wurden mit 

FACS-Puffer gewaschen, bei 500 g für 5 Minuten zentrifugiert und in 1 ml FACS-

Puffer resuspendiert. Anschließend wurden die Proben durchflusszytometrisch mit dem 

FACS Canto II analysiert. 

3.3.1.2 Zellanalyse im Vollblut 

Die Gewinnung von Vollblut wurde unter 3.1.8 im Detail beschrieben. Von jeder 

Vollblutprobe wurden 50 l entnommen und in ein FACS-Röhrchen transferiert. Die 

entsprechende Menge einer Antikörpermischung wurde hinzu pipettiert. Die 

entsprechenden Verdünnungen sind in Tabelle 18 aufgelistet. Nach einer 

Inkubationszeit von 20 Minuten wurden 3 ml Erythrozyten-Lysepuffer hinzugegeben 

und für weitere 5 Minuten inkubiert. Anschließend wurden zu jeder Probe 100 l einer 

Trucount-Lösung zur Zellzahlbestimmung hinzu pipettiert. Das Prinzip der 

Zellzahlbestimmung wurde unter 3.2.4 im Detail beschrieben. Die Proben wurden 

anschließend mit FACS-Puffer gewaschen, zweimal bei 500 g für 5 Minuten 

zentrifugiert und in 500 l FACS-Puffer resuspendiert. Anschließend wurden die 

Proben durchflusszytometrisch mit dem FACS Canto II analysiert. 

3.3.1.3 Antikörper 

Es wurden zwei Gruppen von Antikörpern verwendet: Antikörper für die Färbung von 

Lymphozyten und solche für die Färbung von myeloiden Zellen.  

Antikörper für Lymphozyten Antikörper für myeloide Zellen 

Antikörper Verdünnung Antikörper Verdünnung 

CD4 FITC 1:100 Gr1 FITC 1:100 

CD19 PE 1:100 SiglecF PE 1:100 

CD3e PerCp Cy5.5 1:50 CD11b PerCp Cy5.5 1:200 

CD8a PE-Cy7 1:100 F4/80 PE Cy7 1:100 

Ly6G APC 1:100 MHCII APC 1:50 

CD45 APC-Cy7 1:100 CD45 APC-Cy7 1:100 

CD11b V450 1:200 Ly6G Pacific blue 1:100 

Tabelle 17: Antikörper für Lymphozyten und myeloide Zellen mit jeweiliger Verdünnung. 
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Die Verdünnung der Antikörper für die Färbung der Lymphozyten wurde für die 

Zellanalyse im Vollblut angepasst: 

Antikörper für Lymphozyten 

Antikörper Verdünnung 

CD4 FITC 1:200 

CD19 PE 1:200 

CD3e PerCp Cy5.5 1:100 

CD8a PE-Cy7 1:200 

Ly6G APC 1:200 

CD45 APC-Cy7 1:200 

CD11b V450 1:400 

Tabelle 18: Antikörper für Lymphozyten im Vollblut mit jeweiliger Verdünnung. 

 

3.3.2 Zytokinquantifizierung und -qualifizierung 

Die Zytokinanalyse erfolgte im Plasma, in der Peritonealflüssigkeit, in 

Organüberständen von Lunge und Leber und in Zellkulturüberständen von 

Mesenteriallymphknoten und Milz. Die Gewinnung genannter Flüssigkeiten und 

Überstände wurde unter 3.1.8, 3.1.9, 3.2.1, 3.2.2, 3.2.3 im Detail beschrieben.  

Zur Zytokinbestimmung wurden der BD
TM

 Cytometric Bead Array Mouse Inflammation 

Kit und der Mouse Th1/Th2/Th17/Th22 13plex FlowCytomix
TM

 Multiplex Kit 

entsprechend der Herstelleranleitung verwendet. 

Durch den BD
TM

 Cytometric Bead Array Mouse Inflammation Kit konnten die Zytokine 

IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-, TNF und IL-12p70 detektiert werden. Das Prinzip dieses 

Kits beruht auf der durchflusszytometrischen Bestimmung von sechs verschiedenen 

Populationen sphärischer Mikropartikel anhand ihrer unterschiedlichen 

Fluoreszenzintensitäten. Die sphärischen Mikropartikel sind jeweils mit einem 

spezifischen Antikörper für ein Zytokin gekoppelt und können diese somit einfangen. 

Durch weiteres Binden von PE-konjungierten Detektionsantikörpern kann anhand deren 

Fluoreszenzintensität die Zytokinkonzentration nach Abgleich mit einer Standardkurve 

bekannter Konzentration bestimmt werden. 

Durch den Mouse Th1/Th2/Th17/Th22 13plex FlowCytomix
TM

 Multiplex Kit konnten die 

Zytokine IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, IFN- 

und TNF- detektiert werden. Das Prinzip dieses Kits beruht auf der 
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durchflusszytometrischen Bestimmung von zwanzig verschiedenen Populationen 

sphärischer Mikropartikel, welche sich sowohl anhand ihrer Fluoreszenzintensitäten als 

auch anhand ihrer Größe unterscheiden. Durch verschiedene Kombinationen aus 

Fluoreszenzintensität und Größe ist es möglich, zwanzig verschiedene Populationen zu 

unterscheiden. Die sphärischen Mikropartikel sind jeweils mit einem spezifischen 

Antikörper für ein Zytokin gekoppelt und können diese somit einfangen. Nach Zugabe 

Biotin-konjungierter Antikörper binden diese an die eingefangenen Zytokine. Durch die 

Fluoreszenzintensität von Streptavidin-PE, welches schließlich an das Biotinkonjungat 

bindet, kann nun die Zytokinkonzentration nach Abgleich mit einer Standardkurve 

bekannter Konzentration bestimmt werden. 

3.4 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung sowie die Darstellung der einzelnen Graphen erfolgten mit 

dem Programm GraphPad Prism für Windows in der Version 6.0. Die Ergebnisse der 

Daten wurden mit dem Mann-Whitney-(Wilcoxon)-U-Test beziehungsweise dem 2-

Way-ANOVA-Test und Bonferroni-Nachtest auf Signifikanz überprüft. Für die 

Überlebenskinetik wurde der Log-Rank-Test nach Kaplan-Meier-Schätzung angewandt. 

Die Ergebnisse der Auswertung wurden als Mittelwerte mit der dazugehörigen 

Standardabweichung (SD) angegeben und ab einem P-Wert von p < 0,05 als statistisch 

signifikant gewertet. 
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4 ERGEBNISSE 
  

4.1 Charakterisierung der Entwicklung der Zellpopulationen und 

Zytokinspiegel im Verlauf der CASP 

 

Die Kinetik der Veränderungen der Zellpopulationen des angeborenen und erworbenen 

Immunsystems in verschiedenen Immunkompartimenten wurde bislang im murinen 

CASP-Modell nicht untersucht. Die Kenntnis dieser Veränderungen bildet jedoch die 

Grundlage für die Evaluation der Wirkung von FTY720 auf die Zellkinetik im Verlauf 

der CASP. Im folgenden Experiment wurde daher zunächst eine detaillierte 

Charakterisierung der Leukozytenpopulationen in der Peritonealflüssigkeit, dem Blut, in 

mesenterialen Lymphknoten und in der Milz zu verschiedenen Zeitpunkten der CASP 

vorgenommen. Die Kinetik der Spiegelveränderungen für die in der Sepsis wichtigen 

pro- und antiinflammatorischen Zytokine in der Peritonealflüssigkeit und im Plasma 

wurde ebenfalls untersucht. 

 

4.1.1 Charakterisierung der Zellpopulationen in verschiedenen 

Immunkompartimenten im Verlauf der CASP 

4.1.1.1 Charakterisierung der Zellpopulationen in der Peritonealflüssigkeit 

Insgesamt war ein Anstieg der Leukozyten von 1,1 x 10
8
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 

h auf 8,7 x 10
8
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP zu erkennen (Abbildung 

11A). Die lymphoide Zellreihe zeigte bereits 6 h nach CASP einen deutlichen Abfall 

der Zellen. Die B-Lymphozyten fielen von 5,2 x 10
7
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 h 

auf 3,9 x 10
6
 zum Zeitpunkt t = 6 h und blieben anschließend bis zum Zeitpunkt t = 24 h 

nach CASP mit einer Zellzahl von 3,2 x 10
6 

Zellen/ml annähernd konstant (Abbildung 

11B). Die CD4
+
 T-Lymphozyten fielen von 12,9 x 10

6
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 h 

auf 1,2 x 10
6
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 6 h, stiegen anschließend erneut langsam 

wieder an und erreichten zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP einen Wert von 4,0 x 10
6
 

Zellen/ml (Abbildung 11C). Die CD8
+
 T-Lymphozyten fielen von 5,0 x 10

6
 Zellen/ml 

zum Zeitpunkt t = 0 h auf 3,3 x 10
5
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 6 h, stiegen 

anschließend ebenso wie die CD4
+
 T-Lymphozyten erneut langsam wieder an und 

erreichten zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP einen Wert von 2,7 x 10
6
 Zellen/ml 

(Abbildung 11D). Die neutrophilen Granulozyten zeigten einen raschen Anstieg von 4,8 
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x 10
5
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 h auf 1,4 x 10

8 
Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 6 h 

nach CASP. Die Zellzahl zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP betrug 4,5 x 10
8
 Zellen/ml 

und blieb somit auch hier nun weitgehend konstant (Abbildung 11E). Ebenso zeigten 

die Monozyten einen Anstieg von 4,7 x 10
4
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 h auf 1,2 x 

10
6
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 6 h nach CASP und stiegen im weiteren Verlauf bis 

zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP weiter an. Zu diesem Zeitpunkt erreichten sie einen 

Wert von 2,9 x 10
8
 Zellen/ml (Abbildung 11F). F4/80

low
MHCII

high
-Makrophagen und 

F4/80
high

MHCII
low

-Makrophagen  waren zum Zeitpunkt t = 0 h mit einer Zellzahl von 

7,1 x 10
6
 Zellen/ml und 3,3 x 10

6
 Zellen/ml in der Peritonealflüssigkeit vorzufinden, 

sanken dann allerdings rasch ab und waren zum Zeitpunkt t = 6 h nach CASP nur noch 

mit 4,6 x 10
5
 Zellen/ml und 7,8 x 10

4
 Zellen/ml detektierbar. Bis zum Zeitpunkt t = 24 h 

nach CASP blieben die F4/80
low

MHCII
high

-Makrophagen annähernd konstant mit einer 

Zellzahl zu diesem Zeitpunkt von 2,2 x 10
5
 Zellen/ml, die F4/80

high
MHCII

low
-

Makrophagen erreichten zum Zeitpunkt t = 18 h nach CASP ihren Nadir mit 1,2 x 10
4
 

Zellen/ml, stiegen anschließend erneut an und hatten zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP 

eine Zellzahl von 3,7 x 10
4
 Zellen/ml erreicht (Abbildung 11G und H). 
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Abbildung 11: Charakterisierung der Zellpopulationen in der Peritonealflüssigkeit. Darstellung der 

Leukozyten, B-Lymphozyten, CD4
+
 T-Lymphozyten, CD8

+
 T-Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten, 

Monozyten und der F4/80
low

MHCII
high

-Makrophagen sowie der F4/80
high

MHCII
low

-Makrophagen pro ml 

Peritonealflüssigkeit zu den Zeitpunkten t = 0, 6, 12, 18 und 24 h nach CASP-Operation (n = 3 pro 

Zeitpunkt). 

 

 

4.1.1.2 Charakterisierung der Zellpopulationen im Blut 

Insgesamt war ein Abfall der Leukozyten von 2,7 x 10
7
 Zellen/ml  zum Zeitpunkt t = 0 

h auf 1,0 x 10
7
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP zu erkennen (Abbildung 

12A). Ebenso fielen die B-Lymphozyten von 1,2 x 10
7
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 h 

auf 6,1 x 10
6
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 6 h und erreichten einen Wert von 2,1 x 10

6
 

Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP (Abbildung 12B). Die Zahl der CD4
+
 T-

Lymphozyten stieg zuerst von 4,6 x 10
6
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 h auf 7,3 x 10

6
 

Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 18 h und fiel anschließend auf einen Wert von 2,9 x 10
6
 

Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP (Abbildung 12C). Die Zahl der CD8
+
 T-

Lymphozyten verringerte sich kontinuierlich von 3,8 x 10
6
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 

0 h auf 3,4 x 10
6
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 12 h und erreichte zum Zeitpunkt t = 24 h 
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nach CASP eine Zahl von 1,2 x 10
6
 Zellen/ml (Abbildung 12D). Die myeloide Zellreihe 

stieg zunächst leicht von 3,8 x 10
6
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 0 h auf 5,9 x 10

6
 

Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 6 h an und fiel dann kontinuierlich auf einen Wert von 2,0 

x 10
6
 Zellen/ml zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP ab (Abbildung 12E). Die 

neutrophilen Granulozyten lagen zum Zeitpunkt t = 0 h bei einem Wert von 1,6 x 10
6
 

Zellen/ml, zum Zeitpunkt t = 12 h bei einem Wert von 3,0 x 10
6
 Zellen/ml und zum 

Zeitpunkt t = 24 h nach CASP bei einem Wert von 1,2 x 10
6
 Zellen/ml (Abbildung 

12F). 
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Abbildung 12: Charakterisierung der Zellpopulationen im Blut. Darstellung der Leukozyten, B-

Lymphozyten, CD4
+
 T-Lymphozyten, CD8

+
 T-Lymphozyten, myeloiden Zellen und der neutrophilen 

Granulozyten pro ml Blut zu den Zeitpunkten t = 0, 6, 12, 18 und 24 h nach CASP-Operation (n = 3 pro 

Zeitpunkt). 

 

4.1.1.3 Charakterisierung der Zellpopulationen in mesenterialen Lymphknoten 

Der Anteil der Lymphozyten in der Gesamtzellpopulation der mesenterialen 

Lymphknoten blieb weitgehend konstant (Abbildung 13A). Diese Konstanz spiegelte 

sich auch in den Lymphozytensubpopulationen wider: die B-Lymphozyten blieben 

annähernd konstant mit einem Anteil an der Lymphozytenpopulation von 20,42 % zum 

Zeitpunkt t = 0 h und 16,82 % zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP (Abbildung 13B). 

