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I. EINLEITUNG 

Mit der zunehmenden Industrialisierung haben sich die Todesursachen in den letzten 100 

Jahren so verändert, dass heute die häufigste Todesursache kardiovaskuläre Erkrankungen 

sind (1). Zu den Risikofaktoren zählen hohes Lebensalter, Rauchen, Fettleibigkeit, 

Hyperlipidämie, arterieller Bluthochdruck und Diabetes mellitus. Vor allem Thrombosen, die 

sich klinisch als Schlaganfall, Herzinfarkt, Lungenembolien und Darminfarkte manifestieren, 

spielen eine äußerst wichtige Rolle im Bereich der kardiovaskulären Erkrankungen. Studien 

haben gezeigt, dass Darmbakterien einen großen Einfluss auf die Entstehung von 

Fettleibigkeit und Insulinresistenz spielen (2). Möglicherweise kann die Bildung von 

arteriosklerotischen Plaques ebenfalls von Darmbakterien unterstützt werden (3). Bei der 

Ruptur arteriosklerotischer Plaques kommen Thrombozyten in Kontakt mit subendothelialen 

Matrixproteinen der mittleren der drei Gefäßschichten (Kollagen, Laminin und Fibronektin) 

(4), was zur Thrombozytenaktivierung, vermehrten Thrombozytenrekrutierung / -sekretion, 

Thrombozytenaggregation und schließlich zur Bildung eines Thrombus führen kann (5). Nicht 

nur die Entstehung der Thromben stellt ein hohes Gesundheitsrisiko dar, sondern vor allem 

die Ablösung des Thrombus von der Gefäßinnenseite (embolisierender Thrombus). Aufgrund 

der Größe des Thrombus kann dieser ab einem bestimmten Durchmesser die Gefäße nicht 

mehr passieren und okkludiert ein Gefäß komplett. Dadurch ist eine Versorgung mit 

Sauerstoff nicht mehr gegeben (Ischämie). Es kommt zu einem Infarkt und zum Funktionsver-

lust des betroffenen Gewebes um das verschlossene Gefäß.  

Die Entstehung von Thrombosen, unterstützt durch das plasmatische Gerinnungssystem, ist 

eng mit der Aktivierung der angeborenen Immunantwort (6, 7) verknüpft. Das 

Komplementsystem, welches hauptsächlich für die Erkennung und Eliminierung von Erregern 

(Bakterien und Viren) zuständig ist, steht auch im direkten Zusammenhang mit dem 

Gerinnungssystem (8). Beide Systeme teilen sich evolutionär den gleichen Ursprung. Durch 

Genduplikation und Exon-Shuffling entstanden während der Entwicklung von Säugetieren 

das Komplementsystem zur Bekämpfung von Pathogenen und das Gerinnungssystem (9). Die 

mikrobielle Zusammensetzung der Darmflora (Mikrobiota) hat einen starken Einfluss auf eine 

Vielzahl metabolischer und gestaltbildender Prozesse (10). Die Mikrobiota hat unter anderem 

eine schützende Funktion gegen pathogene Mikroorganismen und ist am Vitamin K 

Stoffwechsel beteiligt, der von zentraler Bedeutung für die Herstellung von 

Blutgerinnungsfaktoren ist (11, 12).  
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Auch langkettige Polysaccharide werden von der Darmflora fermentiert und so als leicht 

zugängliche Energiequelle für den Körper bereitgestellt. Ein offensichtlicher Effekt, der durch 

die Besiedlung des Darms mit Bakterien hervorgerufen wird, ist die Verkürzung und 

Verdickung der Villusstrukturen im Dünndarm (13).  

Bei Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (Inflammatory Bowel Disease, 

IBD), wie Morbus Crohn und Ulcerativer Colitis ist eine dysbalancierte Darmflora und eine 

überschießende Immunantwort Auslöser des gravierenden Krankheitsbildes (14, 15). 

Thrombembolien sind eine bekannte Komplikation chronisch-entzündlicher 

Darmerkrankungen (16-18). Morbus Crohn und Ulzerative Colitis sind assoziiert mit einem 3- 

bis 4-fach erhöhten Risiko für Thrombosen (19).  

Thrombusbildung bei IBD ist im venösen Gefäßsystem am häufigsten, aber auch in Arterien, 

wie z.B. der Aorta, können Thromben gebildet werden (20). Unter anderem werden bei diesen 

Krankheitsbildern gehäuft multifokale gastrointestinale Infarkte beobachtet (21). In dieser 

Arbeit wird die Auswirkung eines gastrointestinalen Infarktes mittels eines 

Ischämie/Reperfusionsmodells an mesenterialen Gefäßen untersucht. Welchen Einfluss die 

Darmflora auf die Aktivierung des Gerinnungssystems und die Entstehung von Thromben hat 

ist bisher unerforscht.  

Frühere, immunologisch geprägte Studien mit keimfreien Mäusen, welche keinerlei 

Darmflora oder nachweisbare Bakterien besitzen, haben gezeigt, dass die Rekrutierung von 

Immunzellen (Leukozyten, T-Zellen) in der Darmmikrozirkulation keimfreier Mäusen 

verringert ist und es zur vermehrten Expression von Adhäsionsmolekülen in mit einer 

Darmflora kolonisierten Tieren kommt (22). Mit dem keimfreien Mausmodell und der 

Intravitalmikroskopie wird in dieser Arbeit untersucht, ob die Rekrutierung und Adhäsion von 

Immunzellen oder auch Thrombozyten von der Besiedlung des Darmes mit Mikrobiota 

abhängig ist. Dadurch kann in vivo beobachtet warden, wie sich die Abwesenheit von 

kommensalen Mikroorganismen als Umweltfaktor auf die Entstehung von 

Thrombosen auswirken kann.
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II. LITERATURÜBERSICHT 

1. Morphologie von Arterien und Venen  

Das Blut verlässt die linke Herzkammer durch die Aorta. Durch fortgesetzte Verzweigung 

entsteht eine zunehmende Zahl von immer kleineren Arterien und schließlich Arteriolen. Von 

hier erreicht das Blut das engmaschige Kapillarnetz, wo der Stoff- und Gasaustausch 

zwischen Blut und Gewebe stattfindet. Der Rückweg zum Herzen beginnt mit den Venolen, 

die zu immer größeren Venen konvergieren. Aus dem großen Kreislauf gelangt das Blut 

schließlich über die untere und obere V. cava in den rechten Vorhof des Herzens und weiter 

über die rechte Kammer in die Lunge. Dort wird das Blut oxygenisiert und gelangt dann aus 

dem Lungenkreislauf über Pulmonalvenen in den linken Herzvorhof und dann wieder weiter 

in die linke Herzkammer.  

Arteriolen, Kapillaren und Venolen werden als Endstrombahn oder Gebiet der 

Mikrozirkulation zusammengefasst. Diese Gefäße haben aufgrund ihrer großen Anzahl den 

größten Anteil an der Gesamtquerschnittsfläche des Gefäßsystems. 

Arterien und Venen besitzen beide einen dreischichtigen Aufbau. Die innere, dem Blutfluss 

zugewandte Schicht Tunica intima (Interna), die mittlere Tunica media (Media) und die 

äußere Tunica externa (Adventitia) (23, 24). 

1.1. Arterien 

Grundsätzlich gibt es zwei verschieden Arten von Arterien: Die herznahen (Aorta und 

Truncus pulmonalis samt ihren Abgängen) vom elastischen Typ und die vom herzfernen, 

muskulären Typ.  

1.1.1. Arterien vom muskulären Typ 

Die meisten Arterien gehören zu dieser Gruppe. Die innere Schicht, die Intima, besteht aus 

dem Endothel und einer subendothelialen Schicht, die vorwiegend Extrazellulärmatrix und 

kaum Zellen enthält. Das Endothel trennt den Intravasalraum von den tieferen Wandschichten 

und hat eine wichtige Bedeutung bei der Adhäsion von Blutbestandteilen und der Gerinnung 

(24). Aufgrund der Oberflächenexpression und Sekretion diverser Proteine, Proteoglykane 

und Gerinnungsfaktoren hat das Endothel Anteil an Mechanismen, die die Bildung von 

Thromben normalerweise verhindern aber im Fall einer Gefäßverletzung fördern. Dazu gehört 

u.a. die Sekretion von Prostacyclin (Hemmung der Thrombozytenaggregation) sowie die 



II. Literaturübersicht      4 

 

Sekretion des von Willebrand Faktors (vWF, Förderung der Thrombozytenadhäsion). In der 

subendothelialen Schicht befinden sich viele kollagene und elastische Fasern aus Fibrillin und 

Kollagen Typ IV, die ein Bindungspartner für den vWF darstellen, der nach einer Endothel-

verletzung die feste Adhäsion von Thrombozyten an die Extrazellulärmatrix vermittelt. Die 

Tunica intima wird im Gegensatz zu den anderen Gefäßschichten ausschließlich über 

Diffusion aus dem Blutstrom mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgt.  

Weiter nach außen schließt sich die Media an. Diese ist die breiteste Schicht der 

Arterienwand. Sie besteht aus mehreren Schichten glatter Muskelzellen und dazwischen 

gelagerter Extrazellulärmatrix (elastische und kollagene Fasern, Proteoglykane), welche von 

den glatten Muskelzellen hergestellt wird. Nach außen schließt sich die Adventitia an, diese ist 

eine Bindegewebsschicht, die das Gefäß in der Umgebung verankert (23). Die Media und 

Adventitia werden von kleinsten Gefäßen, den Vasa Vasorum, versorgt und 

Stoffwechselprodukte aus den Gefäßwänden abtransportiert (25). Systemische 

Atherosklerose, parenchymale Entzündungen und die Neubildung von Vasa Vasorum sind 

eng miteinander verbunden (26). Immer mehr Hinweise deuten darauf hin, dass vaskuläre 

Entzündungen an der Adventitia beginnen und weiter nach Innen zur Intima fortschreiten 

(27). 

1.1.2. Arterien vom elastischen Typ 

Da diese Gefäße an herznahen Orten zu finden sind, müssen diese den vom Herzen stoßweise 

kommenden Blutauswurf in einen kontinuierlichen Blutstrom verwandeln. Diese sogenannte 

Windkesselfunktion (28-30) wird durch die hohe Elastizität der Gefäße, wie beispielsweise in 

der Aorta, erreicht. Die Intima hat eine deutlich größere subendotheliale Schicht als die Intima 

der Arterien des muskulären Typs. Die Media besteht aus sehr viel mehr elastischen 

Lamellen, die mit den Muskelzellen so verbunden sind, dass in dem Gefäß je nach 

Kontraktionszustand des Herzens eine gewisse Vorspannung herrscht, um dem Blutdruck 

standzuhalten. Die Adventitia unterscheidet sich nicht von der des muskulären Typs.  

1.2. Arteriolen 

Arteriolen sind wesentlich an der Durchblutungsregulation eines Gewebes, aber auch an der 

Regulation des Blutdrucks beteiligt. Durch das Eng- und Weitstellen ihres unter 100µm 

großen Durchmessers kann so die durchfließende Blutmenge verändert werden. Arteriolen 

besitzen, wie Arterien, auch einen dreischichtigen Aufbau. Ihre Media ist aber nur sehr 

schwach ausgeprägt. Im Vergleich zu Arterien können Arteriolen mit der in der Media 

liegenden Muskelschicht ihr Lumen komplett verschließen und somit die Durchblutung des 
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anschließenden Gewebes bestimmen und den Blutdruck ausgleichen (28). 

1.3. Kapillaren 

Die im Durchmesser nur noch 7µm großen Kapillaren schließen sich an die Arteriolen an. Sie 

besitzen keinen dreischichtigen Aufbau mehr, sondern bestehen nur noch aus einer 

semipermeablen Intima und einer anliegenden Basalmembran. Dadurch wird ein 

Stoffaustausch zwischen dem Blutgefäßsystem und den Geweben möglich gemacht. Diese 

Mikrozirkulation sorgt für eine Nährstoffzufuhr zu dem Gewebe und einem Abtransport von 

Stoffwechselendprodukten (28, 30).  

1.4. Venolen 

Direkt anschließend an die Kapillaren schließen sich die postkapillären Venolen an. 

Strukturell ähneln sie den Kapillaren aber ihr Lumen ist mit 8-30µm größer. In den 

postkapillären Venolen findet der Übertritt von Leukozyten aus dem Blut in das umliegende 

Gewebe statt, die sogenannte Leukodiapedese. So gelangen Immunzellen zu einem 

Entzündungsgeschehen in Geweben (30). Das Blut, das die postkapillären Venolen verlässt 

wird von den Venolen aufgenommen. Der Durchmesser bleibt zwar gleich, aber in der 

Gefäßwand treten vereinzelt glatte Muskelzellen auf. Dadurch kann das Gefäßlumen 

verändert werden.  

1.5. Venen  

In den Venen wird nach Nährstoff- und Sauerstoffabgabe das Blut aus der Peripherie zum 

Herzen zurückgeführt. Venen besitzen eine sehr dünne bis gar keine Muskelschicht in der 

Media. Um ein Versacken des Blutes in der Peripherie zu verhindern, besitzen sie 

Venenklappen (Intimaduplikaturen), die dem Blutstrom zum Herzen freigeben, sich aber bei 

Strömungsumkehr schließen.  

Eine klare Abgrenzung der Schichten, wie beim Aufbau der Arterien, lässt sich bei den Venen 

nicht finden (24).  
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2. Thrombozyten 

2.1. Bildung und Aufbau von Thrombozyten  

Thrombozyten spielen bei der Beendigung einer Blutung nach Gefäßverletzung (Hämostase) 

eine zentrale Rolle. Ihre Vorläufer sind Megakaryozyten im Knochenmark, die sich in ihrer 

Weiterentwicklung zu Thrombozyten vergrößern und ihre Organellen so anordnen, dass aus 

einem Megakaryozyt zahlreiche Thrombozyten entstehen, die dann aber keinen Zellkern mehr 

besitzen (31, 32).  Trotz Fehlens eines Zellkerns besitzen Thrombozyten mRNS und sind 

somit zur Neusynthese von Proteinen befähigt (33). Ein Drittel des Thrombozytenpools wird 

in der Milz gespeichert und mit den im Blut zirkulierenden Thrombozyten ausgetauscht. 

Thrombozyten haben eine ungefähre Lebensdauer von 5 Tagen (34). Wenn sie nicht 

verbraucht werden, werden sie von Makrophagen der Milz und Leber beseitigt und durch 

neue ersetzt (24, 31). Mäuse haben unter allen gängigen Labortieren die höchste Anzahl von 

zirkulierenden Thrombozyten (800-2000 x109/L) (35). Inaktiv haben die Thrombozyten eine 

Form einer bikonvexen Scheibe, mit einem Durchmesser von 1-3µm. Die Scheibenform wird 

durch ein Bündel von Mikrotubuli gestützt, das als Ring im organellfreien peripheren 

Zytoplasma gespannt ist. Das im Zentrum gelegene Zytoplasma (Granulomer) enthält 

einzelne Mitochondrien (Energiestoffwechsel), Lysosomen (Verdauungsproteine), 

Glykogenpartikel (Energiespeicher) und verschiedene Typen von Speichergranula: Sie 

werden in α-Granula und elektronendichte Granula unterteilt, deren Inhalt nach Aktivierung 

der Thrombozyten sezerniert wird. In den α-Granula befinden sich adhäsive Moleküle wie 

vWF, Platelet factor 4, Thrombospondin, der Fibrinogenrezeptor GPIIbIIIa, P-Selektin und 

CD63 (36). Elektronendichte Granula beinhalten die Energielieferanten ATP  und ADP, 

Calcium, Histamin und Serototin. In der Plasmamembran befinden sich verschiedene 

Rezeptoren (Integrine und Glykoproteine), die für die Anheftung und Vernetzung der 

Thrombozyten verantwortlich sind. Über ein dreidimensionales Aktinnetz in Kombination mit 

Myosin wird dem Thrombozyt eine Kontraktilität verliehen, die für die Phase der Aktivierung 

wichtig ist (24).   

2.2. Thrombozytenfunktion 

Thrombozyten sind für den normalen Ablauf der Blutstillung verantwortlich (32). Die primäre 

Hämostase und die anschließende Fibrinbildung werden von Thrombozyten bestimmt. 

Außerdem unterstützen sie mit löslichen und membrangebundenen Faktoren die Wundheilung 

(37, 38). Sie sind in der Lage Sauerstoffradikale (39-42) zu bilden und chemotaktische 

Faktoren für die Anlockung von Leukozyten (43) auszustoßen. Thrombozyten besitzen 
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weiterhin Funktionen wie bakterizide Wirkung auf grampositive Erreger (44), 

Abwehrreaktionen gegen Blutparasiten (45) und Tumorzellen (46, 47). Ob die Thrombozyten 

aktiviert oder an eine der oben genannten Funktionen beteiligt sind, lässt sich an ihrer Form 

erkennen. Nichtaktivierte Thrombozyten haben die typische diskoide Form. Entweder durch 

Adhäsion an das Subendothel (Kollagen) oder durch lösliche Stimulanzien (ADP, Thrombin) 

werden Thrombozyten aktiviert und bilden sogenannte Astropherozyten, so dass sich ihr 

Durchmesser von 3 auf bis zu 13µm vergrößert (48).  

 

3. Leukozyten 

Leukozyten oder weiße Blutzellen (gr. leukos=weiß) sind in drei Typen unterteilt: 

Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten. Alle Zelltypen sind an Immun- oder 

Entzündungsprozessen beteiligt. Die Gesamtleukozytenzahl bei Mäusen liegt bei 2-10 x109/L. 

Bei Mäusen machen Lymphozyten mit 60-90% aller Leukozyten den größten Bestandteil der 

weißen Blutzellen aus. Man spricht von einem lymphozytären Blutbild. Beim Menschen 

dagegen bestimmen Granulozyten mit 50% aller Leukozyten das weiße Blutbild 

(granulozytäres Blutbild). Granulozyten bei der Maus haben einen Durchmesser von 10-25µm 

und machen 5-20% (0,5-3,0 x109/L) aller Leukozyten aus. Monozyten machen zahlenmäßig 

mit 0,05-0,10 x109/L den kleinsten Anteil an Leukozyten aus (29, 35).  

3.1. Bildung und Funktion von Leukozyten 

Leukozyten bilden sich ebenfalls aus multipotenten Stammzellen im Knochenmark. 

Lymphozyten (B- und T-Lymphozyten) stammen von lymphatischen Progenitorzellen ab. 

Granulozyten und Monozyten, sowie Thrombozyten und Erythrozyten stammen von 

myeloiden Progenitorzellen ab (24, 49).  

Granulozyten, welche in Neutrophile, Eosinophile und Basophile Granulozyten aufgeteilt 

sind, besitzen neben ihrer unterschiedlichen Anfärbbarkeit der Granula auch unterschiedliche 

Aufgaben, dienen aber alle der unspezifischen zellulären Immunabwehr. Neutrophile 

Granulozyten gehören zu den Hauptvertretern der unspezifischen Abwehr, da sie am 

schnellsten und in großer Zahl verfügbar sind. Ihre wichtigste Funktion ist die Phagozytose, 

das Abtöten vieler (nicht aller) Arten von Bakterien und Aufräumen von Trümmern 

körpereigener Zellen (nach physikalischer Schädigung oder Ischämie) im Blut und Gewebe. 

Sie können am schnellsten von allen Leukozytenarten vom Blut in das Gewebe auswandern 

(Diapedese) und sind innerhalb von Minuten am Infektions- oder Nekroseherd. Dort ange-
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kommen zerstören sie mit den Inhaltstoffen ihrer Granula (Enzyme und reaktive 

Sauerstoffverbindungen) Bakterien. Nach der Phagozytose sterben die Neutrophilen durch 

Apoptose ab und werden durch Makrophagen (Monozyten) beseitigt. Eosinophile 

Granulozyten zerstören auf ähnliche Art und Weise parasitäre Erreger und spielen eine 

wichtige Rolle im Verlauf allergischer Krankheiten. Basophile Granulozyten enthalten in 

ihren Granula Heparin und Histamin, welche im Entzündungsverlauf freigesetzt werden. 

Daneben kommt ihnen als Bildner verschiedener Mediatoren (z.B. der Leukotriene) eine 

Vermittlerfunktion während des Ablaufes von Entzündungen und allergischen Reaktionen zu 

(50).  

Monozyten sind die größten Leukozyten (bis 20µm) und nach einer Halbwertszeit von 1-3 

Tagen in der Blutzirkulation wandern sie in das Gewebe aus und differenzieren sich zu 

Makrophagen. Makrophagen können monatelang leben und fungieren im Gewebe als 

Wächter, die in der Lage sind Abwehrmaßnahmen einzuleiten und zu koordinieren. Sie 

kooperieren mit Neutrophilen während der Phagozytose und mit Lymphozyten während der 

Antigen-Präsentation. Außerdem stimulieren sie Zelltypen, die für die Wundheilung 

verantwortlich sind (24).  

Lymphozyten sind verantwortlich für das immunologische Gedächtnis, die Produktion von 

Antikörpern und von Zytokinen (35, 51). Es gibt kleine, mittelgroße und große Lymphozyten 

(bis 15µm). Funktionell lassen sich drei verschiedene Populationen unterscheiden: B-

Lymphozyten, T-Lymphozyten und natürliche Killerzellen. B-und T-Lymphozyten sind 

Vertreter der spezifischen Abwehr.  

3.2. Emigration der Leukozyten 

Leukozyten sind Hauptauslöser pathologischer Entzündungen überall im Körper, wenn deren 

Aktivität und ihre Zunahme dysreguliert abläuft. Um an den Ort des Geschehens zu gelangen 

besitzen sie Moleküle auf ihrer Oberfläche (z.B. Integrine wie das Lymphocyte Function-

Associated Antigen 1 - LFA-1 (52)), die verantwortlich für die Interaktion mit dem Endothel 

oder anderem Gewebe sind (49, 53). Die Auswanderung von Leukozyten aus dem Blut in das 

umliegende Gewebe findet bevorzugt in den postkapillären Venolen statt. Bei einem 

Entzündungsgeschehen kann die Emigration enorm gesteigert werden. Im Rahmen einer 

Entzündung werden je nach Auslöser in erster Linie Neutrophile und Monozyten oder auch 

zytotoxische T-Lymphozyten rekrutiert. Die Emigration beginnt mit dem Rollen der 

Leukozyten auf dem Endothel. Botenstoffe aus dem Interstitium (Zytokine) aktivieren das 

Endothel und dieses präsentiert an der Gefäßinnenseite Zelladhäsionsmoleküle, Selektine und 
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Intergrine (54-56) (Tabelle1), die teilweise schon am Endothel vorhanden sind oder an die 

Außenseite der Endothelzellen transportiert oder neu synthetisiert werden müssen. Passende 

Selektin-Liganden auf der Leukozytenoberfläche vermitteln eine vorübergehende, lose Haftung, 

die durch die Scherkräfte des Blutstroms mehrfach wieder aufgerissen wird. Unter dem 

weiteren Einfluss von Zytokinen kommt es dazu, dass mehr und neue Adhäsionsmoleküle (z.B. 

ICAM = intercellular adhesion molecule-1) an der Endotheloberfläche exponiert werden (57-59). 

Chemokine, freigesetzt von Endothelzellen oder Immunzellen im Interstitium, aktivieren 

Integrine (CD18, LFA-1) (52, 53) an der Leukozytenoberfläche, die an Adhäsionsmoleküle an 

der Endotheloberfläche binden. Es kommt zur Adhäsion von Leukozyten an das Endothel (60). 

Unter der Vermittlung von weiteren Adhäsionsmolekülen wie VCAM-1 und ICAM-1 (52, 61, 62) 

können Leukozyten entweder zwischen zwei Endothelzellen hindurch oder durch eine 

Endothelzelle selber in Richtung Interstitium wandern (Diapedese, Transmigration). Dies ist für 

die meisten Leukozyten ein sogenannter „point of no return“. 10% der Neutrophilen 

Granulozyten, die das Endothel überwunden haben, können aber unverändert wieder in die 

Zirkulation zurückwandern (62). Die Transmigration von Leukozyten wird hauptsächlich von 

den randständig an Endothelzellen und auf den Leukozyten sitzenden Molekülen PECAM 

(platelet/endothelial cell adhesion molecule) (63, 64) und CD99 (65-67) vermittelt. Bei einer 

experimentellen Blockade dieser Moleküle findet keine Transmigration statt. Im Interstitium 

angekommen werden die Leukozyten von Chemokinen zum Ort des Geschehens (Entzündung) 

angelockt (53).  
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Tabelle 1: Ausgewählte Selektine und Intergrine auf Leukozyten und deren Vorkommen und 
Bindungspartner auf Endothelzellen. 

Leukozytenselektine 
(Struktur/Name) 

Vorkommen Bindungspartner auf 
Endothelzellen 

PSGL-1 neutrophile Granulozyten, 
Lymphozytensubpopulationen, 
Monozyten, natürliche Killerzellen 

P-Selektin 

ESL-1 neutrophile Granuozyten,  
eosinophile Granulozyten,  
natürliche Killerzellen, basophile Granulozyten, 
Lymphozytensubpopulationen, 
Monozyten 

E-Selektin 

L-Selektin 
(Mel-14/CD62L) 

neutrophile Granulozyten, 
Lymphozytensubpopulation,  
Monozyten 

Gly CAM-1 

Leukozytenintegrine 
(Struktur/Name) 

Vorkommen Bindungspartner auf 
Endothelzellen 

LFA-1 
(CD11a/CD18) 

T-, B-Lymphozyten, Monozyten, 
neutrophile Granulozyten 

ICAM-1, -2, -3 

Mac-1 
(CD11b/CD18) 

Monozyten,  
neutrophile Granulozyten 

ICAM-1, Fibrinogen 

p150/ 95 (CD11c/CD18) Monozyten,  
neutrophile Granulozyten 

Fibrinogen 

VLA-4 
(CD49d/CD29) 

T-, B-Lymphozyten, Monozyten, Fibroblasten, 
Muskelzellen 

VCAM-1, 
Fibronektin 

CD49d T-, B-Lymphozyten MAd CAM-1, 
VCAM-1, 
Fibronektin 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung von Leukozytenadhäsion und 
Leukozytentransmigration. Die Annäherung, das Rollen, die Aktivierung, feste Bindung und 
Transmigration in das Gewebe werden von verschiedenen Rezeptoren auf den Leukozyten und 
dem Endothel vermittelt.  