Ebenso konstant blieben sowohl die CD4
+
 T-Lymphozyten mit einem Anteil von 41,29 

% zum Zeitpunkt t = 0 h und 41,01 % zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP (Abbildung 

13C) als auch die CD8
+
 T-Lymphozyten mit einem Anteil von 16,82 % zum Zeitpunkt t 

= 0 h und 13,79 % zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP (Abbildung 13D). Der sehr 

geringe Anteil von Zellen der myeloiden Zellreihe zeigte bis zum Zeitpunkt t = 12 h 

nach CASP einen Abfall, um später erneut auf annähernde Ausgangswerte anzusteigen: 

der Anteil in der Einzelzellsuspension betrug zum Zeitpunkt t = 0 h 1,50 %, zum 

Zeitpunkt t = 12 h 0,65 % und zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP 1,34 % (Abbildung 

13E). 
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Abbildung 13: Charakterisierung der Zellpopulationen in mesenterialen Lymphknoten. Darstellung 

der Lymphozyten und der myeloiden Zellen als prozentualer Anteil der Zellen in Einzelzellsuspension 

sowie der B-Lymphozyten, CD4
+
 T-Lymphozyten und CD8

+
 T-Lymphozyten als prozentualer Anteil an 

der Lymphozytenpopulation zu den Zeitpunkten t = 0, 6, 12, 18 und 24 h nach CASP-Operation (n = 3 

pro Zeitpunkt). 

 

4.1.1.4 Charakterisierung der Zellpopulationen in der Milz 

Der Anteil der Lymphozyten in der Einzelzellsuspension der Milzzellen blieb über den 

Verlauf der CASP annähernd konstant (95,35 % zum Zeitpunkt t = 0 h, 98,25 % zum 



 

58 

Zeitpunkt t = 6 h und 96,09 % zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP) (Abbildung 14A). 

Ebenfalls annähernd konstant blieben der Anteil der B-Lymphozyten sowie der Anteil 

der CD4
+
 T-Lymphozyten an der Lymphozytenpopulation (Abbildung 14B und C). Der 

Anteil der CD8
+
 T-Lymphozyten zeigte einen Anstieg von 5,46 % zum Zeitpunkt t = 0 

h auf 7,51 % zum Zeitpunkt t = 6 h nach CASP und fiel anschließend wieder ab, um 

zum Zeitpunkt t = 24 h nach CASP einen Anteil von 5,65 % zu erreichen (Abbildung 

14D). Der erwartungsgemäß geringe Anteil von Zellen der myeloiden Zellreihe an den 

Milzzellen in Einzelzellsuspension fiel rasch ab, von 3,63 % zum Zeitpunkt t = 0 h auf 

1,18 % zum Zeitpunkt t= 6 h und stieg anschließend wieder an, um zum Zeitpunkt 24 h 

nach CASP einen Anteil von 2,79 % zu erreichen (Abbildung 14E).  
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Abbildung 14: Charakterisierung der Zellpopulationen in der Milz. Darstellung der Lymphozyten 

und der myeloiden Zellen als prozentualer Anteil der Milzzellen in Einzelzellsuspension sowie der B-

Lymphozyten, CD4
+
 T-Lymphozyten und CD8

+
 T-Lymphozyten als prozentualer Anteil der 

Lymphozytenpopulation zu den Zeitpunkten t = 0, 6, 12, 18 und 24 h nach CASP-Operation (n = 3 pro 

Zeitpunkt). 

 

4.1.2 Charakterisierung der Zytokinspiegel im Verlauf der CASP 

In der Peritonealflüssigkeit konnte ein rascher Anstieg sowohl pro- als auch 

antiinflammatorischer Zytokine beobachtet werden. Zum Zeitpunkt t = 0 h nach CASP 

betrugt die Konzentration von IL-6 1,6 pg/ml, von IL-10 3,5 pg/ml, von MCP-1 19,9 

pg/ml, von TNF- 12,8 pg/ml, von IL-12 17,2 pg/ml und von IFN- 1,3 pg/ml. Im 

Vergleich hierzu betrug die Konzentration zum Zeitpunkt 6 h nach CASP von IL-6 

49239,1 pg/ml, von IL-10  2493,6 pg/ml, von MCP-1 43150,0 pg/ml, von TNF- 386,3 

pg/ml, von IL-12 108,9 pg/ml und von IFN- 2,8 pg/ml.  Der rasche Anstieg pro- und 

antiinflammatorischer Zytokine konnte ebenfalls im Plasma beobachtet werden, wobei 

hier ein Anstieg für IL-12 und IFN- nicht nachgewiesen werden konnte. Zum 

Zeitpunkt t = 0 h nach CASP betrug die Konzentration von IL-6 20,5 pg/ml, von IL-10 

35,9 pg/ml, von MCP-1 54,7 pg/ml und von TNF- 13,1 pg/ml. Im Vergleich hierzu 

betrug die Konzentration zum Zeitpunkt 6 h nach CASP von IL-6 31810,3 pg/ml, von 

IL-10 7845,9 pg/ml, von MCP-1 5415,4 pg/ml und von TNF- 387,7 pg/ml. Die 

Konzentration von IL-12 und IFN-  betrug zum Zeitpunkt t = 0 h nach CASP 172,9 

pg/ml beziehungsweise 2,7 pg/ml.  Bis zum Zeitpunkt t = 36 h nach CASP blieb die 

Konzentration annähernd konstant, von IL-12 betrug sie zu diesem Zeitpunkt 94,9 

pg/ml und von IFN- 4,3 pg/ml. 
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Abbildung 15: Charakterisierung der Zytokinspiegel in der Peritonealflüssigkeit und im Plasma. 

Darstellung der Zytokine in der Peritonealflüssigkeit und im Plasma zu den Zeitpunkten t = 0, 6, 12, 18, 

24 und 36 h nach CASP-Operation (n = 3 bzw. 2 pro Zeitpunkt). 

 

4.2 Charakterisierung der Kinetik der FTY720-induzierten 

Veränderungen in der Maus 

In Vorbereitung der Experimente zur Charakterisierung der Wirkung von FTY720 im 

CASP-Modell sollte die Kinetik der FTY720-vermittelten Veränderungen im Blut nicht 

CASP-behandelter Mäuse charakterisiert werden.  

Bereits innerhalb der ersten 3 h nach der ersten Gabe von FTY720 fiel die Anzahl der 

Lymphozyten dramatisch ab und erreichte bei CD4
+
 T-Lymphozyten bereits hier 

statistische Signifikanz im Vergleich zur Placebo-Gruppe sowie zu nicht behandelten 

Kontrolltieren. Ein signifikanter Unterschied zwischen der Placebogruppe und der 

unbehandelten Kontrollgruppe war nicht zu verzeichnen. Der Lymphozytennadir war 36 

h nach der ersten Gabe von FTY720 zu beobachten. Dies betraf sowohl B-Lymphozyten 
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als auch CD4
+
 und CD8

+
 T-Lymphozyten. Nach diesem Zeitpunkt waren wieder 

langsam ansteigende Lymphozytenzahlen zu verzeichnen. Dabei lagen CD4
+
 T-

Lymphozyten am Ende des Versuches noch deutlich und auch statistisch signifikant 

unter den Ausgangswerten. B-Lymphozyten und CD8
+
 T-Lymphozyten erreichten 

dagegen zum Ende des Beobachtungszeitraumes von 192 h wieder das Ausgangsniveau. 

Im Gegensatz zu der lymphoiden Zellreihe war innerhalb der myeloiden Zellreihe 

zwischen den einzelnen Gruppen kein signifikanter Unterschied zu verzeichnen. 
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Abbildung 16: Charakterisierung der Kinetik der FTY720-induzierten Veränderungen in der 

Maus. Darstellung der Leukozyten, B-Lymphozyten, CD4
+
 T-Lymphozyten und CD8

+
 T-Lymphozyten 

pro ml Blut. Als Kontrolle dienten Placebos sowie unbehandelte Wildtyp-Mäuse, die weder FTY720 

noch Placebo-Lösung erhielten (n = 9). Signifikanzen zwischen der Placebo- und der FTY720-Gruppe 

sind mit * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001  und **** p < 0,0001 dargestellt. 

 

 

4.3 Charakterisierung der Wirkung von FTY720 im CASP-Modell 

4.3.1 Auswirkung von FTY720 auf Zellpopulationen und Zytokinspiegel 

Zur Charakterisierung der FTY720-induzierten quantitativen Veränderung der 

Zellpopulationen und der Zytokinspiegel im CASP-Modell wurden die 

Zellpopulationen in unterschiedlichen Immunkompartimenten zum Zeitpunkt t = 12 h 
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nach CASP-Induktion analysiert. Dieser Analysezeitpunkt wurde sowohl anhand der 

Ergebnisse der unter 4.1.1 und 4.1.2 beschriebenen Versuche zur Charakterisierung der 

Zellpopulationen und Zytokinspiegel in verschiedenen Immunkompartimenten im 

Verlauf der CASP gewählt als auch anhand der in 4.2 beschriebenen Kinetik von 

FTY720. 

4.3.1.1 FTY720 induzierte eine Lymphopenie im Blut 

Die Leukozyten waren in der FTY720-Gruppe signifikant erniedrigt (p = 0,0015) 

(Abbildung 17A). Dies betraf insbesondere die lymphoide Zellreihe. Hier zeigte sich ein 

signifikanter Abfall der Lymphozyten in der FTY720-Gruppe (p < 0,0001) (Abbildung 

17B). Hiervon waren alle Lymphozytenreihen (B-Lymphozyten: p = 0,0048; CD4
+
 T-

Lymphozyten: p < 0,0001; CD8
+
 T-Lymphozyten: p < 0,0001) betroffen, wobei T-

Lymphozyten den größten prozentualen Abfall zeigten (Abbildung 17C-E). 
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Abbildung 17: Einfluss der Gabe von FTY720 auf Zellpopulationen im peripheren Blut. Darstellung 

der Leukozyten, Lymphozyten, B-Lymphozyten, CD4
+
 und CD8

+
 T-Lymphozyten pro ml Blut (n = 16). 

Signifikanzen sind mit ** p < 0,01 und **** p < 0,0001 dargestellt.  

 

4.3.1.2 FTY720 erhöhte F4/80
low

MHCII
high

-Makrophagen in der 

Peritonealflüssigkeit 

Die Zahl der Leukozyten in der Placebo- sowie in der FTY720-Gruppe unterschied sich 

zum Zeitpunkt t = 12 h nicht signifikant (p = 0,8664) (Abbildung 18A). Ebenso fand 

sich in der lymphoiden Zellreihe kein signifikanter Unterschied zwischen der Placebo- 

und der FTY720-Gruppe in den einzelnen Zellpopulationen (Lymphozyten: p = 0,7286; 

B-Lymphozyten: p = 0,5577; CD4
+
 T-Lymphozyten: p = 0,4778; CD8

+
 T-

Lymphozyten: p = 0,4413) (Abbildung 18B-E). In der myeloiden Zellreihe konnte 

ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen der FTY720- und der Placebogruppe 

festgestellt werden (myeloide Zellen: p = 0,8664) (Abbildung 18F). Bei Betrachtung der 

jeweiligen Zellpopulationen der myeloiden Zellreihe konnte ein signifikanter 

Unterschied zwischen der Placebo- und der FTY720-Gruppe in der F4/80
low

MHCII
high

 

Makrophagenpopulation festgestellt werden (p = 0,0373) (Abbildung 18I). Zwischen 

der Placebo- und FTY720-Gruppe der neutrophilen Granulozyten, Monozyten und 

F4/80
high

MHCII
low

-Makrophagen bestand kein signifikanter Unterschied (neutrophile 

Granulozyten: p = 0,8198; Monozyten: p = 0,3114; F4/80
high

MHCII
low

-Makrophagen: p 

= 0,0788) (Abbildung 18G-H und J). 
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Abbildung 18: Einfluss der Gabe von FTY720 auf Zellpopulationen in der Peritonealflüssigkeit. 

Darstellung der Leukozyten, Lymphozyten, B-Lymphozyten, CD4
+
 und CD8

+
 T-Lymphozyten, 

myeloiden Zellen, neutrophilen Granulozyten, Monozyten, F4/80
low

MHCII
high

-Makrophagen und 

F4/80
high

MHCII
low

-Makrophagen pro ml Peritonealflüssigkeit (n = 16). Signifikanzen sind mit * p < 0,05 

dargestellt.  

 

4.3.1.3 FTY720 bewirkte einen Anstieg der B-Lymphozyten sowie einen Abfall 

der CD4
+ 

T-Lymphozyten in mesenterialen Lymphknoten  

Der Anteil der Lymphozyten in der Placebo- sowie in der FTY720-Gruppe unterschied 

sich nicht signifikant (p = 0,8681) (Abbildung 19A). Bei Betrachtung der jeweiligen 

Zellpopulationen der lymphoiden Zellreihe konnte ein signifikanter prozentualer 

Anstieg der B-Lymphozyten (p = 0,0188) sowie ein signifikanter prozentualer Abfall 

der CD4
+
 T-Lymphozyten (p = 0,0129)  in FTY720-behandelten Mäusen beobachtet 

werden (Abbildung 19B und C). Die Unterschiede fielen allerdings quantitativ äußerst 

gering aus. Für die CD8
+
 T-Lymphozyten wurde zwischen der Placebo- und der 

FTY720-Gruppe kein signifikanter Unterschied festgestellt (p = 0,5357) (Abbildung 

19D).  
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Abbildung 19: Einfluss der Gabe von FTY720 auf Zellpopulationen in mesenterialen 

Lymphknoten. Darstellung der Lymphozyten als prozentualer Anteil der Leukozyten sowie der B-

Lymphozyten, CD4
+
 T-Lymphozyten und CD8

+
 T-Lymphozyten als prozentualer Anteil der 

Lymphozyten (n = 16). Signifikanzen sind mit * p < 0,05 dargestellt. 

 

4.3.1.4 FTY720 bewirkte einen Abfall der CD4
+
 und CD8

+
 T-Lymphozyten in der 

Milz 

Die Zahl der Leukozyten (p = 0,1167)  und der Lymphozyten (p = 0,1167) in der 

Placebo- sowie in der FTY720-Gruppe unterschied sich nicht signifikant (Abbildung 

20A und Abbildung 20B). Bei Betrachtung der jeweiligen Zellpopulationen der 

lymphoiden Zellreihe, konnte ein signifikanter Abfall der CD4
+
 sowie der CD8

+
 T-

Lymphozyten in den FTY720-behandelten Mäusen beobachtet werden (CD4
+
 T-

Lymphozyten: p = 0,0156; CD8
+
 T-Lymphozyten: p = 0,0372) (Abbildung 20D und E). 

Die Zahl der B-Lymphozyten in der Placebo- und in der FTY720-Gruppe unterschied 

sich nicht signifikant (p = 0,2832) (Abbildung 20C). 
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Abbildung 20: Einfluss der Gabe von FTY720 auf Zellpopulationen in der Milz. Darstellung der 

Leukozyten, Lymphozyten, B-Lymphozyten, CD4
+
 und CD8

+
 T-Lymphozyten pro Milz (n = 16). 

Signifikanzen sind mit * p < 0,05 dargestellt. 

 

4.3.1.5 FTY720 hatte keinen Einfluss auf die Spiegel von pro- und 

antiinflammatorischen Zytokinen 

Abbildung 21 zeigt die Wirkung von FTY720 auf pro- und antiinflammatorische 

Zytokine im Plasma (Abbildung 21A), in der Peritonealflüssigkeit (Abbildung 21B), in 

der Lunge (Abbildung 21C) und in der Leber (Abbildung 21D). Für alle gemessenen 

Zytokine konnte zwischen der FTY720- und der Placebo-Gruppe kein signifikanter 

Unterschied festgestellt werden (Abbildung 21A-D). 
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Abbildung 21: Einfluss der Gabe von FTY720 auf pro- und antiinflammatorische Zytokine. 

Darstellung der Zytokine in Blut, Peritonealflüssigkeit, Lunge und Leber (n = 16 pro Gruppe). 

 

4.3.2 Auswirkung von FTY720 auf die Überlebenskinetik 

Im folgenden Experiment wurde der Einfluss der FTY720-induzierten 

Immunsuppression auf den klinischen Verlauf einer abdominellen Sepsis im CASP-

Modell untersucht. 

Abbildung 22 zeigt das Ergebnis der Überlebenskinetik nach CASP. Die 

Scheinoperationsgruppe wies eine Letalität von 0 % auf. Zum Zeitpunkt t = 12 h nach 

dem operativen Eingriff lebten 87 % der Placebo-Mäuse und 90 % der FTY720-Mäuse. 

In den weiteren Stunden fiel die Anzahl der noch lebenden Versuchstiere sowohl in der 

Placebo- als auch in der FTY720-Gruppe dramatisch ab. Nach weiteren zwölf Stunden, 

zum Zeitpunkt t = 24 h, lebten nur noch 40 % der Placebo-Mäuse und 50 % der 

FTY720-Mäuse. Schon nach 40 Stunden waren in der Placebo-Gruppe alle Tiere 

gestorben (Überleben 0 %), auch in der FTY720-Gruppe lebte nach 37 Stunden kein 

Versuchstier mehr (Überleben 0 %). Der Vergleich zwischen der Placebo-Gruppe und 

der FTY720-Gruppe ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,6309). 

In der antibiotisch behandelten Placebo-Gruppe lebten zum Zeitpunkt t = 12 h nach dem 

operativen Eingriff noch 93 % der Mäuse. Anschließend fiel die Anzahl der 

Versuchstiere stetig ab. Zum Zeitpunkt t = 66 h betrug das Überleben in dieser Gruppe 

noch 40 % und blieb bis zum Zeitpunkt t = 102 h konstant. Danach fiel die Anzahl der 

Versuchstiere erneut stetig ab und erreichte gegen Ende der Studie, zum Zeitpunkt t = 

192 h nach dem operativen Eingriff, ein Überleben von 7 %. In der antibiotisch 
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behandelten FTY720-Gruppe lebten zum Zeitpunkt t = 12 h nach dem operativen 

Eingriff noch 97 % der Mäuse, was sich bis zum Zeitpunkt t = 30 h nur geringfügig 

änderte. Das Überleben betrug zu diesem Zeitpunkt immer noch 93 %. Anschließend 

fiel die Anzahl der Versuchstiere jedoch stetig ab.  Zum Zeitpunkt t = 63 h betrug das 

Überleben in dieser Gruppe noch 33 % und blieb bis zum Zeitpunkt t = 101 h konstant.   

Danach fiel die Anzahl der antibiotisch behandelten FTY720-Mäusen erneut stetig ab 

und erreichte gegen Ende der Studie, zum Zeitpunkt t = 192 h nach dem operativen 

Eingriff, ebenso wie die antibiotisch behandelte Placebo-Gruppe ein Überleben von 7 

%. Damit zeigte der Vergleich zwischen der antibiotisch behandelten Placebo- und der 

antibiotisch behandelten FTY720-Gruppe keinen signifikanten Überlebensunterschied 

(p = 0,8998). 

 

 

Abbildung 22: Überlebenskurve nach CASP-Induktion. Darstellung des prozentualen Überlebens der 

Placebo- und FTY720-Gruppe sowohl ohne als auch mit Behandlung eines Antibiotikums. Als Kontrolle 

dienten Scheinoperationsmäuse, die der Scheinoperation unterzogen wurden (n = 150). Die Versuchstiere 

wurden über einen Zeitraum von 192 h nach CASP in den ersten 24 h in einem 2-stündigen und 

anschließend in einem 4-stündigen Intervall beobachtet. 
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5 DISKUSSION 
 

Patienten mit immunsupprimierter Ausgangslage weisen eine erhöhte Mortalität im 

Verlauf einer Sepsis auf im Vergleich zu immunkompetenten Patienten (103). Ebenso 

gibt es Daten, dass eine präoperative Lymphopenie mit einem erhöhten Risiko für eine 

postoperative Sepsis assoziiert ist (104). Im Vergleich zu anderen Immunsuppressiva 

übt FTY720 seine immunsuppressive Wirkung über einen vollkommen neuen 

Wirkmechanismus aus. Durch den funktionellen Antagonismus von FTY720 am S1P1-

Rezeptor auf T-Lymphozyten sind diese nicht mehr in der Lage entlang eines S1P-

Gradienten aus sekundär lymphatischen Organen auszuwandern. Es kommt zur 

peripheren Lymphopenie und zur Hemmung der Wanderung von T-Effektorzellen zum 

Ort der Infektion (53; 83). Fingolimod (FTY720) ist seit 2010 zur Behandlung der 

schubförmigen Multiplen Sklerose zugelassen (87; 101). Die Auswirkungen einer 

Fingolimod-induzierten immunsupprimierten Ausgangslage von Patienten auf den 

klinischen Verlauf einer Sepsis wurden bislang noch nicht untersucht. 

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand eines Tiermodells der polymikrobiellen 

abdominellen Sepsis untersucht, welche Auswirkungen eine FTY720-induzierte 

periphere Lymphopenie zum Zeitpunkt der Sepsisinduktion auf die Zelldynamik in der 

Peritonealhöhle, dem Blut und in verschiedenen sekundär lymphatischen Organen hatte 

sowie welche Veränderungen des klinischen Verlaufs der schweren Sepsis daraus 

resultierten.  

 

5.1 Charakterisierung der Zellpopulationen und Zytokinspiegel in 

verschiedenen Immunkompartimenten des CASP-Modell im zeitlichen 

Verlauf 

Als Grundlage der Evaluation der FTY720-Wirkung auf den Verlauf der CASP wurde 

zunächst die Dynamik der Zellpopulationen und Zytokine in verschiedenen 

Immunkompartimenten im CASP-Modell bestimmt.  

Pathophysiologisch kommt es im Rahmen einer Sepsis zur Einwanderung vor allem von 

Zellen der myeloiden Zellreihe aus dem Blut in Richtung Infektfokus (13). Diese 

Rekrutierung ließ sich auch im CASP-Modell beobachten: bereits innerhalb der ersten 

sechs Stunden kam es zu einem ausgeprägten Anstieg der neutrophilen Granulozyten in 

der Peritonealhöhle. Es ist gut etabliert, dass diese Rekrutierung durch die Chemokine 

CXCL1, CXCL2, CXCL5 und CXCL8 kontrolliert wird, die von ortsständigen 
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Makrophagen sezerniert werden (105). Neutrophile Granulozyten stellen die erste 

Zellpopulation dar, die zum Entzündungsort rekrutiert wird, um dort anschließend 

wiederum die Einwanderung von Monozyten zu initiieren (105), deren Anzahl in der 

Peritonealhöhle - wie auch hier gezeigt - nach CASP-Induktion kontinuierlich ansteigt. 

Im Blut unterscheiden sich die Veränderungen der Zusammensetzung der 

Leukozytenpopulationen nach CASP-Induktion im Vergleich zu denen in der humanen 

abdominellen Sepsis. Nach Diagnosestellung zum Aufnahmezeitpunkt auf 

Intensivstationen präsentierten Patienten im septischen Schock eine ausgeprägte 

Leukozytose, bedingt durch einen Anstieg neutrophiler Granulozyten, sowie eine 

ausgeprägte Lymphopenie (106; 107). Diese Lymphopenie kommt dadurch zustande, 

dass Lymphozyten während einer Sepsis apoptotisch werden, was vor allem CD4
+
 und 

CD8
+
 T-Lymphozyten, aber auch B-Lymphozyten betrifft (108; 109). Bereits am ersten 

Tag nach Aufnahme auf die Intensivstation konnten durch Apoptose zu Grunde 

gegangene Lymphozyten bei septischen Patienten nachgewiesen werden (109). Nach 

CASP-Induktion kam es lediglich innerhalb der B-Lymphozytenpopulation zu einer 

deutlichen Verringerung der Zellzahlen. Sowohl die CD4
+
 als auch die CD8

+
 T-

Lymphozytenpopulation wiesen nur eine minimale Verringerung der Zellzahlen auf. In 

den oben genannten Studien von Venet et al. (106) und Monserrat et al. (107) wurden 

die Patienten zum Diagnosezeitpunkt bei Aufnahme auf die Intensivstation in die 

durchgeführte Studie eingeschlossen und zeigten zu diesem Zeitpunkt eine ausgeprägte 

Lymphopenie im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Venet et al. schlussfolgerten, 

dass die beobachtete Lymphopenie zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses 

wahrscheinlich schon bestand und wiesen auf den Unterschied eines humanen 

Studienaufbaus im Vergleich zu tierexperimentellen Versuchen hin (106). Im 

experimentellen Rahmen muriner Sepsismodelle kann der Beginn einer Sepsis 

kontrolliert beobachtet werden. Bei den oben genannten Studien konnte der Zeitpunkt 

des Sepsisbeginns nicht mit Sicherheit bestimmt werden. Ob die im CASP-Modell 

beobachtete minimale Verringerung der CD4
+
 und CD8

+
 T-Lymphozytenpopulation 

ebenfalls durch Apoptose bedingt und im Beobachtungszeitraum noch nicht eindeutig 

eingetreten war, muss in weiteren Versuchssettings geklärt werden.  

Im Verlauf der CASP kam es zu einem raschen Anstieg sowohl von TNF-, IL-6, IFN- 

und IL-12, als auch von IL-10 in der Peritonealflüssigkeit sowie von TNF-, IL-6 und 

IL-10 im Plasma. Dieser simultane Anstieg sowohl pro- als auch antiinflammatorischer 

Zytokine in dem in dieser Arbeit verwendeten CASP-Modell konnte ebenso von 
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Novotny et al. im CASP-Modell mit C57BL/6 Mäusen und einem Stentdurchmesser 

von 16 G, aber auch im Serum septischer Patienten am ersten und zweiten Tag einer 

postoperativen Sepsis beobachtet werden (20). Osuchowski et al. beobachteten den 

simultanen Anstieg pro- und antiinflammatorischer Zytokine im CLP-Modell (110) und 

Xiao et al. konnten auf transkriptioneller Ebene zeigen, dass die Induktion pro- und 

antiinflammatorischer Gene in schwer kranken Patienten gleichzeitig geschieht (19). 

Der in dieser Arbeit gezeigte simultane Anstieg sowohl pro- als auch 

antiinflammatorischer Zytokine unterstützt die aus Daten von Novotny et al., 

Osuchowski et al. und Xia et al. entwickelte Theorie, dass SIRS und CARS schon zu 

Beginn einer Sepsis im Sinne eines MARS parallel ablaufen. Der Anstieg der 

Serumspiegel von IL-12 und IFN- trat in dem in dieser Arbeit verwendeten Modell 

nicht auf. Dies entspricht klinischen Beobachtungen von Hensler et al., die zeigen 

konnten, dass Patienten mit postoperativer Sepsis einen signifikant verminderten 

venösen IL-12 Spiegel im Vergleich zu Patienten ohne postoperative Anzeichen einer 

Sepsis aufwiesen (111). Sowohl IL-12 als auch IFN- scheinen einen protektiven 

Einfluss auf den Verlauf einer Sepsis zu haben (112; 113; 114). Eine entscheidende 

Rolle spielt IL-12 bei der Beseitigung von Infektionen, indem es die Freisetzung von 

IFN- durch Th1-Helferzellen induziert und somit die bakterielle Clearance durch 

Makrophagen verstärkt (115). Nach intraperitonealer Gabe von rekombinantem IL-12 in 

septischen Mäusen überlebten diese eine abdominelle Sepsis häufiger als 

Kontrollmäusen. Das verbesserte Überleben der IL-12-behandelten septischen Mäuse 

korrelierte mit einem starken Anstieg von IL-12 und IFN- im Serum (113). In einer 

doppel-blinden Placebo-kontrollierten randomisierten Pilotstudie mit gesunden 

Probanden, denen LPS injiziert wurde, konnten die Auswirkungen von IFN- auf den 

Verlauf einer Sepsis untersucht werden. Möglicherweise kann die Gabe von IFN- der 

in einer Sepsis sich entwickelnden Immunparalyse entgegenwirken, indem es für den 

Anstieg des Serumspiegels des proinflammatorischen Zytokins TNF- sorgt (114). Wie 

Zantl et al. beobachteten, konnte durch IFN- das Überleben auch im CASP-Modell 

verbessert werden (112). Hieraus wird ersichtlich, dass sowohl IL-12 als auch IFN- für 

das Überleben in einer polymikrobiellen Sepsis sowohl in der humanen Sepsis als auch 

in murinen Sepsismodellen eine wichtige Funktion besitzen.  
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5.2 Das CASP-Modell im Vergleich zu anderen Modellen der 

abdominellen Sepsis 

Bei experimentellen Untersuchungen der pathophysiologischen Mechanismen der 

Sepsis kommen unterschiedliche murine Sepsismodelle zur Anwendung. Hierzu zählen 

Modelle, die durch Injektion von Toxinen, beispielweise durch LPS oder Thioglycolat, 

sowie durch Injektion von Faeces eine Sepsis induzieren. Daneben gibt es Modelle, die 

durch Intervention und Manipulation eine Sepsis auslösen, wozu das CLP-Modell und 

das in dieser Arbeit verwendete CASP-Modell zählen (116). Jedes dieser Modelle bildet 

unterschiedliche Aspekte der humanen abdominellen Sepsis ab. Die Reaktion des 

Versuchtiers auf die intravenöse oder intraperitoneale Injektion einzelner isolierter 

Toxine unterscheidet sich von der Reaktion auf eine bakterielle Mischflora, wie man sie 

bei septischen Patienten mit intraabdominellem Fokus vorfindet (116). Nach Injektion 

von LPS kam es zu einem raschen, allerdings auch kurz andauernden Anstieg von 

Zytokinen (117). Dies entspricht nicht dem raschen und langanhaltenden Anstieg pro- 

und antiinflammatorischer Zytokine, der in septischen Patienten beobachtet werden 

konnte (20). Im CASP-Modell konnte innerhalb von 24 Stunden nach CASP-Induktion 

ein kontinuierlicher Anstieg von TNF-α, IL-1β und IL-10 beobachtet werden. Im CLP-

Modell hingegen zeigten dieselben Zytokine keinen signifikanten Anstieg nach CLP-

Induktion und waren über den gleichen Zeitraum hinweg konstant (102). Das CLP-

Modell wird somit eher als ein geeignetes Modell zur Untersuchung lokaler 

Entzündungen, wie beispielsweise eines intraabdominellen Abszesses, angesehen, 

wohingegen das CASP-Modell ein Modell zur Untersuchung einer diffusen Peritonitis 

darstellt (102). In der Zusammenschau zeigen die Ergebnisse zur Dynamik der 

Zellpopulationen und Zytokinspiegel, dass das CASP-Modell ein der humanen 

abdominellen Sepsis in vielfältiger Weise sehr nahe stehendes Mausmodell ist. Es 

erscheint somit geeignet, die Wirkung von FTY720 während der abdominellen 

polymikrobiellen Sepsis zu untersuchen. 