 

4. Signaltransduktion angeborener Immunrezeptoren – Toll-like 

Rezeptoren 

Toll-like Rezeptoren (TLR) gehören zu den Pattern-Recognition Rezeptoren (PRRs) des 

angeborenen Immunsystems. TLRs erkennen Strukturen, die auf oder in Krankheitserregern 

(Bakterien, Viren und Pilzen) vorkommen, die sogenannten Pathogen-Associated Molecular 

Patterns (PAMPs) (68, 69). Durch die darauf folgende Signaltransduktion werden 

Abwehrmechanismen gegen diese Krankheitserreger initiiert. Man kennt insgesamt 12 

verschiedene murine und 10 humane TLRs (68, 70, 71). Die meisten TLR-Moleküle werden 

auf der Zelloberfläche exprimiert, während TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 im endosomalen 

Kompartment vorgefunden werden. Die TLRs werden auf und in vielen verschiedenen 

Zelltypen exprimiert, wie Thrombozyten (72, 73), neutrophilen Granulozyten (74), 

Monozyten und Endothelzellen (75). Durch die Kombinationen von verschiedenen TLRs wird 

die Erkennung einer Vielzahl von Erregern bzw. mikrobiellen Komponenten ermöglicht (76).   
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Tabelle 2: Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden, modifiziert nach (70, 76). * in der Maus nicht 
vorhanden 

Rezeptor Ligand Herkunft der Liganden 

TLR1, 2 und 6 Lipo-, Glycol- und Acyl-

Peptide  

gram-positive, gram-negative 

Bakterien, Mykobakterien 

TLR3 dsRNS Viren 

TLR4 Lipopolysaccharide, 

endogene Liganden (nach 

Gewebschädigungen: heat 

shock protein, extrazelluläre 

Matrix Komponenten) 

gram-negative Bakterien 

TLR7 und 8 

(lokalisiert in Endosomen) 

ssRNS  Viren 

TLR9 (lokalisiert in 

Endosomen) 

dsDNS Viren 

TLR11 nicht bekannt, Profilin uropathogene Bakterien, 

Toxoplasma gondii 

TLR10*, TLR12,TLR13 nicht bekannt nicht bekannt 

 

 

Bis auf TLR3 signalisieren alle TLRs über das Adapterprotein myeloid differentiation 

primary response gene 88 (MYD88). Zu den vier wichtigsten Adapterproteinen gehören 

MYD88, TIRAP (TIR-domain containing adaptor protein), TRIF (TIRAP inducing IFN-β) 

und TRAM (TRIF-related adapter molecule). Über diese Adapterproteine wird eine 

Signalkaskade in Gang gesetzt, die die Regulierung einer Vielzahl von proinflammatorischen 

Genen bestimmt (70, 76, 77). Dadurch werden nicht nur inflammatorische sondern auch 

prothrombotische Vorgänge induziert (78, 79). Die jeweiligen Adapter werden in 

verschiedenen Kombinationen von verschiedenen TLRs verwendet. Da die meisten TLRs 

über MYD88 die Signaltransduktion starten, wird in einen MYD88-abhänigen Signalweg und 

einen MYD88-unabhängigen / TRIF-vermittelten-Signalweg unterteilt. Ob das angeborene 
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Immunsystem bei der Rekrutierung von Leukozyten und Thrombozyten an das Endothel eine 

Rolle spielt wird in dieser Arbeit mittels Myd88- und Trif-defizienten Mauslinien und 

intravitalmikroskopischen Untersuchungen erforscht. 

4.1. Der MyD88-abhängige Signalweg 

Das Adapterprotein MyD88 tritt nach der Interaktion von TLRs und PAMPs über seine TIR-

Domäne mit der TIR-Domäne des TLR in Wechselwirkung. Über seine N-terminale 

„Todesdomäne“ (zuerst bei Proteinen gefunden, die in Apoptoseprozesse involviert sind) 

bindet und aktiviert MYD88 die IL-1 Rezeptor-assoziierte Kinase 4 (IRAK 4), was zur 

Phosphorylierung von IRAK 1 führt. IRAK 1 und IRAK 4 bilden anschließend einen 

Komplex mit TRAF 6 (Tumor Nekrose Faktor Rezeptor assoziierter Faktor 6). Über weitere 

komplexbildende Prozesse wird der in den Zellen ruhende Transkriptionsfaktor NF-κB 

(Nuclear Faktor „kappa-light-chain-enhancer“ of activated B-Cells) aktiviert und kann so in 

den Zellkern einwandern und die Transkription von Genen inflammatorischer Zytokine 

induzieren (70, 80).  

4.2. TRIF - der MyD88-unabhängige Weg  

Eine intrazelluläre Signaübertragung nach Stimulation von z.B. viraler RNS über TLR3 

scheint völlig unabhängig von MYD88 zu sein. Nach der Stimulation wird hier das TIR-

Domäne-enthaltende IFN-β-induzierende Adaptermolekül TRIF an die TIR-Domäne des TLR 

rekrutiert. Es werden andere Kinasen aktiviert, um letztendlich den Transkriptionsfaktor IRF-

3 zu aktivieren (70).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des MYD88-abhängigen und MYD88-unabhängigen 
(TRIF)-Signalwegs. Durch die Bindung des Bakterienbestandteils LPS wird der Toll-like 
Rezeptor 4 aktiviert und bindet mit seiner „Todesdomäne“ an die Adaptermoleküle MYD88 
oder TRIF. Durch den MYD88-Signalweg wird über Kinasen der Transkriptionsfaktor NF-κB 
und durch den TRIF-Signalweg der Transkriptionsfaktor IRF-3 aktiviert. Dadurch werden 
proinflammatorische Gene transkribiert und eine angeborene Immunantwort ausgelöst. 
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5. Hämostase  

Hämostase ist die Blutstillung durch einen Thrombus, der an der Gefäßinnenseite entsteht 

(48). Sobald die Gefäßwand in irgendeiner Art und Weise verletzt wird, sorgen die 

Gefäßwand, Thrombozyten (TZ) und Gerinnungsfaktoren für einem Stillstand des Blutflusses 

an der Verletzungstelle, um einen übermäßigen Blutverlust zu verhindern (48, 81). Es wird 

zwischen primärer und sekundärer Hämostase unterschieden. Bei der primären Hämostase 

lagern sich auf der Wunde immer mehr Thrombozyten zu einem sogenannten weißen 

Thrombus zusammen, der die Verletzung abdichtet. Bei der Verletzung der Endothelwand 

werden subendotheliale Matrixprotein (z.B. Kollagen) freigelegt. Aus dem verletzten 

Endothel wird von Willebrand Faktor (vWF), der normalerweise im Endothel und in den α-

Granula der Thrombozyten gespeichert ist (48, 82, 83), freigesetzt, der an das subendotheliale 

Kollagen und gleichzeitig an den Glykoproteinkomplex GP Ib/IX/V auf der 

Thrombozytenoberfläche bindet (84). Die freigelegten Kollagenstrukturen interagieren 

zusätzlich direkt (also ohne vWF als Bindeglied) mit GP Ia/IIa und GPVI auf der 

Thrombozytenoberfläche. Dadurch können die Thrombozyten am Endothel entlang rollen 

(Thrombozytenadhäsion). Durch die Bindung von vWF an GPIb/IX/V sowie geringe 

Thrombin-Mengen werden die Thrombozyten aktiviert. Es kommt zu einer Formänderung der 

runden Thrombozyten zu stacheligen Thrombozyten (Ausbildung von Pseudopodien) und der 

Aktivierung des Glykoproteinrezeptors GPIIb/IIIa (85, 86), welcher Fibrinogen bindet und 

dadurch die Thrombozyten vernetzt (87, 88). Neben der Freisetzung von Thromboxan A2 

(TX2) und Serotonin, welche die Thrombozytenaggregation verstärken und 

vasokonstriktorisch wirken, kommt es zusätzlich zu einer Sekretion von Granula, Expression 

und vermehrten Produktion von von Willebrand Faktor, Platelet activation factor (PAF), P-

Selektin, ICAM-1, IL-8 und TNF α (42, 89). Diese Moleküle vermitteln die Adhäsion von 

Thrombozyten und Leukozyten. Zur Überprüfung der primären Hämostase kann man die 

Blutungszeit bestimmen, die vorwiegend zur Einschätzung der Thrombozyten Funktion 

dient.  

Die primäre Hämostase sorgt zwar für eine Abdichtung der Gefäßverletzung aber sie ist 

instabil und wird erst nach Aktivierung der plasmatischen Gerinnungskaskade während der 

sekundären Hämostase zu einem stabilen Wundverschluss. Dies wird durch das 

Zusammenspiel vieler Gerinnungsfaktoren durch die Aktivierung von Thrombin, das 

Fibrinogen in Fibrin umwandelt, erreicht. In dem neu gebildeten Netz aus Fibrin werden 

weitere Blutzellen (Erythrozyten, Leukozyten) gefangen und es kommt zu einem roten 
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Thrombus. Bei der sekundären Hämostase werden drei Phasen nacheinander durchlaufen: 1. 

Die Aktivierungsphase beinhaltet sämtliche Schritte der Gerinnungskaskade bis zur Bildung 

des Thrombins. 2. Während der Koagulationsphase wird mithilfe von Thrombin ausgehend 

von Fibrinogen das Fibrinnetz gebildet. Durch den Faktor XIIIa (fibrinstabilisierender Faktor) 

wird das Netz kovalent verknüpft. 3. In der anschließenden Retraktionsphase kontrahiert 

sich das Fibrinnetz unter Beteiligung der Thrombozyten und die Wundränder nähern sich 

einander an (29). 

 

Abbildung 3: Schematische Abbildung der Thrombozytenadhäsion und Thrombozytenaggre-
gation an das Endothel über P-Selektin, vWF (Von Willebrand Faktor), GP-IIb/IIIa 
(Glykoprotein IIb/IIIa), Fibrinogen und Leukozyten-Thrombozyten-Interaktion über GP-
IIb/IIIa, PSGL-1 (P-Selektin Glykoprotein Ligand 1) und ICAM-1 (Interzelluläres Adhäsions 
Molekül 1). Die Thrombozyten-aggregation sowie die Interaktion zwischen Thrombozyt und 
Leukozyt wird durch Integrine, Selektine sowie durch lösliche Liganden vermittelt. 

 

5.1. Gerinnungskaskade 

Das Gerinnungssystem wird durch exogene (sich außerhalb des Gefäßlumens befindenden, 

extrinsischen, extravasalen) Faktoren aktiviert. Die endogenen (sich innerhalb der Gefäßwand 

befindenden, intrinsischen, intravasalen) Faktoren dienen in erster Linie der Verstärkung der 

Blutgerinnung. Man spricht in diesem Zusammenhang von der Kontaktaktivierung, da das 

endogene/intrinsische System durch Bindung von vier Kontaktfaktoren an negativen 

Ladungen der subendothelialen Matrix und aktivierten Thrombozytenoberfläche in Gang 

gesetzt wird (29, 48). Die Gerinnungskaskade ist ein komplexes enzymatisches System von 
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Serinproteasen, welches in Thrombin- und Fibrinbildung und somit in der Konsolidierung des 

plättchenreichen Thrombus mündet. Nach Kontaktaktivierung aktiviert der Faktor XIIa über 

Faktor XIa den Faktor IXa, der zusammen mit Faktor VIIIa und Faktor X den Xase-Komplex 

bildet (90, 91). Die im Blut zirkulierenden Gerinnungsfaktoren kommen infolge einer 

Gefäßverletzung mit subendothelialen Zellen (z.B. Muskelzellen oder Fibroblasten) und deren 

Membranproteinen in Kontakt. Eine besondere Rolle spielt in diesem Zusammenhang der 

Tissue Faktor (Gewebethromboplastin, Faktor III), ein Protein welches in gesunden Gefäßen 

in den Fibroblasten der Adventitia vorkommt (92-97). Es wird von perivaskulären und 

epithelialen Zellen konstitutiv exprimiert und spielt eine Schlüsselrolle in der Aktivierung der 

Hämostase (48). Auch in anderen Zellen (Leukozyten, Thrombozyten) und auf zirkulierenden 

Mikropartikeln (leukozytären Mikropartikeln, thrombozytären Mikropartikeln) kann die 

Bildung von Tissue Faktor durch Entzündungsmediatoren induziert werden (94, 95, 98-104). 

Faktor VII (Prokonvertin) bindet an Tissue Faktor und wird dadurch aktiviert (Faktor VIIa) 

(105). Die volle Aktivität erlangt dieser Gewebethromboplastin-VIIa-Komplex erst durch die 

Ca2+-vermittelte Bindung an Phospholipide auf der Plasmamembran aktivierter 

Thrombozyten und kann daraufhin Faktor X (Stuart-Prower-Faktor) aktivieren (86). Faktor 

Xa bildet in Anwesenheit von Ca2+ an der Thrombozytenoberfläche einen Komplex mit 

Faktor Va, der als sogenannte Prothrombinase das inaktive Prothrombin (Faktor II) in aktives 

Thrombin (Faktor IIa) übeführt (105, 106). Zudem aktiviert der Gewebethromboplastin-

Faktor-VIIa-Komplex das intrinsische System über Faktor IX, wodurch die Thrombin-

produktion enorm gesteigert wird (107). Die extrinsischen und intrinsischen Systeme laufen 

mit der Aktivierung des Prothrombinase-Komplexes in einer gemeinsamen Endstrecke 

zusammen. Der Gewebethromboplastin-Faktor-VIIa-Komplex spielt eine wichtige Rolle bei 

der Entstehung arterieller und venöser Thrombosen (108, 109). Das Enzym Thrombin besitzt 

viele wichtige Aufgaben in der Gerinnungskaskade: Es spaltet Fibrinogen zu Fibrin, wodurch 

quervernetztes Fibrin und somit ein stabilerer Thrombus gebildet wird. Des Weiteren aktiviert 

es Faktor V, Faktor VIII und FaktorXI, sowie Thrombozyten und steigert durch eine positive 

Rückkopplung die Aktivierung des intrinsischen Systems.  

5.2. Thrombosen 

Unter Thrombose versteht man den vollständigen oder teilweisen Verschluss von Arterien 

und Venen sowie der Herzhöhlen durch Bildung von Thromben (Blutkoageln) aus 

Thrombozytenaggregaten und Fibrin. Rudolf Virchow hat die ursächlichen Faktoren, die zur 

Bildung eines venösen Thrombus führen 1856 beschrieben (Virchow-Triade). Er führt dabei 

Veränderungen an der Gefäßwand (Endothelschaden), der Blutzusammensetzung 
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(Hyperkoagulabilität) und der Blutströmungsgeschwindigkeit (Stase) als Auslöser an (110). 

Gefäßwandänderungen im Sinne von strukturellen und funktionellen Veränderungen des En-

dothels und der darunterliegenden Basalmembran im Rahmen einer Atherosklerose 

(Arterienverhärtung), durch Traumen, exogene Substanzen (z.B. bakterielle Toxine, 

Chemotherapeutika), endogene Substanzen (z.B. durch eine Hypercholesterinämie) oder 

durch erhöhte mechanische Belastungen (z.B. Hypertonus), können Thrombosen auslösen. 

Änderungen der Blutzusammensetzung durch Hyperkoagulabilität, Änderung der Zellzahl 

und der Zellzusammensetzung im Blut sowie Änderung des Plasmas (z.B. Antithrombin-III-

Mangel), gehen mit einer Thromboseneigung einher. Auch Störungen in der Hämodynamik 

im Rahmen einer verlangsamten Blutströmung (Stase) durch Bettruhe, Ruhigstellung von 

Gliedmaßen oder längere Flugreisen können typische Auslöser für die Entstehung einer 

Thrombose sein (111). Venösen Thromben liegen häufig primäre Störungen des 

Gerinnungssystems, sowie die Verlangsamung der Blutströmungsgeschwindigkeit zugrunde, 

während arterielle Thromben meist nach Endothelverletzungen oder nach Einbringen von 

thrombogenem Material in das Gefäßlumen enstehen (112).   

5.3. Das Konzept der Immunothrombosen 

Hämostase und die Bildung von Thromben ist ein physiologischer Abwehrmechanismus des 

Immunsystems und die lokale Aktivierung der Koagulation spielt eine wichtige Rolle in der 

frühen unspezifischen Immunantwort bei Infektionen (6, 113). Unter normalen Umständen 

sind sowohl Koagulation und Immunreaktion herabreguliert. Sobald ein pathogener Erreger 

erkannt wird, werden beide Systeme aktiviert. Neutrophile Granulozyten sind die ersten, die 

Erreger im Blut erkennen und haben ebenfalls eine Beteiligung an thrombotischen Prozessen. 

Dies verbindet die Koagulation mit der Abwehr von Bakterien. Während systemischer Infekte 

kommt es zur Aktivierung von Neutrophilen und deren Interaktion mit Thrombozyten in der 

mikrovaskulären Strombahn (z.B. in der Leber). Ein fibrinreicher Thrombus entsteht. 

Außerdem können Neutrophile eine Art Gerüst aus DNS und Nukleosomen im extrazellulären 

Raum ausbilden, sogenannte Neutrophil Extracellular Traps (NETs) (114), das Bakterien 

erkennen, in Schach halten und zerstören kann (6, 115-117). Mit beginnender Koagulation 

werden antimikrobielle Peptide (AMPs) von Thrombozyten generiert und freigesetzt. Die 

Fähigkeit der Koagulation und ihrer Mitspieler die Verbreitung von Erregern zu unterdrücken 

zeigt, dass Thrombosen in der mikrovaskulären Strombahn eine physiologische Rolle bei der 

Infektabwehr spielen. Läuft die Immunothrombose aber unkontrolliert oder überschießend ab 

(z.B. bei der bakteriellen Sepsis), sind die dann entstehenden Thrombosen eine pathologische 

Symptomatik der auslösenden Krankheit.  
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5.4. Mausmodelle der Thrombusbildung  

Mausmodelle zur Thrombusbildung sind sehr gut für in vivo Experimente geeignet, da die 

Anatomie der Maus als Säugetier dem Menschen ähnelt und ihr  Genom sich gezielt 

manipulieren lässt. In vivo Thrombosemodelle in der Maus werden zur Erforschung 

arterieller, venöser und mikrovaskulärer Thrombosen genutzt (118). Die jeweiligen Methoden 

sind sehr unterschiedlich und haben Vor- und Nachteile (119). Je nach Fragestellung werden 

Modelle basierend auf mechanischer (120), elektrischer (121), photochemischer (122) oder 

chemischer (123) Endothelverletzung ausgewählt. Welches Modell angewandt wird hängt von 

den jeweiligen Mechanismen ab, die letztendlich zu einer Thrombusbildung führen und 

untersucht werden sollen. Obwohl die Entstehung eines Thrombus nur künstlich herbeigeführt 

werden kann, ähneln die Thromben, die dabei entstehen, Thromben die z.B. beim koronaren 

Syndrom im Menschen gefunden werden (124, 125).  

5.4.1. Arterielle Thrombosemodelle 

Arterielle Thrombosemodelle basieren hauptsächlich auf Thrombozyten- aktivierung 

verursacht durch eine Endothelverletzung oder direkte Aktivierung des Endothels. Dies kann 

durch mechanische, elektrische, photochemische oder chemische Einflüsse bewirkt werden. 

Bei Mäusen untersucht man häufig die A. carotis communis, die A. femoralis oder die 

Arteriolen des Mesenteriums oder des Cremastermuskels. In dieser Arbeit wurde für das 

arterielle Thrombosemodell die A. carotis communis ausgewählt.  

5.4.1.1. Chemische Endothelverletzung: Eisen-III-chlorid 

Das Eisen-III-chlorid (FeCl3) Modell ist ein Modell, um eine schnelle und zuverlässige 

Thrombusbildung hervorzurufen. Es wurde an Schweinen und Ratten etabliert und 

anschließend für die Maus modifiziert (126). Ein in FeCl3 getränktes, 1mm² großes 

Filterpapier wird für 3 Minuten lateral an die A. carotis communis gelegt. Das FeCl3 reagiert 

mit der Basalmembran des Endothels und mit der Erythrozytenmembran. Das Endothel und 

Erythrozyten können aktivierte Thrombozyten binden und die Thrombusbildung wird 

eingeleitet (127). Das FeCl3 Modell ist ein Modell, um schnell und einfach einen okklusiven 

Thrombus zu generieren. Es eignet sich zur Ermittlung der Gefäßverschlusszeit, das heißt der 

Zeit, die zwischen Beginn der Applikation des FeCl3 getränkten Filterpapiers und dem 

vollständigen Verschluss des Gefäßes verstreicht. Eine gute Standardisierbarkeit dieses 

Modells wird durch eine möglichst schonende Präparation der Arterie erreicht. Dieses Modell 

wurde in der vorliegenden Arbeit benutzt um die Thrombusbildung in der A. carotis 

communis zu untersuchen. 



II. Literaturübersicht      20 

 

5.5. Mausmodelle zur Untersuchung der Mikrozirkulation 

Die mikrovaskuläre Strombahn ist die Endstrombahn der Gefäße und versorgt alle Gewebe 

mit Sauerstoff und Nährstoffen (28, 29). Um die Interaktionen von Blutbestandteilen mit dem 

Endothel zu untersuchen, werden in vivo Versuche an der Mikrozirkulation des Dünndarms 

herangezogen. Die mikrovaskuläre Strombahn kann an sämtlichen Organen wie unter 

anderem dem Gehirn (128), in der Leber (129), den Nieren (130), im Mesenterium (131) und 

auch in Tumoren (132) untersucht werden. Das erste und heute immer noch häufig 

angewendete Mikrovaskulaturmodel ist an der Mikrozirkulation des Musculus cremaster. Die 

einfache Präparation und Visualisierung der Mikrozirkulation dieses Muskels machen dieses 

Modell zu einem gut standardisierbaren und einfachen Modell (133). 

5.5.1. Ischämie-Reperfusionmodell 

Eine weitere Fragestellung ist, wie sich Thrombozyten und Leukozyten nach der Okklusion 

eines arteriellen Gefäßes über einen bestimmten Zeitraum verhalten. Ischämie eines Gewebes 

führt zu einer Ansammlung und Aktivierung von Thrombozyten im ischämischen Bereich 

(134). Thrombozyten setzen nach ihrer Aktivierung Sauerstoffradikale, Thromboxan A2, 

Serotonin, Komplementfaktroen (135) und Platelet Factor 4 frei (136, 137, 138 ). Daher kann 

die Aktivierung und Adhäsion von Thrombozyten die Schädigung von Endothelzellen 

deutlich verschlimmern, indem sie zusätzlich Leukozyten an den Ort der Verletzung rekrutie-

ren (42). Mit einem Ischämiemodell soll erforscht werden, was die Mechanismen dafür sind. 

Mittels Ligatur oder Abklemmen der Gewebe-versorgenden Arterien wird eine fokale 

Ischämie erreicht (139). Für eine komplette Reperfusion des Gewebes darf die Arterie, die 

temporär verschlossen wird, nicht beschädigt werden, damit kein Thrombus entsteht. Damit 

es aber zu einer vollständigen Ischämie kommt, darf der Gefäßclip keinen Blutfluss mehr 

passieren lassen. Ischämiemodelle werden je nach Interesse an verschiedenen Organen durch-

geführt. Am Gehirn (139), den Nieren (140), dem Myokard (141) und am Mesenterium (142, 

143). 

5.5.1.1. Mesenteriales Ischämie-Reperfusionsmodell 

Da in dieser Arbeit der Zusammenhang zwischen der Mikrobiota im Magen-Darm-Trakt und 

Thrombusbildung mittels Intravitalmikroskopie untersucht wird, ist die Mikrozirkulation des 

Darms hier in besonderem Fokus. Das in dieser Studie eingesetzte Modell ist ein Ischämie-

Reperfusionsmodell an mesenterialen Gefäßen. Es ist ein hervorragendes Modell um die 

Auswirkung einer Ischämie und den anschließenden Reperfusionsschaden in den kleinsten 

Gefäßen des Darmes darzustellen (144, 145). Durch das Abklemmen der zuführenden Arterie 
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Arteria mesenterica superior entsteht eine vollständige Ischämie des kompletten Dünndarms 

und des proximalen Teils des Dickdarms (135, 146-148). Es wird ein Mikrogefäßclip 

eingesetzt damit das Gefäß so wenig wie möglich verletzt wird. Wichtig bei dieser Methode 

ist vor allem das vorsichtige Präparieren. Durch unvorsichtige Präparation können Gefäße 

verletzt und das Endothel aktiviert werden. Dieses Modell eignet sich sehr gut zur Imitation 

eines Mesenterialinfarktes. Mit diesem Modell lassen sich die Effekte einer Ischämie und 

einer anschließenden Reperfusion in den mesenterialen Gefäßen untersuchen. Durch eine 

Ischämie und den daraus resultierenden Sauerstoff- und Nährstoffmangel können je nach 

Länge der Ischämie und Art des umliegenden Gewebes schwere Schäden an Gefäßen und 

dem Gewebe entstehen. Eine anschließende Reperfusion sorgt erst einmal nicht zur Besserung 

des Zustandes sondern kann die Gewebsverletzung weiter verschlimmern (149).  