 

5.3 Einfluss  von FTY720 auf die Dynamik der Zellpopulationen und 

Zytokinspiegel im CASP-Modell 

In nicht-CASP behandelten Mäusen induzierte FTY720 eine ausgeprägte Lymphopenie. 

Diese betraf insbesondere CD4
+
 T-Lymphozyten, aber auch CD8

+
 T-Lymphozyten und 

B-Lymphozyten.  
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Im Vergleich zur Kinetik einer von Thangada et al. durchgeführten FTY720-induzierten 

Lymphopenie (118) zeigte die in dieser Arbeit durchgeführte Kinetik eine stärker 

ausgeprägte und länger anhaltende FTY720-induzierte Lymphopenie. Dies kann durch 

Unterschiede bei den verwendeten Mausstämmen, der verwendeten Dosis von FTY720 

oder dem Applikationsmodus begründet werden. In einem eigens durchgeführten 

Vorversuch zur Dosisfindung, bei dem die Kinetik des Lymphozytenabfalls bei Dosen 

von FTY720 von 0,1 mg/kg KG, 0,3 mg/kg KG und 1,0 mg/kg KG über einen Zeitraum 

von 24 Stunden beobachtet wurde, wurde eine optimale Dosis von FTY720 von 0,3 bis 

1,0 mg/kg KG ermittelt. Basierend auf diesen Ergebnissen und auf in der Literatur 

dokumentierten Versuchsdosen wurde in den in der vorliegenden Arbeit durchgeführten 

Experimenten 2 x 0,5 mg FTY720/kg KG in einem Abstand von 24 Stunden verwendet. 

Die Versuchstiere bei Thangada et al. erhielten im Vergleich hierzu eine Einmalgabe 

von 0,5 mg FTY720/kg KG (118). Da das erneute Erscheinen der Lymphozyten im Blut 

dosisabhängig ist (119), könnte hierdurch die länger anhaltende Lymphopenie in dem 

für diese Arbeit durchgeführten Experiment im Vergleich zu Thangada et al. erklärt 

werden. In der vorliegenden Arbeit wurde FTY720 auf intraperitonealem 

Applikationsweg verabreicht. Thangada et al. verwendeten einen peroralen Modus der 

Applikation (118). Die Pharmakokinetik des intraperitonealen Applikationsmodus 

ähnelt demjenigen nach enteraler Gabe: Bei der intraperitonealen Injektion wird das 

Medikament von den Mesenterialvenen absorbiert und über die Pfortader der Leber 

zugeführt (120). Die Sphingosinkinase 2 wird bei Mäusen in der Leber am stärksten 

exprimiert (121). Diese Leberpassage ist für die Wirksamkeit des Medikamentes 

FTY720 somit essentiell, da das Medikament hier erst in seine aktive Form überführt 

wird. Trotz der ähnlichen Pharmakokinetik bietet der intraperitoneale Applikationsweg 

im Vergleich zu der oralen Verabreichungsform den Vorteil, dass mögliche 

Medikamentenabbauprozesse durch Magensäure oder Verdauungsenzyme entfallen und 

eine mögliche veränderte intestinale Aufnahme bei der intraperitonealen 

Applikationsform keine Rolle spielt.  

Der Vorteil der intraperitonealen Applikationsform gegenüber der oralen 

Verabreichungsform kann auch in der von Mandala et al. (53) durchgeführten Kinetik 

ersichtlich werden. Mandala et al. beschrieben einen dramatischen Abfall der 

Lymphozytenzahlen im Blut bereits drei Stunden nach oraler Applikation von FTY720. 

Trotz der deutlich höheren FTY720-Dosis von 2,5 mg/kg KG als die in der hier 

vorliegenden Arbeit verwendete Dosis, war die Lymphopenie zu diesem Zeitpunkt 
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weniger stark ausgeprägt. Auch in der Kinetik von Luo et al. konnte nach drei Stunden 

ein dramatischer Abfall der Lymphozytenzahlen beobachtet werden (122), der 

quantitativ den Veränderungen der Lymphozytenzahlen in der vorliegenden Arbeit 

entspricht. Bei Luo et al. wurde der Nadir bereits nach 12 Stunden im Vergleich zu 72 

Stunden in der vorliegenden Arbeit erreicht. In dieser Arbeit wurde FTY720 in einer 

Einmaldosis von 1 mg/kg KG oral verabreicht. Die höhere Dosis kann für das 

schnellere Erreichen des Nadirs verantwortlich sein. Durch die vergleichsweise 

niedrigere Dosis und die zweimalige Gabe von FTY720 kann das spätere Auftreten des 

Lymphozytennadirs in der experimentellen Anordnung der vorliegenden Arbeit erklärt 

werden.  

 

Aufbauend auf der im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit erfolgten detaillierten 

Charakterisierung der Zell- und Zytokinkinetik in dem hier verwendeten CASP-Modell 

wurde der Einfluss von FTY720 auf die Dynamik verschiedener Zellpopulationen und 

Zytokine zum Zeitpunkt t = 12 Stunden nach CASP-Induktion untersucht. 

Nach CASP-Induktion induzierte FTY720 eine ausgeprägte periphere Lymphopenie, 

die vor allem CD4
+
 und CD8

+
 T-Lymphozyten aber auch B-Lymphozyten betraf. Im 

Vergleich zu der FTY720-induzierten Lymphopenie in nicht CASP-behandelten 

Mäusen (Abbildung 16 und (118; 122) war die FTY720-induzierte Lymphopenie nach 

CASP-Induktion quantitativ geringer ausgeprägt. FTY720 induziert eine periphere 

Lymphopenie durch Hemmung der T-Zellemigration aus sekundär lymphatischen 

Organen (53; 83). Die Auswanderung aus dem Lymphknotenparenchym erfolgt S1P1-

abhängig, sobald die CCR7-vermittelten Retentionssignale aufgehoben werden konnten 

(60). Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass zum einen ein in der 

Sepsis verändertes Zytokinmilieu im Lymphknoten eine Abschwächung der CCR7-

vermittelten Retentionssignale und eine konsekutiv beschleunigte Auswanderung von 

T-Lymphozyten aus dem Lymphknoten mit sich brachte. Zum anderen könnte das in 

der Sepsis veränderte Zytokinmilieu zu einer verminderten Extravasation von 

Lymphozyten in den Lymphknoten führen, was ebenfalls die quantitativ geringer 

ausgeprägte FTY720-induzierte Lymphopenie nach CASP-Induktion erklären kann. 

Inwiefern hierbei der Lymphozytenhomingrezeptor L-Selectin, das 

Lymphozytenintegrin L2-Integrin oder ICAM-1 beziehungsweise ICAM-2 involviert 

waren, muss in weiteren Experimenten geklärt werden.  
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In den mesenterialen Lymphknoten konnte nach CASP-Induktion in FTY720-

behandelten Mäusen ein statistisch signifikanter Abfall der CD4
+
 T-Lymphozyten sowie 

ein statistisch signifikanter Anstieg der B-Lymphozyten beobachtet werden. Im nicht-

septischen Milieu führte FTY720 in mesenterialen Lymphknoten vor allem zu einer 

Akkumulation von CD4
+
 und CD8

+
 T-Lymphozyten neben einer Akkumulation von B-

Lymphozyten (53). Die Beobachtungen in der vorliegenden Arbeit zur Auswirkung von 

FTY720 in mesenterialen Lymphknoten nach CASP-Induktion unterstützen die 

Hypothese von der im septischen Milieu naheliegenden beschleunigten Auswanderung 

sowie verminderten Extravasation und die konsekutive Verringerung der Lymphozyten 

in mesenterialen Lymphknoten für die CD4
+
 T-Lymphozyten. Allerdings sind die 

Differenzen der jeweiligen Zellpopulationen äußerst gering, weshalb die biologische 

Relevanz der Ergebnisse fraglich ist.  

In der Milz kam es nach CASP-Induktion zu einer Verringerung der Lymphozyten in 

FTY720-behandelten Mäusen. Auch im nicht-septischen Versuch konnte nach FTY720-

Gabe eine Verringerung von T-Lymphozyten in der Milz beobachtet werden (86; 53; 

123). FTY720 führte zum einen zur Sequestration von Lymphozyten in Lymphknoten 

und Payer-Plaques mit konsekutiv verminderter Einwanderung von Lymphozyten in die 

Milz (86). Zum anderen bewirkte FTY720 die Hemmung der S1P1-abhängigen 

Auswanderung reifer Lymphozyten aus dem Thymus, was ebenfalls eine verminderte 

Lymphozyteneinwanderung in die Milz mit sich brächte (55; 123).  

5.4 Einfluss von FTY720 auf peritoneale Makrophagen im CASP-Modell 

Beide peritoneale Makrophagenpopulationen, sowohl F4/80
low

MHCII
high

-Makrophagen 

(SMP, small macrophage population) als auch F4/80
high

MHCII
low

-Makrophagen (LMP, 

large macrophage population), fielen bereits sechs Stunden nach CASP-Induktion 

dramatisch ab. Dieses Verhalten während der initialen Phase einer intraperitonealen 

Entzündung ist charakteristisch für peritoneale Makrophagen und wird als sogenannte 

macrophage disappearance reaction (MDR) bezeichnet (124). Im Vergleich zu MDRs 

als Folge einer Thioglycolat- oder LPS-induzierten Peritonitis, bei der lediglich ein 

Verschwinden der LMP beobachtet werden konnte (68), kommt es nach CASP-

Induktion zu einem Verschwinden sowohl der LMP als auch der SMP. Diese 

Beobachtungen bestätigen diejenigen von Nguyen et al., die ein Verschwinden beider 

Makrophagenpopulationen nach intraperitonealer Injektion von Darminhalt 

beobachteten (69). Hiermit konnte bestätigt werden, dass die qualitative und 
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quantitative Ausprägung der MDR von der Art des infektiösen Stimulus abhängig zu 

sein scheint.
 

Als Ursache für die verminderten Makrophagenzahlen in der Peritonealflüssigkeit nach 

Induktion einer intraperitonealen Entzündung wurde zunächst eine verstärkte Adhärenz 

dieser Zellen an das Peritoneum angenommen (125). Später ging man davon aus, dass 

sich peritoneale Makrophagen als Reaktion auf eine Infektion vermehrt in drainierenden 

Lymphknoten (126) und im Omentum ansammeln (127). Hier finden sich in 

regelmäßigen Abständen Ansammlungen von Lymphozyten, welche als Milchflecken 

bezeichnet werden. Im Rahmen einer intraperitonealen Entzündung sammeln sich 

vermehrt Makrophagen um diese Milchflecken herum an. Daneben gibt es Daten, die 

das Verschwinden der Makrophagen auf eine vermehrte Apoptoseneigung zurückführen 

und der Ansammlung in Lymphknoten und Omentum weniger Bedeutung beimessen 

(128). Das Ausmaß der Beteiligung beider Mechanismen an der Ausbildung der MDR 

muss in zukünftigen Untersuchungen geklärt werden. 

FTY720 bewirkte eine signifikante Erhöhung der Zahl der F4/80
low

MHCII
high

-

Makrophagen und eine tendenzielle Erhöhung der Zahl der F4/80
high

MHCII
low

-

Makrophagen nach CASP-Induktion. S1P beeinflusst das Wanderungsverhalten von 

Makrophagen und apoptotische Zellen verstärken diese S1P-vermittelte Migration von 

Makrophagen in vitro und in vivo (75; 129). In einem murinen Thioglycolat-induzierten 

Peritonitismodell konnte gezeigt werden, dass die Rekrutierung peritonealer 

Makrophagen in die entzündete Peritonealhöhle entlang eines S1P-Gradienten erfolgte. 