6. Mikrobiota des Intestinaltraktes  

Der Verdauungstrakt aller Säugetiere ist von einer Vielzahl an Mikroorganismen (Mikrobiota) 

besiedelt. Das Maus-Mikrobiom ist funktionell mit 95% fast identisch mit dem des Menschen. 

Aber nur 4% der im Maus-Mikrobiom vorhandenen mikrobiellen Spezies sind tatsächlich mit 

dem Mirkobiom des Menschen identisch (150). Die Mikrobiota besteht aus ca. 1013 

Mikroorganismen, hauptsächlich aus anaerob lebenden Bakterien (151). Dabei handelt es sich 

um mindestens 1000 verschiedene bekannte Bakterienarten mit mehr als 3 Millionen Genen 

(150 x mehr als das humane Genom). Die Mikrobiota kann im menschlichen Körper bis zu 2 

kg ausmachen. Ein Drittel der gesamten Darmmikrobiota ist in allen Menschen gleich, die 

anderen 2/3 sind individuell unterschiedlich (152). Somit hat jedes Individuum seinen eigenen 

mikrobiellen „Fingerabdruck“. Die normale mikrobielle Flora ist relativ stabil mit 

verschiedenen Spezies, die verschiedene Körperregionen besiedeln. Die Mikrobiota kann dem 

Wirt behilflich sein (Schutz vor Pathogenen und Herstellung von Nährstoffen), kann dem 

Körper aber auch schaden (Karies oder Abszesse) oder sie existiert als Kommensale (sie 

besitzt weder schützende noch schadende Eigenschaften) (153, 154). Durch die Vielzahl an 

Aufgaben, die sie übernimmt, kann sie als ein weiteres Organ im Körper betrachtet werden. 

6.1. Schutzfunktion der Mikrobiota 

Mikrobiota haben eine wichtige Rolle der Reifung des Immunsystems und durch die 

Besiedlung des Intestinaltraktes mit mikrobiellen Gemeinschaften wird der Wirt gegenüber 

pathogenen Erregern geschützt, indem sie sich wie Schutzfilm über der Mukosa des Darmes 

legt und mittels Enzyme krankmachende Mikroorganismen eliminiert (153, 155, 156). 
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Tatsächlich wird die Produktion von Mukus, der pathogene Bakterien daran hindert in die 

Darmwand einzudringen und diese zu schädigen, durch die Kolonisierung mit Darmbakterien 

in Goblet Zellen gefördert (157). Die Besiedlung mit unterschiedlichen Bakterien führt zu 

einer unterschiedlichen Zusammensetzung der Mukusschicht auf der Darmmukosa (158). 

Studien mit keimfreien Tieren zeigen, dass diese Mäuse eine reduzierte Anzahl von 

Immunglobulinen A gegenüber Mäusen mit einer Darmflora besitzen (159). Die 

Kolonisierung mit Bakterien stimuliert dendritische Zellen, die dann wiederum das erworbene 

Immunsystem stimulieren, was zur verstärkten Synthese von Immunglobulin A führt. Diese 

Immunglobuline können gegen eine Infektion mit pathogenen Bakterien und Viren schützen 

(160). Durch die Fermentierung von Nahrungsbestandteilen durch Bakterien sinkt der pH im 

Kolon und schützt so vor Pathogenen. Des Weiteren entsteht eine Schutzfunktion gegenüber 

pathogenen Bakterien dadurch, dass fakultative Anaerobier den Sauerstoff im Darmlumen 

verbrauchen und somit nur obligate Anaerobier weiter distal leben können (161). Die 

Fermentation von Fasern durch Bakterien im Darm führt zu einer erhöhten Produktion von 

kurzkettigen Fettsäuren (Butyrat, Propionat und Acetat). Kurzkettige Fettsäuren können direkt 

die Hämatopoese von dendritischen Zellen im Knochenmark stimulieren. Dendritische Zellen 

sind unter anderem auch für die Phagozytose in Geweben zuständig und können so Erreger 

eliminieren (162). 

6.2. Herstellung von Metaboliten durch die Mikrobiota 

Die Mikrobiota liefern dem Körper Energie durch den Verdau von ansonsten unverdaulichen, 

aus Pflanzen stammenden, langkettigen Kohlehydraten. Durch den Abbau von 

Kohlenhydraten durch Bakterien im Dickdarm werden kurzkettige Fettsäuren hergestellt 

(163). Diese werden schnell und einfach vom Wirt umgesetzt (2, 12, 164-168). Butyrat ist die 

bevorzugte Energiequelle der Enterozyten und reguliert die Zelldifferenzierung und –

proliferation der Darmmukosa (169, 170). Bakterien der Familie Lachnospiraceae und 

Clostridien stellen den Hauptanteil des Butyrats her (171, 172). Das Darmepithel ist eine hoch 

selektive Barriere. Sie verhindert einen Übertritt von Toxinen und proinflammatorischen 

Molekülen in die systemische Zirkulation. Ihr Schutz und Instandhaltung ist daher essentiell 

(173). Nahrungsproteine, Proteine aus Pankreasenzymen und vom Magen-Darmtrakt 

sezernierte Muzine sind ebenfalls wichtige Substrate für Bakterien im Darm (168, 174). 

Wieviel und welche Substrate von der Mikrobiota verarbeitet werden, hängt von der Zufuhr 

an Substraten und der Zusammensetzung der Mikroflora ab (175). Beispiele für die 

metabolischen Endprodukte sind Phenole und Indole, die durch die anaerobe Fermentation 

von aromatischen Aminsosäuren entstehen (168, 176). Der Abbau von Proteinen bewirkt 
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einen pH-Anstieg im Dickdarm, was eine Vermehrung von Pathogenen begünstigen kann 

(176, 177). 

6.2.1. Herstellung von Vitaminen durch die Mikrobiota 

Kommensale Mikroorganismen im Magendarmtrakt sind im Stande Vitamine von Grund auf 

neu zu synthetisieren und somit den Wirt mit Vitaminen zu versorgen, die er selber nicht 

herstellen kann. Obwohl die meisten Vitamine mit der Nahrung aufgenommen werden, kann 

durch eine unausgewogene Ernährung ein Mangel an Vitaminen entstehen. Lactobacillen 

produzieren aus fermentierten Nahrungsmitteln im Dickdarm, die für den Körper sehr 

wichtigen, wasserlöslichen B-Vitamine. Ihre wichtigsten Vertreter sind Folsäure, Riboflavin 

und Vitamin B12 (Cobalamin). Vitamin B12 hat eine wichtige Rolle in verschiedenen Meta-

bolismen wie zum Beispiel der DNS-Synthese und bei der Bildung von Blutzellen (178).  

Auch das fettlösliche Vitamin K2 (Menachinon) wird von Bakterien im Dickdarm hergestellt. 

Vitamin K gehört zu einer Familie von Naphthochinonderivaten und kommt zudem als 

Vitamin K1 (Phyllochinon) in grünen Pflanzen vor (179).Vitamin K fungiert als Kofaktor für 

die in der Leber exprimierte Vitamin K-abhänige γ-Glutamylcarboxylase. Diese ist für die 

post-translationale Konversion von γ-Carboxylglutamylresten verantwortlich (180). Der 

Vitamin K-Zyklus ist essentiell für die Produktion der Gerinnungsfaktoren II, VII, IX, X und 

der Gerinnungshemmer Protein C und Protein S. Im Knochen wird Vitamin K ebenfalls für 

die Synthese des Proteins Osteokalzin benötig  (11, 12, 181). Ein Mangel an Vitamin K und 

somit ein Mangel an der γ-Glutamylcarboxylase resultiert in einer Verminderung der 

Thrombingenerierung und einer Gerinnungsstörung (11). Da Darmbakterien im Stande sind 

Vitamin K zu synthetisieren und es dem Körper als wichtigen Kofaktor bereit zu stellen, 

wurden bereits 1950 Studien mit keimfreien Tieren im Zusammenhang mit der Vitamin K 

Synthese durchgeführt. Fütterungsexperimente mit keimfreien Ratten und Mäusen zeigten, 

dass sich die Kombination aus der Abwesenheit von Bakterien und einer Vitamin K-armen 

Diät stark auf Blutungsneigung auswirkt (182). Die Parameter zur Bestimmung der 

Blutungsneigung, Prothrombinzeit (105) und aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) 

sind bei keimfreien Tieren mit einer Vitamin K-armen Diät im Vergleich zu Tieren mit einer 

intakten Darmflora und einer Vitamin K-armen Diät verlängert (183).  

Ein Vitamin K Mangel tritt bei Neugeborenen sehr viel häufiger auf als bei Erwachsenen. 

Gründe dafür sind, dass Neugeborene erst während und nach der Geburt mit Bakterien 

besiedelt werden, Vitamine nicht gut über die Plazenta transportiert werden und ihre 

Konzentration in der Muttermilch gering ist (184). Bei Neugeborenen kann es daher zwischen 
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den ersten 24 Stunden und 7 Tagen zu Vitamin K-abhängigen Blutungen kommen. Um das zu 

verhindern, wird Neugeborenen prophylaktisch ein synthtisch hergestelltes Vitamin K3 

(Menadion) intramuskulär injiziert (185).  

 

Abbildung 4: Struktureller Aufbau des Vitamin K1, K2 und K3 

 

6.3. Einfluss der Mikrobiota auf die Ausprägung und Aktivierung des angeborenen 

Immunsystems 

Bei der Geburt sind Säugetiere zuerst keimfrei, der Magendarmtrakt wird direkt nach der 

Geburt mit kommensalen Bakterien aus dem Geburtskanal, der Haut und Ausscheidungen der 

Mutter und der Umgebung besiedelt (186). Die meisten dieser Organismen sind für 

immunkompetente Wirte nicht pathogen. Sie übernehmen wichtige Funktionen für den Wirt. 

Versuche mit keimfreien Tieren zeigen, dass kommensale Bakterien für die normale 

Entwicklung eines voll funktionsfähigen Immunsystems notwendig sind (187). Das 

erworbene Immunsystem mit Antikörper-bildenden Zellen ist bei keimfreien Tieren 

unterentwickelt (188). Mit zunehmendem Alter verändert sich die mikrobielle Besiedlung 

aufgrund der funktionellen Erweiterung des Immunsystems des Darmes. Die Reifung des 

Immunsystems hängt von der Präsenz der jeweiligen kommensalen Bakterien ab (189-191). 

Kommensale Bakterien interagieren direkt mit der Mukosa des Darmtraktes und beeinflussen 

dadurch die Aktivierung und Ausprägung des Immunsystems. Die hohe Dichte an Bakterien 

im Darm führt zu einer ununterbrochenen Kommunikation zwischen Wirtszellen und 
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Mikroben. Das Immunsystem im Darm muss einerseits gegen pathogene Erreger direkt 

wirken, andererseits aber kommensale Bakterien tolerieren. Die intestinale Mikrobiota 

existiert in Balance mit dem Darm-assoziierten lymphatischen Gewebe, welches das größte 

lymphatische Gewebe des Körpers darstellt. Mikroorganismen im Darm stellen die größte 

Antigenquelle dar, mit denen das Darm-assoziierte lymphatische Gewebe kontinuierlich 

stimuliert wird. Dadurch entsteht eine Toleranz gegenüber unschädlichen Antigenen wie 

Nahrungsproteinen und Bakterien (192, 193). Dendritische Zellen, Makrophagen und Epithel-

zellen sind für die sofortige Immunantwort verantwortlich (194). Antigene werden von den 

dendritischen Zellen präsentiert und die Immunantwort wird entweder ausgelöst oder eine 

Toleranz gegen unschädliche Antigene entwickelt (195). Wird diese sogenannte 

„Immunhomeostase“ gestört, steigt die Anfälligkeit für chronisch-entzündliche 

Darmerkrankungen (IBD) (194, 196).  

6.4. Mikrobiota und Krankheiten der modernen Gesellschaft 

Bakterien der Mikrobiota übernehmen für den Körper wichtige Schutz- und 

Stoffwechselfunktionen. Dieser Kommensalismus hat aber nicht nur positive Wirkungen 

sondern kann dem menschlichen und tierischen Körper auch Schaden zufügen. Mit der 

Industrialisierung hat sich in entwickelten und sich entwickelnden Ländern das Verhalten und 

die Ernährung der Menschen verändert (197). 

Der Einfluss der Mikrobiota auf Krankheitsbilder wie Diabetes (12, 198-201), Fettleibigkeit 

(2, 154, 198-200, 202), chronisch-entzündliche Darmerkrankungen (14, 15, 194, 196, 203-

206), Allergien (207) und auch Herz-Kreislauferkrankungen (198, 200, 208) hat in den letzten 

Jahrzehnten stark zugenommen. Da die Besiedlung des Darmes mit Bakterien und Pilzen 

stark von äußeren Faktoren wie der Art und Weise der Geburt (209), Ernährung (210), 

Bewegung (211), Stress, Hygiene (189) und der unmittelbaren Umgebung zusammenhängt, 

ist die Mikrobiota in jedem Individuum unterschiedlich. Ein Zusammenhang mit dem 

heutigen „life style“ und der Zunahme an diesen Krankheitsbilder ist belegt (212, 213).  