Eine FTY720-Gabe führte in diesem Modell zu einer 80-prozentigen Reduktion 

peritonealer Makrophagen (74). In einem Zymosan-induzierten Peritonitismodell 

konnte weiterhin gezeigt werden, dass durch die im Rahmen einer Entzündung 

auftretende massive Apoptose neutrophiler Granulozyten die Expression von S1P1 auf 

peritonealen Makrophagen erhöhte und dadurch deren Auswanderung aus der 

entzündeten Peritonealhöhle initiiert wurde (75).  Die Daten in der vorliegenden Arbeit 

legen nahe, dass die FTY720-vermittelte Hemmung der S1P1-vermittelten Migration 

entlang eines S1P-Gradienten zur Akkumulation beider Makrophagenpopulationen in 

der Bauchhöhle führte. Allerdings wurde bislang nicht gezeigt, ob es auch unter den 

Bedingungen einer abdominellen polymikrobiellen Entzündung zur Aufrechterhaltung 

eines S1P-Gradienten kommt und in wieweit dieser durch den massiven Zelluntergang 

und die Freisetzung von Membranlipiden quantitativ beeinflusst wird. 
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5.5 Einfluss von FTY720 auf das Überleben im CASP-Modell 
 

In der vorliegenden Arbeit konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Behandlung mit 

dem Immunsuppressivum FTY720 keine Auswirkung auf das Überleben im murinen 

CASP-Modell besaß. Assfalg et al. konnten unter verschiedenen Bedingungen der 

Immunsuppression einen besonders deletären Verlauf der polymikrobiellen Sepsis 

beobachten. Nach Kombination der immunsuppressiven Therapie mit einer 

antibiotischen Therapie kam es in der gleichen Studie zu einer deutlichen Verbesserung 

des Überlebens (34). In der vorliegenden Arbeit führte eine Kombination mit einem 

Antibiotikum weder zu einer Verlängerung des Überlebens noch zu einer erhöhten 

Mortalität im Vergleich zur antibiotisch-behandelten Placebogruppe. Sowohl in der 

antibiotisch-behandelten FTY720- als auch in der antibiotisch-behandelten Placebo-

Gruppe kam es im Vergleich zu den nicht-antibiotisch-behandelten Tieren 

gleichermaßen zu einem verlängerten Überleben. Assfalg et al. verwendeten die 

Immunsuppresiva Tacrolimus, Mycophenolat-Mofetil (MMF) und Methylprednisolon, 

deren Wirkmechanismen sich deutlich von FTY720 unterscheiden. Tacrolimus hemmt 

die IL-2 Produktion und dadurch die Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten 

(130). MMF hemmt die B- und T-Zellfunktion durch Hemmung der 

Inosinmonophosphatdehydrogenase (IMPDH). Die Hemmung der IMPDH in T-

Lymphozyten führt zu einer verminderten T-Zellproliferation und einer verstärkten 

Apoptose aktivierter T-Lymphozyten. In B-Lymphozyten hemmt MMF die 

Proliferation von B-Lymphozyten und deren Antikörperproduktion (131). 

Glukokortikoide fördern die Th2-Immunantwort und verhindern die Aktivierung von 

Genen proinflammatorischer Zytokine (132). Im Gegensatz hierzu ist die 

immunsuppressive Wirkung von FTY720 auf die Sequestration von T-Lymphozyten in 

sekundär lymphatischen Organen zurückzuführen, wodurch die Auswanderung von T-

Effektorzellen zum Ort der Entzündung blockiert wird. Proliferations- und 

Differenzierungseigenschaften werden nicht beeinträchtigt (89). Die Gabe von 

Tacrolimus zusammen mit einem Antibiotikum führte bei Assfalg et al. zu einer 

erhöhten Letalität im Vergleich zur antibiotisch-behandelten Vergleichsgruppe. In 

FTY720-behandelten Mäusen, die zusätzlich ein Antibiotikum verabreicht bekamen, 

kam es hingegen zu keiner erhöhten Mortalität im Vergleich zur Kontrollgruppe. 

Tacrolimus und FTY720 wirken beide auf T-Lymphozyten, allerdings beeinträchtigen 
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sie in unterschiedlichem Ausmaß die intrinsische T-Zellfunktion. Tacrolimus induziert 

eine Hemmung der T-Zellaktivierung und T-Zellproliferation (130) was zu einem 

verminderten Überleben in der polymikrobiellen Sepsis zu führen scheint. Hingegen 

scheinen eine Beeinträchtigung der T-Zellmigration und die daraus resultierende 

periphere Lymphopenie zu keiner erhöhten Mortalität im CASP-Modell beizutragen. 

Im klinischen Alltag besitzen Patienten, die einer immunsuppressiven Therapie 

ausgesetzt sind durch die herabgesetzte Funktion des Immunsystems eine erhöhte 

Anfälligkeit für Infektionen. Seit der Zulassung von FTY720 besteht die Frage, ob 

Patienten, die einer immunsuppressiven Therapie mit FTY720 ausgesetzt sind, ebenfalls 

ein erhöhtes postoperatives Risiko für die Entwicklung einer polymikrobiellen 

abdominellen Sepsis besitzen. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann 

gefolgert werden, dass eine immunsuppressive Therapie mit FTY720 vermutlich nicht 

zu einem schwereren klinischen Verlauf einer postoperativen abdominellen Sepsis 

führt. Um diese Frage aber endgültig zu klären, müssen Daten von Patienten gewonnen 

werden. Wünschenswert hierzu wären entsprechende klinische Studien. 

 

 

Grenzen der vorliegenden Untersuchung 

Kritisch anzumerken ist die hohe Letalität in allen vier Gruppen der Überlebenskinetik. 

Zantl et al. und Maier et al. konnten jeweils für verschiedene Stentdurchmesser zeigen, 

dass die Letalität im CASP-Modell mit der Größe des eingesetzten Stents korrelierte 

(102; 112). Das Überleben sowohl in der Placebo- als auch in der FTY720-Gruppe von 

0 % unterschied sich allerdings deutlich von den Ergebnissen von Maier et al., die mit 

ihrer Arbeit bei einer Stentgröße von 16 G ein Überleben von 30 % voraussagten (102). 

Das CASP-Modell stellt einerseits ein geeignetes Tiermodell zur Untersuchung der 

experimentellen Sepsis dar (102), andererseits muss bedacht werden, dass es als 

Tiermodell einer Variabilität unterworfen ist, die auch nach sorgfältiger 

Versuchsplanung von Seiten der Versuchsdurchführung nicht beeinflusst werden kann: 

Trotz der Wahl des entsprechenden Stentdurchmessers kann die eigentliche Menge an 

Stuhl, die in die Bauchhöhle gelangt, nicht kontrolliert werden (116). Es wird 

angenommen, dass in der für diese Arbeit durchgeführten Überlebenskinetik eine 

größere Menge an Stuhl in die Bauchhöhle gelangte, als unter den 

Versuchsbedingungen von Maier et al., wodurch die bakterielle Last sehr ausgeprägt 

war. Diese Vermutung wird durch das erhöhte Überleben in der antibiotisch 
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behandelten Vergleichsgruppe unterstützt. Weiter wurde bei C57BL/6-Mäusen im 

Sommer und im Herbst eine signifikant höhere 3-Tages-Sterblichkeit nach CASP-

Induktion beobachtet als im Winter und im Frühling (133). Die Tatsache, dass die im 

Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche allesamt in Sommermonaten 

durchgeführt wurden, stellt einen weiteren Erklärungsansatz für die vergleichsweise 

hohe Letalität dar.  
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6 ZUSAMMENFASSUNG 
 

Ziel der vorgelegten Arbeit war es, die Auswirkung einer Medikation mit Fingolimod 

(FTY720) auf den Verlauf einer postoperativen polymikrobiellen Sepsis im murinen 

CASP-Modell sowie die Rolle der FTY720-induzierten Lymphopenie in der frühen 

Phase der abdominellen Sepsis zu untersuchen.  

Zur Induktion einer experimentellen Sepsis wurde hierbei das Colon-Ascendens-Stent-

Peritonitis (CASP) Modell verwendet. Eine Charakterisierung der Sepsis-induzierten 

Veränderungen der Zellpopulationen und Zytokinspiegel verschiedener 

Immunkompartimente in diesem Modell wurde in der vorliegenden Arbeit 

vorgenommen und bildete die Grundlage für die spätere Untersuchung der FTY720-

induzierten Veränderungen. 

Die Untersuchung der FTY720-induzierten quantitativen Veränderung der 

Zellpopulationen und der Zytokinspiegel im CASP-Modell zeigte, dass sich FTY720-

induzierte Veränderungen vor allem in den Immunzellpopulationen im Blut und in der 

Peritonealhöhle und in geringerem Maße auch in der Milz fanden. Hervorhebenswert ist 

eine in septischen Mäusen quantitativ geringer ausgeprägte Verringerung von CD4
+
 und 

CD8
+
 T-Zellen im Blut. Dies lässt vermuten, dass unter Bedingungen einer Sepsis das 

Gleichgewicht zwischen CCR7-vermittelten Retentionssignalen und S1P1-induzierten 

Emigrationssignalen in sekundär lymphatischen Organen durch weitere Faktoren 

verschoben war. Weitere Untersuchungen zu den zellbiologischen Grundlagen dieser 

Beobachtung sind notwendig. 

Die signifikante Erhöhung der F4/80
low

MHCII
high

- und die tendenzielle Erhöhung der 

F4/80
high

MHCII
low

-Makrophagen in der Peritonealflüssigkeit wies auf ein verändertes 

Migrationsverhalten dieser Zellen unter blockiertem S1P-Signalweg hin. Dadurch 

könnte es zu subtilen Veränderungen der Antigenpräsentation in den drainierenden 

Lymphknoten kommen, welche insbesondere für die später einsetzende Immunparalyse 

von Bedeutung sein könnte. Hier sind weitere Untersuchungen der Antigenpräsentation 

und der T-Zell-Antwort in Langzeitüberlebenden in Sepsismodellen mit geringerer 

Letalität notwendig. 

In der durchgeführten Überlebenskinetik konnte kein signifikanter Unterschied 

zwischen der Placebo- und der FTY720-behandelten Gruppe sowie der antibiotisch 

behandelten Placebo- und der antibiotisch behandelten FTY720-Gruppe festgestellt 

werden. Die FTY720-induzierten Veränderungen der Lymphozytenmigration hatten 
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demnach keinen Einfluss auf den Verlauf einer schweren abdominellen Sepsis im 

murinen CASP-Modell. Im Gegensatz zu Kombinationen von Immunsuppressiva, die 

intrinsische T-Zell-Funktionen wie Proliferation, T-Zell-Polarisation und 

Zytokinsekretion beeinflussen, induzierte das hauptsächlich die T-Zell-Migration 

beeinflussende FTY720 keine Änderung der Mortalität der polymikrobiellen Sepsis im 

murinen CASP-Modell im Vergleich zur Kontrollgruppe. Anhand der gezeigten 

Ergebnisse kann vermutet werden, dass Patienten mit schubförmiger Multiplen Sklerose 

und einer Fingolimod(FTY720)-induzierten Lymphopenie kein erhöhtes Risiko für 

einen schwereren Verlauf einer polymikrobiellen abdominellen Sepsis aufweisen. 

Weitere epidemiologische Studien müssen diese Hypothese untermauern. 

 

  



 

85 

LITERATURVERZEICHNIS 
  

1.   Bone RC, Balk RA, Cerra FB, Dellinger RP, Fein AM, Knaus WA, Schein 

RM, Sibbald WJ. Definitions for sepsis and organ failure and guidelines for the 

use of innovative therapies in sepsis. The ACCP/SCCM Consensus Conference 

Committee. American College of Chest Physicians/Society of Critical Care 

Medicine . Chest. 101(6), 1992, pp. 1644-55. 

2.   Levy MM, Fink MP, Marshall JC, Abraham E, Angus D, Cook D, Cohen J, 

Opal SM, Vincent JL, Ramsay G and Conference, International Sepsis 

Definitions Conference. 2001 SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS International 

Sepsis Definitions. Intensive Care Med. 2003, Vol. 29(4), pp. 530-8. 

3.   Reinhart K et al. Diagnosis and therapy of sepsis: guidelines of the German 

Sepsis Society Inc. and the German Interdisciplinary Society for Intensive and 

Emergency Medicine [Article in German]. Anaesthesist. 2006, Vol. 55 Suppl 1, 

pp. 43-56. 

4.   Reinhart K et al. Prevention, diagnosis, treatment, and follow-up care of sepsis. 

First revision of the S2k Guidelines of the German Sepsis Society (DSG) and the 

German Interdisciplinary Association for Intensive and Emergency Care 

Medicine (DIVI) . Ger Med Sci. 2010, Vol. 8, p. Doc14. 

5.   Singer M, Deutschman CS, Seymour CW, Shankar-Hari M, Annane D, 

Bauer M, Bellomo R, Bernard GR, Chiche JD, Coopersmith CM, Hotchkiss 

RS, Levy MM, Marshall JC, Martin GS, Opal SM, Rubenfeld GD, van der 

Poll T, Vincent JL, Angus DC. The Third International Consensus Definitions 

for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3). JAMA. 2016, Bd. 315(8), S. 801-10. 

6.   Martin GS, Mannino DM, Eaton S, Moss M. The epidemiology of sepsis in 

the United States from 1979 through 2000 . N Engl J Med. 2003, Vol. 348(16), 

pp. 1546-54. 

7.   Engel C, Brunkhorst FM, Bone HG, Brunkhorst R, Gerlach H, Grond S, 

Gruendling M, Huhle G, Jaschinski U, John S, Mayer K, Oppert M, Olthoff 

D, Quintel M, Ragaller M, Rossaint R, Stuber F, Weiler N, Welte T, 

Bogatsch H, Hartog C, Loeffler M, Reinhart K. Epidemiology of sepsis in 

Germany: results from a national prospective multicenter study. Intensive Care 

Med. 2007, Vol. 33(4), pp. 606-18. 

8.   Moerer O, Quintel M. Sepsis in adult patients - definitions, epidemiology and 

economic aspects [Article in German]. Internist (Berl). 2009, Vol. 50(7), pp. 

788, 790-4, 796-8. 

9.   Moerer O, Burchardi H. The cost of sepsis [Article in German]. Anaesthesist. 

2006, Vol. 55, pp. 36-42. 

10.   Vincent JL, Rello J, Marshall J, Silva E, Anzueto A, Martin CD, Moreno R, 

Lipman J, Gomersall C, Sakr Y, Reinhart K, for the EPIC II Group of 

Investigators. International Study of the Prevalence and Outcomes of Infection 

in Intensive Care Units. JAMA. 2009, Vol. 302(21), pp. 2323-2329. 

11.   Sartelli M, Catena F, Di Saverio S, Ansaloni L, Malangoni M, Moore EE, 

Moore FA, Ivatury R, Coimbra R, Leppaniemi A, Biffl W, Kluger Y, Fraga 

GP, Ordonez CA, Marwah S, Gerych I, Lee JG, Tranà C, Coccolini F, 

Corradetti F, Kirkby-Bott J. Current concept of abdominal sepsis: WSES 

position paper. World J Emerg Surg. 2014, Vol. 9, pp. 1749-7922. 

12.   Sriskandan S, Altmann DM. The immunology of sepsis. J Pathol. 2008, Vol. 

214(2), pp. 211-23. 