Wird anstelle einer protektiven Funktion die Mikroflora eine dysregulierte und inadäquate 

Aktivierung von Immunzellen auslöst, kann es im Darm zu schweren Entzündungsreaktionen 

kommen. Eine spontane Entzündung des Darmes bei immundefizienten Mäusen (z.B. 

Interleukin 10-defizient) ist bei keimfreien Mäusen im Vergleich zu den konventionell 

aufgezogenen Kontrollen nicht möglich (214). Dies lässt vermuten, dass Darmbakterien einer 

der Auslöser für die Entstehung von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen sind (215, 

216). Physiologisch reagiert das Immunsystem im Darm auf bakterielle Komponenten wie 
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Lipopolysaccharide (LPS) nicht mit einer Entzündung. Eine vorherige Exposition mit LPS 

schwächt die Reaktion auf eine zweite Exposition mit LPS in vitro und in vivo ab (217). Für 

die Erkennung des bakteriellen Bestandteils LPS ist der Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) 

verantwortlich (218). Durch die Anwesenheit von LPS wird dieser TLR von hemmenden 

Molekülen negativ reguliert (219-221) und hemmt somit die Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NF-κB und die dadurch ausgelöste Entzündungsantwort und die 

Rekrutierung von Entzündungszellen.  

Da das Immunsystem eng mit der Thrombusbildung verknüpft ist (Immunothrombose), wird 

in dieser Arbeit der Zusammenhang von Mikrobiota und angeborenen Immunmechanismen 

mit der Entstehung von Thromben untersucht. 

6.4.1. Einfluss von Mikrobiota auf chronisch-entzündliche Darm-erkrankungen 

Eine Assoziation zwischen der erhöhten Inzidenz von chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen und Umweltfaktoren verbunden mit sozioökonomischer Entwicklung 

scheint unabhängig von den bekannten genetischen Risikofaktoren dieser Erkrankungen 

überall auf der Welt aufzutreten (204). Der Lebensstil in entwickelten Ländern könnte das 

natürliche Muster der Kolonisierung des Darmes mit Mikrobiota beeinträchtigen. Läsionen in 

der Darmmukosa entstehen unter anderem durch eine exzessive oder dysregulierte 

Immunantwort gegen kommensale Darmbakterien. Diese Kommensalen können eine 

Entzündung hervorrufen, die in prädisponierten Patienten das Krankheitsbild der IBD 

manifestieren (222). Zu den chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen gehören ulzerative 

Colitis und Morbus Crohn. Diese sind charakterisiert durch intestinale Blutungen, schwere 

Diarrhoe, abdominale Schmerzen und Gewichtsverlust (223-225). Welche Rolle die 

Mikrobiota in der Ausprägung von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen spielen, 

zeigen Versuche bei denen Antibiotika gegen pathogene Bakterienstämme die Symptome 

abschwächen (226-229). Experimente mit immundefizienten Mäusen zeigen, dass die 

Ausbildung einer Colitis und die dafür verantwortlichen Bakterien über fäkale 

Transplantation übertragbar ist (230). 

Patienten mit IBD haben ein 3 bis 6-fach höheres Risiko für das Entstehen eines 

Thrombembolismus im Vergleich zur Normalbevölkerung. Klinische Studien zeigen, dass das 

Vorkommen von Thrombembolien bei ungefähr 6% der IBD Patienten liegt. 

Obduktionsberichte zeigen aber 40% thrombembolische Vorfälle bei diesen Patienten (224, 

231). Hämatologische Studien zeigen, dass vor allem Störungen in der Koagulation, 

Fibrinolyse und Plättchenfunktion dazu beitragen, dass dieses Krankheitsbild mit einem 
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prothrombotischen Status assoziiert ist (232). Hämatologische Veränderungen wie Anämie, 

Hyperkoagulabilität, Thrombozytose und Leukozytose (233) und eine erhöhte 

Thromboseneigung bei Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen wurden in 

Kolitis Tiermodellen reproduziert (234, 235). Aufgrund der erhöhten Thromboseneigung der 

Patienten kann es zu einem oder mehreren Verschlüssen von Gefäßen des Darmtraktes 

(Infarkt) kommen (21). So kommt es zu einer akuten mesenterialen Ischämie (236) und somit 

einem Versorgungsabbruch mit Sauerstoff und Nährstoffen und bei unbehandelten Ischämien 

letztendlich zu einer Nekrose des betroffenen Gewebes. Auch stellt sich die Frage, ob 

ischämische Ereignisse nicht sogar einen Teil der Pathogenese von chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen darstellen (237).  

Ob und wie sich die bakterielle Besiedlung des Darmes auf den Anstieg thrombembolischer 

Ereignisse auswirkt, ist zur Zeit noch unerforscht.  

 

7. Gnotobiotik und der Hygienestatus von Labortieren 

Die Bedeutung von Mikroorganismen für die Gesundheit aller Säugetiere, ob vorteilhaft oder 

schädlich, wurde schon sehr früh an Versuchstieren beobachtet. Pasteur, 1885, war der 

Meinung, dass ein Leben ohne Mikroorganismen im Körper nicht möglich sei (238). Pasteur, 

und später Nencki und Metchnikoff, forschten an Tieren mit und ohne Anwesenheit von 

Bakterien (35). 1895 konnten Nuttal und Thierfelder an der Universität von Berlin das erste 

keimfreie Tier, ein Meerschweinchen, herstellen (239-241). Nicht die Abwesenheit von 

Bakterien im Darmtrakt war das Problem für die Aufrechterhaltung keimfreier Tiere, sondern 

die Nährstoffunterversorgung im autoklavierten Futter. Fast weitere 50 Jahre dauerte es, bis 

die erste keimfreie Tierhaltung mit der Herstellung von sterilem Futter, Isolatoren und 

keimtötenden Mitteln etabliert wurde. Bengt Gustafsson beschrieb 1946 die Züchtung 

keimfreier Ratten mit von Trexler und Reynolds entwickelten Isolatoren (242). Die 

Herstellung und Haltung keimfreier Ratten und Mäusen wurde in den späten 1950iger Jahren 

zu einer üblichen Praxis (35). Gnotobiotische Tiere werden sowohl für die Forschung als auch 

für die Herstellung von speziellen pathogenfreien Zuchten eingesetzt. Die ersten Unter-

suchungen mit keimfreien Tieren bezogen sich auf die Physiologie, Ernährung und die 

Untersuchung des Metabolismus. Seitdem ist das keimfreie Tiermodell das bevorzugte 

Modell, um die Auswirkungen von Bakterien oder anderen Mikrooragnismen auf 

physiologische Vorgänge zu untersuchen.  
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7.1. Definition 

Gnotobiotik ist die Wissenschaft von Tieren, die unter definierten mikrobiologischen 

Bedingungen leben. Der Begriff Gnotobiotik ist aus den griechischen Wörtern γνωτος = 

bekannt und βιοτά = Leben abgeleitet. Ein Gnotobiot ist ein Makroorganismus, der keimfrei 

ist oder nur von solchen Mikrooragnismen besiedelt ist, die dem Untersucher genau bekannt 

sind (240, 243). 

  

Abbildung 5: Einteilung von gnotobiotischen, definiert assoziierten, spezifiziert pathogenfreien 
und konventionellen Mäusen. 

 

Gnotobiotische Tiere: Diese Tiere werden durch eine aseptische Hysterektomie (238) oder 

mittels Embryotransfer (244) in den keimfreien Zustand überführt und in keimfreien 

Isolatoren gehalten.  

Keimfreie Tiere/Germfree (GF): Tiere die frei von allen derzeitig nachweisbaren 

Mikroorganismen (Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten) sind. Das keimfreie Tier bedarf 

der absoluten Abschirmung in einem Isolator.  

Assoziierte Tiere: Primär keimfreie Tiere, die mit Reinkulturen ein- oder mehrerer 

Mikroorganismen in Kontakt gebracht (kolonisiert) werden (mono-, di-, bzw. 

polyassoziierte Tiere). Auch assoziierte Tiere müssen unter definierten mikrobiellen 

Bedingungen in Isolatoren gehalten werden.  
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Um die Keimfreiheit bzw. die Assoziation mit einem oder mehreren Keimen gewährleisten zu 

können, müssen Tiere und Isolatoren in regelmäßigem Abstand auf ihren mikrobiellen (z.B. 

keimfreien) Status getestet werden (35, 240, 242).  

Spezifiziert-pathogenfreie (SPF) Tiere: Tiere, die frei von Tierart typischen pathogenen und 

fakultativ-pathogenen Mikroorganismen (definiert z.B. von der FELASA) sind (der Umfang 

der Untersuchung und das Ergebnis des Gesundheitszeugnisses ist anzugeben). SPF Tiere 

werden in speziellen Barrierebereichen gehalten. Die absolute Isolierung in Räumen, die 

einem Barrieresystem entsprechen, sichert die Pathogenfreiheit über einen möglichst langen 

Zeitraum. Eine zufällige Besiedlung ist bei dieser Haltung nicht zu verhindern. Die 

Aufrechterhaltung der Pathogenfreiheit muss nach FELASA- Richtlinien (245) regelmäßig 

geprüft werden (35, 240, 242).  

Konventionelle Tiere: Tiere, die eine nicht definierte Besiedlung von Mikroorganismen 

enthalten, in der hier vorgelegten Doktorarbeit aber SPF-Status besitzen. Kontrollen 

beschränken sich prinzipiell darauf festzustellen, dass die Tiere keine klinischen Anzeichen 

einer Krankheit erkennen lassen und keine von der FELASA definierten Pathogene in sich 

tragen (offene Haltung ohne Barriere). 

7.2. Morphologische Charakteristika keimfreier Mäuse 

Durch eine angepasste adäquate Diät können GF Tiere genauso gut aufwachsen und leben wie 

die konventionell aufgezogenen Kontrolltiere. Nichtsdestotrotz gibt es physiologische und 

anatomische Unterschiede zu konventionellen Tieren. Diese Abweichungen sind vor allem 

offensichtlich an den Organen, die normalerweise in stetigen Kontakt mit Mikroorganismen 

kommen, vor allem im Magen-Darm-Trakt. Bei Nagetieren ist ein besonders großer 

Blinddarm (Zäkum) auffällig (238). Die Abwesenheit von Muzinen führt zu einer 

Akkumulation von Kolloiden (Teilchen), die anorganische Ionen abgeben. Dadurch ändert 

sich die osmotische Balance des Zäkums und Flüssigkeit sammelt sich innerhalb des Zäkums 

an (136). Das vergrößerte Zäkum kann bis zu 30% des Körpergewichts ausmachen. Ein 

vergrößertes Zäkum lässt sich nicht oder kaum bei keimfreien Vögeln und Schweinen 

beobachten. Bei allen GF Spezies ist das Bindegewebe und dessen Gefäßversorgung in der 

Darmwand dünner (246, 247). Darmzotten (Villi) haben bei keimfreien Tieren einen größeren 

Abstand zueinander und weisen eher eine „Fingerstruktur“ als der üblichen „Blattstruktur“ 

auf. Ein offensichtlicher Effekt, der durch die Besiedlung des Darms durch Bakterien 

hervorgerufen wird, ist die Verkürzung und Verdickung der Villusstrukturen im Dünndarm 

(248, 249). Weitere Unterschiede gibt es beispielsweise im kardiovaskulären System, 
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lymphatischen Organen und im Fettgewebe. Das Herzgewicht, das Blutvolumen und das 

Herzzeitvolumen sind bei GF Tieren reduziert (250). Lymphatische Organe wie Lymphknoten 

sind im Vergleich zu Mäusen mit einer intakten kommensalen Mikrobiota verkleinert (251). 

Außerdem können keimfreie Mäuse keine Diät-induzierte Fettleibigkeit entwickeln und haben 

im Gegensatz zu konventionell aufgezogenen Mäusen eine geringere Körperfettmasse (2, 

202). 

7.3. Physiologische, biochemische und immunologische Charakteristika keimfreier 

Mäuse 

Durch die kleineren Herzen und das geringere Herzzeitvolumen ist der Sauerstoffverbrauch 

bei keimfreien Tieren geringer als bei konventionell aufgezogenen Tieren (250, 252). Obwohl 

der Sauerstoffverbrauch geringer und das für viele Stoffwechselwege wichtige Vitamin B1 in 

der Leber reduziert ist, ist der Kalorienverbrauch von keimfreien und konventionellen Tieren 

vergleichbar (253). Der reduzierte Sauerstoffverbauch lässt sich aber nicht mit einer 

Reduktion der verstoffwechselten Energie, sondern wohlmöglich mit der geringeren Mobiliät 

des Zäkums erklären (10). In der folgenden Tabelle wird aufgezeigt wie sich Stoffwechsel-

wege oder Verhalten von GF zu CONV-R Tieren unterscheiden. 

Tabelle 3: Tabellarische Übersicht von physiologischen, metabolischen und biochemischen 
Funktionen von keimfreien Tieren im Vergleich zu konventionell aufgezogenen Tieren. 

Funktion GF vs. CONV-R 

Lokomotor Aktivität (254) ↑ 

Fressverhalten (255) ↑ 

Angstverhalten (254) ↓ 

Cholesterolmetabolismus (2, 256) ↓ 

Insulintoleranz (257) ↓ 

kurzkettigen Fettsäuren in Magen-Darm-Trakt (258) ↓ 

Aminosäurenmetabolismus (259) ↓ 

Verdauungsenzyme (260, 261) ↓ 

Angeborenes Immunsystem und Immunzellen (155, 188, 262, 263) ↓ 

Darmvaskularisierung (13, 249, 264) ↓ 



II. Literaturübersicht      31 

 

Zellerneuerung im Darm (264) ↓ 

 

Des Weiteren ist das Immunsystem von GF Tieren weniger gut entwickelt als das der CONV-

R Tiere, kann aber gut mit einer Immunantwort auf eine mikrobielle Besiedlung reagieren. 

Die Reaktion auf endo- oder exogene Antigene ist vergleichbar, wenn überhaupt ein wenig 

langsamer als bei konventionell aufgezogenen Tieren (10). Alle Lymphknoten sind bei GF 

Mäusen vorhanden aber verkleinert (238, 246, 247, 265, 266). Interessanterweise haben 

frühere Studien gezeigt, dass die Rekrutierung von T-Zellen im Bereich der 

Darmmikrozirkulation in GF Mäusen verringert ist und die Expression von 

Adhäsionsmolekülen (ICAM-1, VCAM-1) in kolonisierten Mäusen erhöht ist (22).  

 

8. Zielsetzung dieser Arbeit 

Mit dem keimfreien Mausmodell und der Intravitalmikroskopie soll in dieser Arbeit 

untersucht werden, ob die Rekrutierung und Adhäsion von Immunzellen oder auch 

Thrombozyten von der Besiedlung des Darmes mit Mikrobiota abhängig ist. Durch den 

Einsatz der Intravitalmokroskopie kann in vivo beobachtet werden, wie sich die Ab- oder 

Anwesenheit von kommensalen Mikroorganismen als Umweltfaktor auf die Entstehung von 

Thrombosen auswirken kann. 
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III. MATERIAL UND METHODEN 

1. Materialliste  

1.1. Geräte 

Tabelle 4: Geräte  

Gerät Modell Hersteller 

Dispergiergerät IKA T10 Basic IKA®-Werke GmbH & CO. 

KG, Staufen, Germany 

Intravital-Videofluoreszenz-

mikroskop 

Intravital-

Videofluoreszenz-

mikroskop auf Basis 

des manuellen Forschungs-

mikroskops BX51WI 

Olympus GmbH, 

Deutschland 

Heizblock Thermomixer Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Individual Ventilated Cages EU 

Typ 2 Norm  

Green Line, SealSafe 

PLUS-Maus 

Tecniplast Deutschland 

GmbH, Deutschland 

Isofluran Vapor Isofluran Vapor 19,3 Drägerwerk AG, Lübeck, 

Deutschland 

Isolatoren Flexible Film Isolator  

 3' x 2' x 2; 4' x 2' x 2'; 5' x 

2' x 2' 

Class Biologically Clean, 

Ltd. - Madison, Wisconsin 

Kamera Camera Controller 

C1060000, Orca-R2 

Hamamatsu Photonics 

GmbH, Deutschland 

Kühlschrank -20°C Premium No Frost und 

Premium 

Liebherr, Bulle, Schweiz 

Kühlschrank 4°C Comfort Liebherr, Bulle, Schweiz 
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Gerät Modell Hersteller 

Gefrierschrank -80°C Hera Freeze BASIC Thermo Scientific, 

Waltham,USA 

Magnetrührer Stirrer MR Hei-Standard VWR, Darmstadt, 

Deutschland                                   

Heidolph, Schwabach, 

Deutschland 

Minizentrifuge Mini Star silverline VWR, Darmstadt, 

Deutschland 

pH-Meter 827 pH Lab Metrohm Deutschland, 

Filderstadt, Deutschland 

Photometer Nanodrop Thermo Scientific, 

Waltham,USA 

Pipetten Pipet Lite XPS LTS (1000, 

100, 20, 10, 2) 

Rainin über Mettler-Toledo 

GmbH, Gießen, Deutschland 

Pipettierhilfe S1 Pipet Filler Thermo Scientific, 

Waltham,USA 

qPCR-Cycler CFX96 Bio-Rad, München, 

Deutschland 

Schwingkugelmühle Tissue Lyser Qiagen, Hilden, Deutschland 

Stereomikroskop Olympus SZ51 Olympus Scientific 

Solutions Americas Inc, 

USA 

Sysmex Sysmex Microcellcounter 

XE-2100 

Sysmex GmbH, Norderstedt, 

Deutschland 

Thermocycler Vapo protect Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Tischnarkosegerät UniVet Porta Tischnarkose- Groppler Medtec GmbH, 
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Gerät Modell Hersteller 

gerät für Isoflurane  Deutschland 

Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries, New 

York, USA 

Waagen R180  

VWR-1502 

Sartorius, Göttingen, 

Deutschland  

VWR, Darmstadt, 

Deutschland  

Wärmeplätte FMI Wärmeplatte Föhr Medical Instruments 

GmbH, Deutschland 

Wasserbad WB-500 Digisystem Laboratory 

Instruments Inc., New Taipei 

City, Taiwan 

Zentrifugen Heraeus Fresco 21  

Megafuge 16R 

1814  

Rotana RP 

Thermo Scientific, Waltham, 

USA 

Thermo Scientific, Waltham, 

USA 

VWR Darmstadt, 

Deutschland 

1.2. Instrumente  

Tabelle 5: Instrumente 

Instrumente Hersteller 

Schlundsonde,  „Reusable Feeding Needles“ Fine Science Tools GmbH, Deutschland 

Skalpelle Feather, Osaka, Japan 

Tail Acces Restrainer Stoelting Wood Dale, USA, 2015 

Microserrefine-Klemme 2mm Federbreite Fine Science Tools GmbH, Deutschland 

Dumont #5 Mirror Finish Forceps Fine Science Tools GmbH, Deutschland 
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Instrumente Hersteller 

Dumont #5/45 Forceps - Dumoxel Standard 

Tip 

Fine Science Tools GmbH, Deutschland 

Vannas Spring Schere – 3mm  Fine Science Tools GmbH, Deutschland 

1.3. Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

1,5 ml Reaktionsgefäß Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

14 ml Röhrchen konisch einzeln steril Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland 

15 ml Falcon Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland 

2,0 ml Reaktionsgefäß Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Deckgläser rund Thermo Scientific, Waltham,USA 

Faden Ethicon Prolene Polyprolen 7-0, 

monofil  

Johnson & Johnson Medical GmbH  

Ethicon, Deutschland 

Hämatokrit Kapillare 130 µl Hirschmann Laborgeräte GmbH, Deutschland 

Kanülen div. Größen BD Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

Klebeband, Leukofix, transparent BSN medical, Deutschland 

Latexhandschuhe Semper-care  Semperit Technische Produkte Gesellschaft 

m.b.H., Wien, Österreich 

Mylar Folie Class Biologically Clean, Ltd. Madison, 

Wisconsin 

Pipettenspitzen (0,1-20 µl, 20-200 µl, 200-

1000µl) 

Mettler-Toledo GmbH, Gießen, Deutschland 

Pipettenspitzen mit Filter 

(0,1-20 µl, 20-200 µl, 200-1000µl) 

Mettler-Toledo GmbH, Gießen, Deutschland 
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Verbrauchsmaterial Hersteller 

qPCR Platten Bio-Rad, München, Deutschland 

Safe Seals Bio-Rad, München, Deutschland 

Serologische Pipetten ( 5, 10, 25 ml) Greiner Bio-one, Frickenhausen, Deutschland 

Spritzen 1 bzw. 2 ml  B. Braun, Melsungen, Deutschland 

Spritzen div. Größen BD Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

Stainless Steal Beads 7 mm Qiagen, Hilden, Deutschland 

1.4. Chemikalien 

Tabelle 7: Chemikalien  

Chemikalien  Hersteller 

Acridin Orange MW 302 Merck, Darmstadt, Deutschland 

Agarose Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Aqua ad iniectabilia B. Braun, Melsungen, Deutschland 

Bovines Serum Albumin, Fraktion V PAA,Cölbe, Deutschland 

CFDA-SE (DCF), 

Dichlorfluoreszeindiacetat,#C-1157  

Molecular Probes, Eugene, OR, USA 

Clidox S Acivator + Base PRL Pharmacal, Naugatuck, USA 

D(+)-Glukose wasserfrei Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Eisen-III-Chlorid, FeCl3 # F7134 Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland 

Ethanol 70% Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

HEPES Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

NaOH 4 N Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumchlorid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumcitratlösung 3,13% Eifelfango, Deutschland 
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Chemikalien  Hersteller 

Natriumhydrogencarbonat Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

PBS Phosphate-Buffered Saline Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 

Rhodamine B Isothiocyanat #R1755 Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland 

Salzsäure 6 N Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

1.5. Medien und Medienzusätze 

Tabelle 8: Medien und Medienzusätze 

Medien bzw. Zusätze Hersteller 

2-Mercaptoethanol Life technologies, Darmstadt, Deutschland 

HEPES 1 M  Life technologies, Darmstadt, Deutschland 

PBS pH 7.4  Life technologies, Darmstadt, Deutschland 

1.6. Primer für murine Sequenzen 

Tabelle 9: Murine Primer 

Primer Hersteller 

Murine Primer (L32, ICAM1, VCAM1, 

VWF, TFPI) – ausgesucht aus NCBI- 

National Centre for Biotechnology 

Information 

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 

 

Abkürzung Zielgen RefSeq 

(mRNA) 

Sequenz 5´→ 3´  

mL32_for 60S ribosomales 

Protein L32 

NM_172086 TGGCTCCTTCGTTGCTGCTG 

mL32_rev CTGGACGGCTAATGCTGGTG 

ICAM1_for Intercellular NM_009868 CACAGTTCTCAAAGCACAGCG 
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Abkürzung Zielgen RefSeq 

(mRNA) 

Sequenz 5´→ 3´  

ICAM1_rev Adhesion 

Molecule 1 

GTGATGCTCAGGTATCCATCCA 

VCAM1_for Vascular cell 

Adhesion 

Molecule 1  

NM_011693 

 

AGTTGGGGATTCGGTTGTTCT 

VCAM1_rev CCCCTCATTCCTTACCACCC 

VWF_for Von Willebrand 

Faktor 

NM_011708 CTTCTGTACGCCTCAGCTATG 

VWF_rev GCCGTTGTAATTCCCACACAAG 

TFPI_for Tissue Factor 

Pathway Inhibitor 

NM_001177

319 

 

CAGGCGTCGGGATTATCGTG 

 

TFPI_rev TTCCCCCACATCCAGTGTAGT 

 

 

 

1.7. Kits 

Tabelle 10: Kits  

Kit Hersteller 

High Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit 

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 

Qia Shredder Qiagen, Hilden, Deutschland 

Rneasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

iQ SYBR®Green Mastermix  BioRad, München, Deutschland 
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1.8. Medikamente 

Tabelle 11: Medikamente 

Medikament Herstellername Hersteller 

Augen und Nasensalbe Bepanthen® Augen- und 

Nasensalbe, 

Hoffmann-La Roche AG, 

Mannheim, Deutschland 

Fentanyl Fentanyl-Janssen 0,5mg Janssen-Cilag GmbH, Neuss, 

Deutschland 

Isofluran Forene Baxter, Unterschleißheim, 

Deutschland  

Medetomidin Dorbene Vet Zoetis, Berlin, Deutschland 

Midazolam  Midazolam Hameln, Hameln, Deutschland 

1.9. Softwares 

Tabelle 12: Softwares 

Software Hersteller 

GraphPad Prism 5 GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA 

qPCR analysis  CFX Manager 3.1,Bio Rad, München, 

Deutschland 

Xcellence Real-Time Imaging Olympus, Tokyo, Japan 
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2. Verwendete Versuchstiere 

In diesem Versuchsvorhaben wird auf die Maus als Versuchstier zurückgegriffen. Die Maus 

eignet sich für die Forschung aus mehreren Gründen besonders gut. Kurze 

Reproduktionszyklen, einfache Aufzucht und kostengünstige Haltung. Außerdem lassen sich 

Mäuse im Vergleich zu anderen Wirbeltieren leicht unter gnotobiotischen Bedingungen 

halten. Der Mausstamm, auf den die meisten Versuche basieren, ist C57Bl/6J. Dieser Stamm 

wurde von der Gruppe von Prof. Fredrik Bäckhed (Wallenberg Laboratory, Göteborg, 

Schweden) an Dr. Christoph Reinhardt (Centrum für Thrombose und Hämostase) abgegeben 

und wird von der Nachwuchsgruppe an der TARC (Translational Animal Research Center) in 

sterilen Plastikisolatoren unter keimfreien Bedingungen gehalten und gezüchtet.  