 

86 

13.   Stearns-Kurosawa DJ, Osuchowski MF, Valentine C, Kurosawa S, Remick 

DG. The pathogenesis of sepsis. Annu Rev Pathol Mech Dis. 2011, Vol. 6, pp. 

19-48. 

14.   Bone, RC. The pathogenesis of sepsis. Ann Intern Med. 1991, Vol. 115(6), pp. 

457-69. 

15.   Bone, RC. Why sepsis trials fail. JAMA. 1996, Vol. 276(7), pp. 565-6. 

16.   Angus DC, van der Poll T. Severe sepsis and septic shock. N Engl J Med. 

2013, Vol. 369(9), pp. 840-51. 

17.   Rosas-Ballina M, Olofsson PS, Ochani M, Valdés-Ferrer SI, Levine YA, 

Reardon C, Tusche MW, Pavlov VA, Andersson U, Chavan S, Mak TW, 

Tracey KJ. Acetylcholine-synthesizing T cells relay neural signals in a vagus 

nerve circuit. Science. 2011, Vol. 334(6052), pp. 98-101. 

18.   Hotchkiss RS, Karl IE. The pathophysiology and treatment of sepsis. N Engl J 

Med. 2003, Vol. 348(2), pp. 138-50. 

19.   Xiao W et al. A genomic storm in critically injured humans. J Exp Med. 2011, 

Vol. 208(13), pp. 2581-90. 

20.   Novotny AR, Reim D, Assfalg V, Altmayr F, Friess HM, Emmanuel K, 

Holzmann B. Mixed antagonist response and sepsis severity-dependent 

dysbalance of pro- and anti-inflammatory responses at the onset of postoperative 

sepsis. Immunobiology. 2012, Vol. 217(6), pp. 616-21. 

21.   Maier S, Traeger T, Westerholt A, Heidecke CD. Special aspects of 

abdominal sepsis [Article in German]. Chirurg. 2005, Vol. 76(9), pp. 829-36. 

22.   Luckheeram RV, Zhou R, Verma AD, Xia B. CD4⁺T cells: differentiation and 

functions. Clin Dev Immunol . 2012, Vol. 2012: 92513. 

23.   Shelley O, Murphy T, Paterson H, Mannick JA, Lederer JA. Interaction 

between the innate and adaptive immune systems is required to survive sepsis 

and control inflammation after injury. Shock. 2003, Vol. 20(2), pp. 123-9. 

24.   Martignoni A, Tschöp J, Goetzman HS, Choi LG, Reid MD, Johannigman 

JA, Lentsch AB, Caldwell CC. CD4-expressing cells are early mediators of the 

innate immune system during sepsis. Shock. 2008, Vol. 29(5), pp. 591-7. 

25.   Zanin-Zhorov A, Tal-Lapidot G, Cahalon L, Cohen-Sfady M, Pevsner-

Fischer M, Lider O, Cohen IR. Cutting edge: T Cells respond to 

lipopolysaccharide innately via TLR4 signaling. J Immunol. 2007, Vol. 179, pp. 

41-44. 

26.   Enoh VT, Lin SH, Etogo A, Lin CY, Sherwood ER. CD4+ T-cell depletion is 

not associated with alterations in survival, bacterial clearance, and inflammation 

after cecal ligation and puncture. Shock. 2008, Vol. 29(1), pp. 56-64. 

27.   Bosmann M, Russkamp NF, Patel VR, Zetoune FS, Sarma JV, Ward PA. 

The outcome of polymicrobial sepsis is independent of T and B cells. Shock. 

2011, Vol. 36(4), pp. 396-401. 

28.   Reim D, Westenfelder K, Kaiser-Moore S, Schlautkötter S, Holzmann B, 

Weighardt H. Role of T cells for cytokine production and outcome in a model 

of acute septic peritonitis. Sock. 2009, Vol. 31(3), pp. 245-50. 

29.   Kasten KR, Tschöp J, Adediran SG, Hildeman DA, Caldwell CC. T cells are 

potent early mediators of the host response to sepsis. Shock. 2010, Vol. 34(4), 

pp. 327-36. 

30.   Hotchkiss RS, Monneret G, Payen D. Sepsis-induced immunosuppression: 

from cellular dysfunctions to immunotherapy. Nat Rev Immunol. 2013, Vol. 

13(12), pp. 862-74. 



 

87 

31.   Dellinger RP et al. Surviving sepsis campaign: international guidelines for 

management of severe sepsis and septic shock: 2012. Crit Care Med. 2013, Vol. 

41(2), pp. 580-637. 

32.   Freeman BD, Natanson C. Anti-inflammatory therapies in sepsis and septic 

shock. Expert Opinion on Investigational Drugs. 2000, Vol. 9(7), pp. 1651-63. 

33.   Volbeda M, Wetterslev J, Gluud C, Zijlstra JG, van der Horst IC, Keus F. 

Glucocorticosteroids for sepsis: systematic review with meta-analysis and trial 

sequential analysis. Intensive Care Med. 2015, Vol. 41(7), pp. 1220-34. 

34.   Assfalg V, Hüser N, Reim D, Kaiser-Moore S, Rossmann-Bloeck T, 

Weighardt H, Novotny AR, Stangl MJ, Holzmann B, Emmanuel KL. 
Combined immunosuppressive and antibiotic therapy improves bacterial 

clearance and survival of polymicrobial septic peritonitis. Shock . 2010, Vol. 

33(2), pp. 155-61. 

35.   Hutchins NA, Unsinger J, Hotchkiss RS, Ayala A. The new normal: 

immunomodulatory agents against sepsis immune suppression. Trends Mol Med. 

2014, Vol. 20(4), pp. 224-33. 

36.   Unsinger J, McGlynn M, Kasten KR, Hoekzema AS, Watanabe E, Muenzer 

JT, McDonough JS, Tschoep J, Ferguson TA, McDunn JE, Morre M, 

Hildeman DA, Caldwell CC, Hotchkiss RS. IL-7 promotes T cell viability, 

trafficking, and functionality and improves survival in sepsis. J Immunol. 2010, 

Vol. 184(7), pp. 3768-79. 

37.   Inoue S, Unsinger J, Davis CG, Muenzer JT, Ferguson TA, Chang K, 

Osborne DF, Clark AT, Coopersmith CM, McDunn JE, Hotchkiss RS. IL-

15 prevents apoptosis, reverses innate and adaptive immune dysfunction, and 

improves survival in sepsis. J Immunol. 2010, Vol. 184(3), pp. 1401-9. 

38.   Meisel C, Schefold JC, Pschowski R, Baumann T, Hetzger K, Gregor J, 

Weber-Carstens S, Hasper D, Keh D, Zuckermann H, Reinke P, Volk HD. 
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor to reverse sepsis-associated 

immunosuppression: a double-blind, randomized, placebo-controlled multicenter 

trial. Am J Respir Crit Care Med. 2009, Vol. 180(7), pp. 640-8. 

39.   Huang X, Venet F, Wang YL, Lepape A, Yuan Z, Chen Y, Swan R, Kherouf 

H, Monneret G, Chung CS, Ayala A. PD-1 expression by macrophages plays a 

pathologic role in altering microbial clearance and the innate inflammatory 

response to sepsis. Proc Natl Acad Sci U S A. 2009, Vol. 106(15), pp. 6303-8. 

40.   Gotts JE, Matthay MA. Sepsis: pathophysiology and clinical management. 

BMJ. 2016, Vol. 353, p. i1585 . 

41.   Chun J, Goetzl EJ, Hla T, Igarashi Y, Lynch KR, Moolenaar W, Pyne S, 

Tigyi G. International Union of Pharmacology. XXXIV. Lysophospholipid 

receptor nomenclature. Pharmacol Rev. 2002, Vol. 54(2), pp. 265-9. 

42.   Hla T, Maciag T. An abundant transcript induced in differentiating human 

endothelial cells encodes a polypeptide with structural similarities to G-protein-

coupled receptors. J Biol Chem. 1990, Vol. 265(16), pp. 9308-13. 

43.   Lee MJ, Van Brocklyn JR, Thangada S, Liu CH, Hand AR, Menzeleev R, 

Spiegel S, Hla T. Sphingosine-1-phosphate as a ligand for the G protein-coupled 

receptor EDG-1. Science. 1998, Vol. 279 (5356), pp. 1552-55. 

44.   Chun J, Hla T, Lynch KR, Spiegel S, Moolenaar WH. International Union of 

Basic and Clinical Pharmacology. LXXVIII. Lysophospholipid receptor 

nomenclature. Pharmacol Rev. 2010, Vol. 62(4), pp. 579-87. 

45.   Mutoh T, Rivera R, Chun J. Insights into the pharmacological relevance of 

lysophospholipid receptors. Br J Pharmacol. 2012, Vol. 165(4), pp. 829-44. 



 

88 

46.   Brinkmann, V. Sphingosine 1-phosphate receptors in health and disease: 

mechanistic insights from gene deletion studies and reverse pharmacology. 

Pharmacol Ther. 2007, Vol. 115(1), pp. 84-105. 

47.   Blaho VA, Hla T. Regulation of mammalian physiology, development, and 

disease by the sphingosine 1-phosphate and lysophosphatidic acid receptors. 

Chem Rev. 2011, Vol. 111(10), pp. 6299-320. 

48.   Rivera J, Proia RL, Olivera A. The alliance of sphingosine-1-phosphate and its 

receptors in immunity. Nat Rev Immunol. 2008, Vol. 8(10), pp. 753-63. 

49.   Spiegel S, Milstien S. The outs and the ins of sphingosine-1-phosphate in 

immunity. Nat Rev Immunol. 2011, Vol. 11(6), pp. 403-15. 

50.   Schwab S, Pereira J, Matloubian M, Xu Y, Huang Y, Cyster JG. 

Lymphocyte sequestration through S1P lyase inhibition and disruption of S1P 

gradients. Science. 2005, Vol. 309(5741), pp. 1735-9. 

51.   Pappu R, Schwab S, Cornelissen I, Pereira J, Regard J, Xu Y, Camerer E, 

Zheng Y-W, Huang Y, Cyster JG, Coughlin S. Promotion of lymphocyte 

egress into blood and lymph by distinct sources of sphingosine-1-phosphate. 

Science. 2007, Vol. 316(5822), pp. 295-8. 

52.   Pham TH, Baluk P, Xu Y, Grigorova I, Bankovich AJ, Pappu R, Coughlin 

SR, McDonald DM, Schwab SR, Cyster JG. Lymphatic endothelial cell 

sphingosine kinase activity is required for lymphocyte egress and lymphatic 

patterning. J Exp Med. 2010, Vol. 207(1), pp. 17-27. 

53.   Mandala S, Hajdu R, Bergstrom J, Quackenbush E, Xie J, Milligan J, 

Thornton R, Shei GJ, Card D, Keohane C, Rosenbach M, Hale J, Lynch 

CL, Rupprecht K, Parsons W, Rosen H. Alteration of lymphocyte trafficking 

by sphingosine-1-phosphate receptor agonists. Science. 2002, Vol. 296(5566), 

pp. 346-9. 

54.   Matloubian M, Lo CG, Cinamon G, Lesneski MJ, Xu Y, Brinkmann V, 

Allende ML, Proia RL, Cyster JG. Lymphocyte egress from thymus and 

peripheral lymphoid organs is dependent on S1P receptor 1. Nature. 2004, Vol. 

427, pp. 355-60. 

55.  Allende ML, Dreier JL, Mandala S, Proia RL. Expression of the S1P1 on T-

cells controls thymic emigration. J Biol Chem. 2004, Vol. 279(15), pp. 15396-

401. 

56.  Lo C, Xu Y, Proia R, Cyster JG. Cyclic modulation of sphingosine-1-

phosphate receptor 1 surface expression during lymphocyte recirculation and 

relationship to lymphoid organ transit. JEM . 2005, Vol. 201(2), pp. 291-301. 

57.  Arnon TI, Xu Y, Lo C, Pham T, An J, Coughlin S, Dorn GW, Cyster JG. 

GRK2-dependent S1PR1 desensitization is required for lymphocytes. Science. 

2011, Vol. 333(6051), pp. 1898-903. 

58.  Girard JP, Moussion C, Förster R. HEVs, lymphatics and homeostatic 

immune cell trafficking in lymph nodes. Nat Rev Immunol. 2012, Vol. 12(11), 

pp. 762-73. 

59.  Bankovich AJ, Shiow LR, Cyster JG. CD69 suppresses sphingosine 1-

phosophate receptor-1 (S1P1) function through interaction with membrane helix 

4. J Biol Chem. 2010, Vol. 285(29), pp. 22328-37. 

60.  Pham TH, Okada T, Matloubian M, Lo CG, Cyster JG. S1P1 receptor 

signaling overrides retention mediated by Gαi-coupled receptors to promote T 

cell egress. Immunity. 2008, Vol. 28(1), pp. 122-33. 

61.  Cyster JG, Schwab SR. Sphingosine-1-phosphate and lymphocyte egress from 

lymphoid organs. Annu Rev Immunol. 2012, Vol. 30, pp. 69-94. 



 

89 

62.  Dorsam G, Graeler MH, Seroogy C, Kong Y, Voice JK, Goetzl EJ. 

Transduction of multiple effects of sphingosine 1-phosphate (S1P) on T cell 

functions by the S1P1 G protein-coupled receptor. J Immunol. 2003, Vol. 171, 

pp. 3500-7. 

63.  Garris CS, Wu L, Acharya S, Arac A, Blaho VA, Huang Y, Moon BS, Axtell 

RC, Ho PP, Steinberg GK, Lewis DB, Sobel RA, Han DK, Steinman L, 

Snyder MP, Hla T, Han MH. Defective sphingosine 1-phosphate receptor 1 

(S1P1) phosphorylation exacerbates TH17-mediated autoimmune 

neuroinflammation. Nat Immunol. 2013, Vol. 14(11), pp. 1166-72. 

64.  Schulze T, Golfier S, Tabeling C, Räbel K, Gräler MH, Witzenrath M, Lipp 

M. Sphingosine-1-phospate receptor 4 (S1P₄) deficiency profoundly affects 

dendritic cell function and TH17-cell differentiation in a murine model. FASEB 

J. 2011, Vol. 25(11), pp. 4024-36. 

65.  Liu G, Yang K, Burns S, Shrestha S, Chi H. The S1P(1)-mTOR axis directs 

the reciprocal differentiation of T(H)1 and T(reg) cells. Nat Immunol. 2010, Vol. 

11(11), pp. 1047-56. 

66.  Wang W, Huang MC, Goetzl EJ. Type 1 sphingosine 1-phosphate G protein-

coupled receptor (S1P1) mediation of enhanced IL-4 generation by CD4 T cells 

from S1P1 transgenic mice. J Immunol. 2007, Vol. 178(8), pp. 4885-90. 

67.  Wang W, Graeler MH, Goetzl EJ. Type 4 sphingosine 1-phosphate G protein-

coupled receptor (S1P4) transduces S1P effects on T cell proliferation and 

cytokine secretion without signaling migration. FASEB J. 2005, Vol. 19(12), pp. 

1731-3. 

68.  Ghosn EE, Cassado AA, Govoni GR, Fukuhara T, Yang Y, Monack DM, 

Bortoluci KR, Almeida SR, Herzenberg LA, Herzenberg LA. Two 

physically, functionally, and developmentally distinct peritoneal macrophage 

subsets. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010, Vol. 107(6), pp. 2568-73. 

69.  Nguyen HH, Tran BT, Muller W, Jack RS. IL-10 acts as a developmental 

switch guiding monocyte differentiation to macrophages during a murine 

peritoneal infection. J Immunol. 2012, Vol. 189(6), pp. 3112-20. 

70.  Cassado Ados A, D'Império Lima MR, Bortoluci KR. Revisiting mouse 

peritoneal macrophages: heterogeneity, development, and function. Front 

Immunol. 2015, Vol. 6(225). 

71.  Hughes JE, Srinivasan S, Lynch KR, Proia RL, Ferdek P, Hedrick CC. 

Sphingosine-1-phosphate induces an antiinflammatory phenotype in 

macrophages. Circ Res. 2008, Vol. 102(8), pp. 950-8. 

72.  McQuiston T, Luberto C, Del Poeta M. Role of sphingosine-1-phosphate 

(S1P) and S1P receptor 2 in the phagocytosis of Cryptococcus neoformans by 

alveolar macrophages. Microbiology. 2011, Vol. 157(Pt 5), pp. 1416-27. 

73.  Michaud J, Im DS, Hla T. Inhibitory role of sphingosine 1-phosphate receptor 

2 in macrophage recruitment during inflammation. J Immunol. 2010, Vol. 

184(3), pp. 1475-83. 

74.  Keul P, Lucke S, von Wnuck Lipinski K, Bode C, Gräler M, Heusch G, 

Levkau B. Sphingosine-1-Phosphate Receptor 3 Promotes Recruitment of 

Monocyte/Macrophages in Inflammation and Atherosclerosis. Circulation 

Research. 2011, Vol. 108(3), pp. 314-23. 

75.  Weichand B, Weis N, Weigert A, Grossmann N, Levkau B, Brüne B. 

Apoptotic cells enhance sphingosine-1-phosphate receptor 1 dependent 

macrophage migration. Eur J Immunol . 2013, Vol. 43(12), pp. 3306-13. 



 

90 

76.  Blaho VA, Hla T. An update on the biology of sphingosine 1-phosphate 

receptor. J Lipid Res. 2014, Vol. 55(8), pp. 1596-1608. 

77.  Keul P, Lucke S, von Wnuck Lipinski K, Bode C, Gräler M, Heusch G, 

Levkau B. Sphingosine-1-phosphate receptor 3 promotes recruitment of 

monocyte/macrophages in inflammation and atherosclerosis. Circ Res. 2011, 

Vol. 108(3), pp. 314-23. 

78.  Fujita T, Inoue K, Yamamoto S, Ikumoto T, Sasaki S, Toyama R, Chiba K, 

Hoshino Y, Okumoto T. Fungal metabolites. Part 11. A potent 

immunosuppressive activity found in Isaria sinclairii metabolite. J Antibiot 

(Tokyo). 1994, Vol. 47(2), pp. 208-15. 

79.  Kluepfel D, Bagli J, Baker H, Charest MP, Kudelski A. Myriocin, a new 

antifungal antibiotic from Myriococcum albomyces. J Antibiot (Tokyo). 1972, 

Vol. 25(2), pp. 109-15. 

80.  Adachi K, Kohara T, Nakao N, Arita M, Chiba K, Mishina T, Sasaki S, 

Fujita T. Design, synthesis, and structure-activity relationships of 2-substituted-

2-amino-1,3-propanediols: discovery of a novel immunosuppressant, FTY720. 

Bioorg Med Chem Lett . 1995, Vol. 5(8), pp. 853-56. 

81.  Brinkmann V, Billich A, Baumruker T, Heining P, Schmouder R, Francis 

G, Aradhye S, Burtin P. Fingolimod (FTY720): discovery and development of 

an oral drug to treat multiple sclerosis. Nat Rev Drug Discov. 2010, Vol. 9(11), 

pp. 883-97. 

82.  Sanchez T, Estrada-Hernandez T, Paik JH, Wu MT, Venkataraman K, 

Brinkmann V, Claffey K, Hla T. Phosphorylation and action of the 

immunomodulator FTY720 inhibits vascular endothelial cell growth factor-

induced vascular permeability. J Biol Chem. 2003, Vol. 278(47), pp. 47281-90. 

83.  Brinkmann V, Davis MD, Heise CE, Albert R, Cottens S, Hof R, Bruns C, 

Prieschl E, Baumruker T, Hiestand P, Foster CA, Zollinger M, Lynch KR. 
The immune modulator FTY720 targets sphingosine 1-phosphate receptors. J 

Biol Chem. 2002, Vol. 277(24), pp. 21453-7. 

84.  Kiuchi M, Adachi K, Tomatsu A, Chino M, Takeda S, Tanaka Y, Maeda Y, 

Sato N, Mitsutomi N, Sugahara K, Chiba K. Asymmetric synthesis and 

biological evaluation of the enantiomeric isomers of the immunosuppressive 

FTY720-phosphate. Bioorg Med Chem. 2005, Vol. 13(2), pp. 425-32. 

85.  Deng Q, Clemas JA, Chrebet G, Fischer P, Hale JJ, Li Z, Mills SG, 

Bergstrom J, Mandala S, Mosley R, Parent SA. Identification of Leu276 of 

the S1P1 receptor and Phe263 of the S1P3 receptor in interaction with receptor 

specific agonists by molecular modeling, site-directed mutagenesis, and affinity 

studies. Mol Pharmacol. 2007, Vol. 71(3), pp. 724-35. 

86.  Chiba K, Yanagawa Y, Masubuchi Y, Kataoka H, Kawaguchi T, Ohtsuki 

M, Hoshino Y. FTY720, a novel immunosuppressant, induces sequestration of 

circulating mature lymphocytes by acceleration of lymphocyte homing in rats. I. 

FTY720 selectively decreases the number of circulating mature lymphocytes by 

acceleration of lymphocyte homing. J Immunol . 1998, Vol. 160(10), pp. 5037-

44. 

87.  Chiba K, Kataoka H, Seki N, Maeda Y, Sugahara K. Fingolimod (FTY720), 

the S1P receptor modulator as a new therapeutic drug in multiple sclerosis. 

Inflammation and Regeneration. 2011, Vol. 31(2), pp. 167-74. 

88.  Zhi L, Kim P, Thompson BD, Pitsillides C, Bankovich AJ, Yun SH, Lin CP, 

Cyster JG, Wu MX. FTY720 blocks egress of T cells in part by abrogation of 



 

91 

their adhesion on the lymph node sinus. J Immunol . 2011, Vol. 187(5), pp. 

2244-51. 

89.  Pinschewer DD, Ochsenbein AF, Odermatt B, Brinkmann V, Hengartner 

H, Zinkernagel RM. FTY720 immunosuppression impairs effector T cell 

peripheral homing without affecting induction, expansion, and memory. J 

Immunol. 2000, Vol. 164(11), pp. 5761-70. 

90.  Mansoor M, Melendez AJ. Recent trials for FTY720 (fingolimod): a new 

generation of immunomodulators structurally similar to sphingosine. Rev Recent 

Clin Trials. 2008, Vol. 3(1), pp. 62-9. 

91.  Idzko M, Hammad H, van Nimwegen M, Kool M, Müller T, Soullié T, 

Willart MA, Hijdra D, Hoogsteden HC, Lambrecht BN. Local application of 

FTY720 to the lung abrogates experimental asthma by altering dendritic cell 

function. J Clin Invest. 2006, Vol. 116(11), pp. 2935-44. 

92.  Sawicka E, Zuany-Amorim C, Manlius C, Trifilieff A, Brinkmann V, 

Kemeny DM, Walker C. Inhibition of Th1- and Th2-mediated airway 

inflammation by the sphingosine 1- phosphate receptor agonist FTY720. J 

Immunol. 2003, Vol. 171, pp. 6206-14. 

93.  Nofer JR, Bot M, Brodde M, Taylor PJ, Salm P, Brinkmann V, van Berkel 

T, Assmann G, Biessen EA. FTY720, a synthetic sphingosine 1 phosphate 

analogue, inhibits development of atherosclerosis in low-density lipoprotein 

receptor-deficient mice. Circulation. 2007, Vol. 115(4), pp. 501-8. 

94.  Sawicka E, Dubois G, Jarai G, Edwards M, Thomas M, Nicholls A, Albert 

R, Newson C, Brinkmann V, Walker C. The sphingosine 1-phosphate receptor 

agonist FTY720 differentially affects the sequestration of CD4+/CD25+ T-

regulatory cells and enhances theifunctional activity. J Immunol. 2005, Vol. 

175(12), pp. 7973-80. 

95.  Deguchi Y, Andoh A, Yagi Y, Bamba S, Inatomi O, Tsujikawa T, Fujiyama 

Y. The S1P receptor modulator FTY720 prevents the development of 

experimental colitis in mice. Oncol Rep. 2006, Vol. 16(4), pp. 699-703. 

96.  Coldewey SM, Benetti E, Collino M, Pfeilschifter J, Sponholz C, Bauer M, 

Huwiler A, Thiemermann C. Elevation of serum sphingosine-1-phosphate 

attenuates impaired cardiac function in experimental sepsis. Sci Rep. 2016, Vol. 

6:27594. 

97.  Kappos L, Antel J, Comi G, Montalban X, O'Connor P, Polman CH, Haas 

T, Korn AA, Karlsson G, Radue EW (FTY720 D2201 Study Group). Oral 

fingolimod (FTY720) for relapsing multiple sclerosis. N Engl J Med. 2006, Vol. 

355(11), pp. 1124-40. 

98.  Kappos L, Radue EW, O'Connor P, Polman C, Hohlfeld R Calabresi P, 

Selmaj K, Agoropoulou C, Leyk M, Zhang-Auberson L, Burtin P 

(FREEDOMS Study Group). A placebo-controlled trial of oral fingolimod in 

relapsing multiple sclerosis. N Engl J Med. 2010, Vol. 362, pp. 387-401. 

99.  Cohen JA, Barkhof F, Comi G, Hartung HP, Khatri BO, Montalban X, 

Pelletier J, Capra R, Gallo P, Izquierdo G, Tiel-Wilck K, de Vera A, Jin J, 

Stites T, Wu S, Aradhye S, Kappos L (TRANSFORMS Study Group). Oral 

fingolimod or intramuscular interferon for relapsing multiple sclerosis. N Engl J 

Med. 2010, Vol. 362(5), pp. 402-15. 

100.  Lublin F, Miller DH, Freedman MS, Cree BA, Wolinsky JS, Weiner H, 

Lubetzki C, Hartung HP, Montalban X, Uitdehaag BM, Merschhemke M, 

Li B, Putzki N, Liu FC, Häring DA, Kappos L and investigators, INFORMS 

study. Oral fingolimod in primary progressive multiple sclerosis (INFORMS): a 



 

92 

phase 3, randomised, double-blind, placebo-controlled trial. Lancet. 2016, Vol. 

387(10023), pp. 1075-84. 

101.  Warnke C, Stüve O, Hartung HP, Fogdell-Hahn A, Kieseier BC. Critical 

appraisal of the role of fingolimod in the treatment of multiple sclerosis. 

Neuropsychiatr Dis Treat. 2011, Vol. 7, pp. 519-27. 

102.  Maier S, Traeger T, Entleutner M, Westerholt A, Kleist B, Hüser N, 

Holzmann B, Stier A, Pfeffer K, Heidecke CD. Cecal ligation and puncture 

versus colon ascendens stent peritonitis: two distinct animal models for 

polymicrobial sepsis. Shock. 2004, Vol. 21(6), pp. 505-11. 

103.  Poutsiaka DD, Davidson LE, Kahn KL, Bates DW, Snydman DR, Hibberd 

PL. Risk factors for death after sepsis in patients immunosuppressed before the 

onset of sepsis. Scand J Infect Dis. 2009, Vols. 41(6-7), pp. 469-79. 

104.  Lewis RT, Klein H. Risk factors in postoperative sepsis: significance of 

preoperative lymphocytopenia. J Surg Res. 1979, Vol. 26(4), pp. 365-71. 

105.  Soehnlein O, Lindbom L. Phagocyte partnership during the onset and 

resolution of inflammation. Nat Rev Immunol. 2010, Vol. 10(6), pp. 427-39. 

106.  Venet F, Davin F, Guignant C, Larue A, Cazalis MA, Darbon R, Allombert 

C, Mougin B, Malcus C, Poitevin-Later F, Lepape A, Monneret G. Early 

assessment of leukocyte alterations at diagnosis of septic shock. Shock. 2010, 

Vol. 34(4), pp. 358-63. 

107.  Monserrat J, de Pablo R, Reyes E, Díaz D, Barcenilla H, Zapata MR, De la 

Hera A, Prieto A, Alvarez-Mon M. Clinical relevance of the severe 

abnormalities of the T cell compartment in septic shock patients. Crit Care. 

2009, Vol. 13(1), p. R26. 

108.  Hotchkiss RS, Tinsley KW, Swanson PE, Schmieg RE Jr, Hui JJ, Chang 

KC, Osborne DF, Freeman BD, Cobb JP, Buchman TG, Karl IE. Sepsis-

induced apoptosis causes progressive profound depletion of B and CD4+ T 

lymphocytes in humans. J Immunol. 2001, Vol. 166(11), pp. 6952-63. 

109.  Le Tulzo Y, Pangault C, Gacouin A, Guilloux V, Tribut O, Amiot L, 

Tattevin P, Thomas R, Fauchet R, Drénou B. Early circulating lymphocyte 

apoptosis in human septic shock is associated with poor outcome. Shock. 2002, 

Vol. 18(6), pp. 487-94. 

110.  Osuchowski MF, Welch K, Siddiqui J, Remick DG. Circulating 

cytokine/inhibitor profiles reshape the understanding of the SIRS/CARS 

continuum in sepsis and predict mortality. J Immunol. 2006, Vol. 177(3), pp. 

1967-74. 

111.  Hensler T, Heidecke CD, Hecker H, Heeg K, Bartels H, Zantl N, Wagner H, 

Siewert JR, Holzmann B. Increased susceptibility to postoperative sepsis in 

patients with impaired monocyte IL-12 production. J Immunol. 1998, Vol. 

161(5), pp. 2655-9. 

112.  Zantl N, Uebe A, Neumann B, Wagner H, Siewert JR, Holzmann B, 

Heidecke CD, Pfeffer K. Essential role of gamma interferon in survival of 

colon ascendens stent peritonitis, a novel murine model of abdominal sepsis. 

Infect Immun. 1998, Vol. 66(5), pp. 2300-9. 

113.  Ono S, Ueno C, Aosasa S, Tsujimoto H, Seki S, Mochizuki H. Severe sepsis 

induces deficient interferon-gamma and interleukin-12 production, but 

interleukin-12 therapy improves survival in peritonitis. Am J Surg. 2001, Vol. 

182(5), pp. 491-7. 

114.  Leentjens J, Kox M, Koch RM, Preijers F, Joosten LA, van der Hoeven JG, 

Netea MG, Pickkers P. Reversal of immunoparalysis in humans in vivo: a 



 

93 

double-blind, placebo-controlled, randomized pilot study. Am J Respir Crit Care 

Med. 2012, Vol. 186(9), pp. 838-45. 

115.  Kobayashi M, Fitz L, Ryan M, Hewick RM, Clark SC, Chan S, Loudon R, 

Sherman F, Perussia B, Trinchieri G. Identification and purification of natural 

killer cell stimulatory factor (NKSF), a cytokine with multiple biologic effects 

on human lymphocytes. J Exp Med. 1989, Vol. 170(3), pp. 827-45. 

116.  Buras JA, Holzmann B, Sitkovsky M. Animal models of sepsis: setting the 

stage. Nat Rev Drug Discov. 2005, Vol. 4(10), pp. 854-65. 

117.  Remick DG, Newcomb DE, Bolgos GL, Call DR. Comparison of the mortality 

and inflammatory response of two models of sepsis: lipopolysaccharide vs. cecal 

ligation and puncture. Shock. 2000, Vol. 13(2), pp. 110-6. 

118.  Thangada S, Khanna KM, Blaho VA, Oo ML, Im DS, Guo C, Lefrancois L, 

Hla T. Cell-surface residence of sphingosine 1-phosphate receptor 1 on 

lymphocytes determines lymphocyte egress. J Exp Med. 2010, Vol. 207(7), pp. 

1475-83 . 

119.  Kovarik JM, Schmouder RL, Slade AJ. Overview of FTY720 clinical 

pharmacokinetics and pharmacology. Ther Drug Monit. 2004, Vol. 26(6) , pp. 

585-7. 

120.  Lukas G, Brindle SD, Greengard P. The route of absorption of 

intraperitoneally administered compounds. J Pharmacol Exp Ther. 1971, Vol. 

178(3), pp. 562-4. 

121.  Liu H, Sugiura M, Nava VE, Edsall LC, Kono K, Poulton S, Milstien S, 

Kohama T, Spiegel S. Molecular cloning and functional characterization of a 

novel mammalian sphingosine kinase type 2 isoform. J Biol Chem. 2000, Vol. 

275(26), pp. 19513-20. 

122.  Luo ZJ, Tanaka T, Kimura F, Miyasaka M. Analysis of the mode of action of 

a novel immunosuppressant FTY720 in mice. Immunopharmacology. 1999, Vol. 

41(3), pp. 199-207. 

123.  Takai K, Takahara S, Isoyama N, Tsuchida M, Matsumura M, Kishi Y, 

Uchiyama K, Naito K. Effects of FTY720 on rat lymphoid organs. Transplant 

Proc. 2004, Vol. 36(8), pp. 2453-6. 

124.  Barth MW, Hendrzak JA, Melnicoff MJ, Morahan PS. Review of the 

macrophage disappearance reaction. J Leukoc Biol. 1995, Vol. 57(3), pp. 361-7. 

125.  Jonjić N, Peri G, Bernasconi S, Sciacca FL, Colotta F, Pelicci P, 

Lanfrancone L, Mantovani A. Expression of adhesion molecules and 

chemotactic cytokines in cultured human mesothelial cells. J Exp Med. 1992, 

Vol. 176(4), pp. 1165-74. 

126.  Bellingan GJ, Caldwell H, Howie SE, Dransfield I, Haslett C. In vivo fate of 

the inflammatory macrophage during the resolution of inflammation: 

inflammatory macrophages do not die locally, but emigrate to the draining 

lymph nodes. J Immunol. 1996, Vol. 157(6), pp. 2577-85. 

127.  Okabe Y, Medzhitov R. Tissue-specific signals control reversible program of 

localization and functional polarization of macrophages. Cell. 2014, Vol. 157(4), 

pp. 832-44. 

128.  Gautier EL, Ivanov S, Lesnik P, Randolph GJ. Local apoptosis mediates 

clearance of macrophages from resolving inflammation in mice. Blood. 2013, 

Vol. 122(15), pp. 2714-22. 

129.  Gude DR, Alvarez SE, Paugh SW, Mitra P, Yu J, Griffiths R, Barbour SE, 

Milstien S, Spiegel S. Apoptosis induces expression of sphingosine kinase 1 to 



 

94 

release sphingosine-1-phosphate as a "come-and-get-me" signal. FASEB J. 2008, 

Vol. 22(8), pp. 2629-38. 

130.  Kapturczak MH, Meier-Kriesche HU, Kaplan B. Pharmacology of 

calcineurin antagonists. Transplant Proc. 2004, Vol. 36(2 Suppl), pp. 25S-32S. 

131.  Ritter ML, Pirofski L. Mycophenolate mofetil: effects on cellular immune 

subsets, infectious complications, and antimicrobial activity. Transpl Infect Dis. 

2009, Vol. 11(4), pp. 290-7. 

132.  Flammer JR, Rogatsky I. Minireview: Glucocorticoids in autoimmunity: 

unexpected targets and mechanisms. Mol Endocrinol. 2011, Vol. 25(7), pp. 

1075-86. 

133.  Kiank C, Koerner P, Kessler W, Traeger T, Maier S, Heidecke CD, Schuett 

C. Seasonal variations in inflammatory responses to sepsis and stress in mice. 

Crit Care Med. 2007, Vol. 35(10), pp. 2352-8. 

 

  



 

95 

ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

 

Abbildung 1:   S1P-Rezeptorsubtypen und entsprechende intrazelluläre 

                         Signaldransduktionswege modifiziert nach Brinkmann 2007  (45)       

                         und Blaho 2011 (44) .............................................................................. 22 
Abbildung 2:   S1P-Metabolismus. ............................................................................... 24 
Abbildung 3:   Lymphozytenzirkulation modifiziert nach Spiegel et al. 2011 (47)              

                          (A) unter physiologischen Bedingungen und                                           

                          (B) im entzündlichem Milieu ................................................................ 26 

Abbildung 4:   (S)-Fingolimod-P (FTY720) modifiziert nach Kiuchi et al. 2005 (81). 31 
Abbildung 5:   Wirkmechanismus der FTY720-vermittelten Immunsuppression          

                          am Beispiel eines Lymphknotens modifiziert nach Lo et al. 2005               

                          (54) und Chiba et al. 2011 (84) ............................................................. 32 
Abbildung 6:   Versuchsaufbau des Experimentes „Charakterisierung der                 

                          Entwicklung der Zellpopulationen und Zytokinspiegel  im                        

                          Verlauf der CASP“. ............................................................................... 44 
Abbildung 7:   Versuchsaufbau des Experimentes „Charakterisierung der Kinetik              

                          der FTY720-induzierten Veränderungen in der Maus“. ....................... 45 
Abbildung 8:   Versuchsaufbau des Experimentes „Auswirkung von FTY720 auf    

                          Zellpopulationen und Zytokinspiegel“. ................................................ 46 

Abbildung 9:   Versuchsaufbau der Überlebenskinetik. ................................................ 46 
Abbildung 10: Formel zur Zellzahlbestimmung. .......................................................... 48 
Abbildung 11: Charakterisierung der Zellpopulationen in der Peritonealflüssigkeit .... 54 

Abbildung 12: Charakterisierung der Zellpopulationen im Blut ................................... 56 

Abbildung 13: Charakterisierung der Zellpopulationen in                                     

                          mesenterialen Lymphknoten ................................................................. 57 
Abbildung 14: Charakterisierung der Zellpopulationen in der Milz ............................. 59 

Abbildung 15: Charakterisierung der Zytokinspiegel in der Peritonealflüssigkeit          

                          und im Plasma ....................................................................................... 60 

Abbildung 16: Charakterisierung der Kinetik der FTY720-induzierten                       

                          Veränderungen in der Maus .................................................................. 62 
Abbildung 17: Einfluss der Gabe von FTY720 auf Zellpopulationen im                   

                          peripheren Blut ..................................................................................... 64 

Abbildung 18: Einfluss der Gabe von FTY720 auf Zellpopulationen in                         

                          der Peritonealflüssigkeit ........................................................................ 66 

Abbildung 19: Einfluss der Gabe von FTY720 auf Zellpopulationen in                 

                          mesenterialen Lymphknoten ................................................................. 67 

Abbildung 20: Einfluss der Gabe von FTY720 auf Zellpopulationen in der Milz. ...... 68 
Abbildung 21: Einfluss der Gabe von FTY720 auf pro- und antiinflammatorische 

                          Zytokine ................................................................................................ 70 

Abbildung 22: Überlebenskurve nach CASP-Induktion. .............................................. 71 

 

  



 

96 

TABELLENVERZEICHNIS 

 

Tabelle 1:   SIRS-Kriterien. ........................................................................................... 12 
Tabelle 2:   Auswirkung der Lymphozytendepletion auf die Mortalität in  

                    unterschiedlichen Sepsismodellen .............................................................. 18 

Tabelle 3:   Nomenklatur der S1P-Rezeptoren nach IUPHAR (39; 42). ....................... 21 
Tabelle 4:   S1P-Rezeptorsubtypen und ihr jeweiliges Expressionsprofil in 

                    verschiedenen Geweben/Organen (45) ....................................................... 23 

Tabelle 5:   Verschiedene Immunzellen des angeborenen und adaptiven   

                    Immunsystems, ihr S1P-Rezeptorprofil sowie darüber vermittelte      

                    wichtige Funktionen. .................................................................................. 30 

Tabelle 6:   Alphabetische Auflistung verwendeter Laborgeräte. ................................. 35 

Tabelle 7:   Alphabetische Auflistung verwendeter Verbrauchsmaterialien. ................ 36 
Tabelle 8:   Alphabetische Auflistung verwendeter Chemikalien und Reagenzien. ...... 38 
Tabelle 9:   Alphabetische Auflistung verwendeter Kits. .............................................. 38 
Tabelle 10: Alphabetische Auflistung verwendeter Puffer, Lösungen und 

                    Kulturmedien. ............................................................................................. 38 

Tabelle 11: Alphabetische Auflistung verwendeter Antikörper. ................................... 39 
Tabelle 12: Alphabetische Auflistung verwendeter Software-Programme. .................. 39 
Tabelle 13: Gruppeneinteilung des Experimentes „Charakterisierung der               

                    Entwicklung der Zellpopulationen und Zytokinspiegel  im Verlauf                  

                    der CASP“. .................................................................................................. 44 

Tabelle 14: Gruppeneinteilung des Experimentes „Charakterisierung der                       

                    Kinetik der FTY720-induzierten Veränderungen in der Maus“. ................ 45 

Tabelle 15: Gruppeneinteilung des Experimentes „Auswirkung von FTY720 auf 

                    Zellpopulationen und Zytokinspiegel“. ...................................................... 45 
Tabelle 16: Gruppeneinteilung der Überlebenskinetik. ................................................. 46 

Tabelle 17: Antikörper für Lymphozyten und myeloide Zellen mit jeweiliger 

                    Verdünnung. ............................................................................................... 49 

Tabelle 18: Antikörper für Lymphozyten im Vollblut mit jeweiliger Verdünnung. ..... 50 

 



 

97 

EIDESSTATTLICHE ERKLÄRUNG 
 

 

Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Dissertation selbständig verfasst und keine 

anderen als die angegebenen Hilfsmittel benutzt habe. 

 

Die Dissertation ist bisher keiner anderen Fakultät vorgelegt worden. 

 

Ich erkläre, dass ich bisher kein Promotionsverfahren erfolglos beendet habe und dass 

eine Aberkennung eines bereits erworbenen Doktorgrades nicht vorliegt. 

 

 

 

Bonn, 26.07.2016        Jana Enderes



 

98 

DANKSAGUNG 
 

 

An dieser Stelle bedanke ich mich bei all denjenigen, die zum Gelingen dieser 

Dissertation beigetragen haben. 

 

Zu aller erst möchte ich mich bei dem gesamten Team der Abteilung für Allgemeine 

Chirurgie, Viszeral-, Thorax- und Gefäßchirurgie der Universitätsmedizin Greifswald 

für die Unterstützung sowohl während meiner Promotion als auch während meiner 

klinisch-chirurgischen Ausbildung im Rahmen meines Studiums bedanken. Mein großer 

Dank gebührt hierbei besonders Herrn Prof. Dr. med. C.-D. Heidecke. 

 

Ebenso geht mein großer Dank an meinen Doktorvater Herrn Dr. Dr. med. Tobias 

Schulze, für die Bereitstellung des äußerst interessanten Themas sowie die exzellente 

Betreuung mit der geduldigen und kritischen Auseinandersetzungen meiner Arbeit. 

Ebenso möchte ich mich an dieser Stelle bei Herrn Prof. Dr. med. v. Bernstorff für das 

Durchlesen der Arbeit sowie für wertvolle Anmerkungen bedanken. 

 

Ich danke Bich-Thu Tran und Jan Müller, die mich in das wissenschaftliche Denken 

und Arbeiten im Labor eingeführt haben, für die Unterstützung an der FACS-Maschine, 

für viele Anregungen, Diskussionen und für die nette Atmosphäre im Labor. 

 

Des Weiteren danke ich Frau Doreen Biedenweg für die technische Unterstützung im 

Labor, sowie Frau Christine Hackbarth und Frau Antje Janetzko.  

 

 