Die verwendeten Mausgruppen werden entweder in Isolatoren unter keimfreien Bedingungen 

oder in SPF-Haltungen der TARC am Campus der Johannes Gutenberg-Universität bzw. für 

wenige Tage im Forschungsgebäude der Universitätsmedizin Mainz gehalten: 

Tabelle 13: Verwendete Mausstämme, deren Herkunft und Haltung. 

C57Bl/6J GF - keimfrei / germfree  Erhalten von Prof. Fredrik 

Bäckhed(Wallenberg 

Laboratory, 

Göteborg,Schweden)  

Inzuchtstamm 

Gweschisterverpaarung 

 CONV-R - konventionell aufgezogen 

(conventionally raised)  

 CONV-D - über 14 Tage mit einer 

komplexen Darmflora aus dem Zäkum 

einer CONV-R Donor-Maus kolo-

nisierte Tiere (conventional  derived) 

 Monokolonisiert mit dem Laborstamm 

E. coli WT JP313  

 

 

 

 

Myd-88–defiziente 

Mäuse (Myd88-/-) 

Deletion des Myd88 Gens  

Stammhintergund und Kontroll- stamm: 

C57Bl/6J 

Erhalten von Prof. Markus 

Radsak (III. Medizinische 

Klinik, Universitätsmedizin 

Mainz) 
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Inzuchtstamm 

Gschwisterverpaarung 

Trif-defiziente 

Mäuse (Trif-/-) 

Deletion des Trif Gens  

Stammhintergund und Kontroll- stamm: 

C57Bl/6J 

Erhalten von Prof. Markus 

Radsak (III. Medizinische 

Klinik, Universitätsmedizin 

Mainz) 

Inzuchtstamm 

Gschwisterverpaarung 

Tlr2-defiziente 

Mäuse (Tlr2-/-) 

Deletion des Tlr2 Gens  

Stammhintergund und Kontroll- stamm: 

C57Bl/6J 

Gekauft von The Jackson 

Laboratory (Bar Harbor, 

Me, USA) 

Inzuchtstamm 

Geschwisterverpaarung 

 

2.1. Keimfreie Maushaltung in Isolatoren 

2.1.1. Isolatoren 

Die Haltung keimfreier Mäuse der BMBF-geförderten Juniorgruppe von Dr. Christoph 

Reinhardt an der Universitätsmedizin Mainz, wurde mittels flexiblen-Filmisolatoren aus 

flexiblem laminiertem Vinyl durchgeführt.  

Ein Isolator ist ein geschlossenes System, der über ein sterilfiltriertes Zu- und Abluftsystem in 

einem Überdruckzustand gehalten wird. Der Überdruck wird durch einen an jedem Isolator 

angebrachten Ventilator, hergestellt. Überdrucksysteme sind für den Schutz der Tiere vor 

Keimbesiedlung aus der Umgebung geeignet. Das Eindringen von Mikroorganismen in den 

Isolator kann dadurch effektiv verhindert werden. 

Mittels Autoklavierzylinder, die eine große Filterfläche besitzen, um den Druckausgleich 

beim Autoklavierprozess zu ermöglichen, können weitere Materialien wie IVCs (individual 

ventilated cages) inkl. Wasserflaschen und Futterraufen, Eppendorf-Reaktionsgefäße und 

Wattestäbchen für die Probenentnahme für mikrobiologische Untersuchungen, Futter und 

Einstreu, mittels Manschetten, die an die Doppeltürschleuse angeschlossen werden, steril in 
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den Isolator eingebracht werden. Je nach Größe der einzelnen Isolatoren können bis zu 24 

IVCs pro Isolator besetzt werden.  

 

Abbildung 6: Schematischer Aufbau eines Flexible Film Isolators. 

 

2.1.2. Sterilisation 

Alle Gegenstände, Futter, Einstreu, Wasser und die Luft im Isolator müssen absolut steril 

sein. Die Methoden der Sterilisation hängen von den unterschiedlichen Charakteristika der 

einzelnen Gegenstände ab.  

Alle einzubringenden Materialien werden in Autoklavierzylinder gepackt und autoklaviert. In 

jeden Zylinder werden Sterilisationsstifte gelegt um den Sterilisationserfolg zu überprüfen.  

Dampfsterilisation ist besonders geeignet für durchlässige, hitzebeständige  Materialien. Alle 

zu sterilisierenden Areale müssen dabei in direkten Kontakt mit dem Wasserdampf kommen. 

Die Einwirkzeit ist abhängig von der angewandten Temperatur. Die am wenigstens 

zugänglichen Bereiche sollten mindestens 15 Minuten bei 121°C ausgesetzt sein.  

Der Isolator selber und die Doppeltürschleuse werden mit durch besprayen hypochloriger 

Säure (HClO) in einen keimfreien Status gebracht. Hypochlorige Säure zerfällt schnell in 

Chlorsäure und Salzsäure und ist dann sporizid, tuberculozid, bakterizid, viruzid und fungizid. 

Auf Grund der starken oxidierenden Wirkung wird das Wachstum und, die für die 

Mikroorgansimen wichtige Glucoseoxidation verhindert. Die Kontrolle auf Keimfreiheit des 

Isolators erfolgt routinemäßig 14-tägig mit einer Anzucht von eventuellen Bakterien in drei 
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verschieden Nähmerdien und einer quantitativen Analyse von 16S rDNS der Bakterien mittels 

einer Polymerase-Kettenreaktion.  

2.1.3. Kontrolle des keimfreien Status 

Um die Keimfreiheit der Mäuse zu testen, werden in einem 14-tägigem Abstand von einem 

Mitarbeiter aus der Arbeitsgruppe, Kotproben mittels PCR auf 16S rDNS Bestandteile von 

Bakterien getestet (267). Falls Bakterien bzw. bakterielle 16S rDNS vorhanden ist, binden die 

universellen Primer an diese und die Banden der Amplifikate lassen sich durch Färbung und 

anschließende Gel-Elektrophorese sichtbar machen. Keine Bande bei dieser Gel-

Elektrophorese bedeutet, dass keine Bakterien im Kot der Mäuse in den jeweiligen Isolatoren 

nachweisbar waren. Zusätzlich werden Wischproben aus den Isolatoren in drei verschiedene 

Nährmedien gelegt um ein eventuelles Wachstum von Keimen beobachten zu können. Für 

eine vollständige Kontrolle ist die Anzucht einer Positivkontrolle und einer Negativkontrolle 

von Nöten.  

 

Abbildung 7: Linkes Bild, Sterilitätskontrolle der Isolatoren 1-7 mittels PCR. Nur in der 
Postivprobe, eine Kotprobe aus einem Mauskäfig einer konventionellen Maushaltung (+) wurde 
mittels einer PCR die 16S rDNS von Bakterien mit einer Größe von 330 Basenpaaren detektiert. 
Rechtes Bild, Sterilitätskontrolle von Isolator 1 (mittleres Gefäß) im Nährmedium, Brain-Heart-
Broth, im linken Gefäß die Positivkontrolle und im rechten Gefäß die Negativkontrolle. 

 

2.1.4. Inneres Isolatormilieu 

Temperatur: Die Temperatur im Inneren eines Isolators ist abhängig von der 

Raumtemperatur und liegt bei 22°C.   

Luftfeuchtigkeit: Die Luftfeuchtigkeit im Isolator ist abhängig von der Ventilation und 

Besatzdichte. Die relative Luftfeuchtigkeit der Zuluft in den Isolator soll unter 50% aber über 

40% betragen.  



III. Material und Methoden        44 

 

Lichtzyklus: Der Lichtzyklus besteht aus einer 12 stündigen Hell- und einer 12 stündigen 

Dunkelphase.  

Luftversorgung: Um den Zuluftvolumenstrom zu kontrollieren wird eine Luftwechselrate 

von 12-20 pro Stunde eingehalten. 

Käfige und andere Materialien: In der gnotobiotischen Haltung der Nachwuchsgruppe von 

Dr. Christoph Reinhardt werden ausschließlich IVC Green Line Käfige (EU Typ 2 Norm) aus 

Polysulfon mit einer Grundfläche von 500 cm² verwendet. Der für eine individuelle belüftete 

Käfighaltung benötigte Rettungsfilter wurde entfernt, da die Käfige im Isolatorsystem nicht 

an ein AERO Belüftungssystem (Tecniplast) angeschlossen sind. Zu jedem Käfig gehört eine 

Wasserflasche und eine Futterraufe. Die Besatzdichte pro Käfig beträgt maximal 5 Tiere.  

Für die Beprobung der Isolatoren werden Eppendorf-Reaktionsgefäße und Wattestäbchen 

autoklaviert und in den Isolator gebracht, damit die entnommenen Kot- und Wischproben aus 

dem Isolator ausgeschleust werden können. Um die Käfige und Tiere ordnungsgemäß 

markieren zu können, werden auch autoklavierte Käfigkarten, Bleistifte und Ohrmarkierer 

eingebracht.   

Futter, Wasser und Einstreu: Futter für keimfreie Tiere benötigt mehr Nährstoffe  damit der 

Verlust von Nährstoffen durch die Dampfsterilisation (vor allem Vitamin A, B, D und K, aber 

auch Proteine) kompensiert wird (10). Die Einstreu sollte staubfrei und ebenfalls leicht zu 

autoklavieren sein, z.B. Holzspäne. Das Wasser wird angesäuert, in Glasflaschen abgefüllt 

und im Isolator in Tränkflaschen umgefüllt.  

 

Abbildung 8: Seitenansicht eines mittelgroßen Flexible Film Isolators. 
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2.1.4.1. Rederivatisierung der Toll-like Rezeptor-2 defizienten Mauslinie (Tlr2-/-) 

Um die Auswirkung einer Besiedlung des Darmes mit Bakterien bei Mäusen mit fehlendem 

Tlr2- Rezeptor zu erforschen, müssen diese in den keimfreien Zustand verbracht werden. Die 

Toll-like Rezeptor-2 defizienten Mäuse wurden bei The Jackson Laboratory mit der Stock 

Nummer 004650 gekauft (268). Durch den fehlenden Tlr2-Rezeptor sind sie anfälliger für 

bestimmte bakterielle Infektionen und die Synthese von Entzündungsmediatoren wie z.B. 

Tumor Nekrose Faktor-α und Interleukin-6 kann stark abgeschwächt sein (269, 270). Um 

Tiere in den keimfreien Status zu überführen, wurde eine aseptische Hysterektomie des 

gewünschten Tieres außerhalb des Isolators durchgeführt und der noch mit den Jungen 

gefüllte Uterus durch eine mit Germizid befüllte Flüssigkeitsschleuse in den Isolator gebracht. 

Im Inneren angekommen, wurden die Jungen aus dem graviden Uterus entwickelt und mit 

leichtem Massieren die Atmung und der Kreislauf stimuliert. Bei ausreichender 

Eigenbewegung der Neugeborenen wurden sie zwischen die Neugeborenen einer schon 

keimfreien Amme gelegt. Wichtig ist es vom Zeitpunkt der Euthanasie des weiblichen, 

graviden Tieres außerhalb des Isolators bis zur Entwicklung der Jungtiere innerhalb des 

Isolators äußerst zügig vorzugehen.  

Für eine erfolgreiche Rederivatisierung eines Mausstammes  ist es notwendig die 

einzubringenden Tiere außerhalb des Isolators und die Ammen terminiert zu verpaaren (271). 

Es kann nur erfolgreich rederivatisiert werden, wenn die Weibchen außerhalb des Isolators 

kurz vor dem Werfen der Jungen sind, da die Jungen nur dann überlebensfähig sind. 

Außerdem müssen die Ammen im Inneren des Isolators 1-2 Tage vorher geworfen haben, 

damit kein zu großer Alters- und Entwicklungsunterschied zwischen den eigenen und den 

fremden Jungen besteht. Sollte eine keimfreie Haltung ohne Ammen von Grund auf begonnen 

werden, werden die in dem Isolator entwickelten Jungtiere per Hand aufgezogen. 

2.1.5. Kolonisierung und Monokolonisierung keimfreier Tiere 

2.1.6. Kolonisierung mit Zäkuminhalt von SPF-Mäusen 

Um heraus zu finden wie sich eine ehemalige Keimfreiheit auf die Thrombusbildung 

auswirkt, werden keimfreie Mäuse mit einer vollständigen Mikrobiota besiedelt. Dafür wird 

eine Maus des gleichen Mausstamms (C57Bl/6J), des gleichen Alters und Geschlechts aus der 

SPF–Haltung mittels Genickbruch (zervikale Dislokation) schmerzfrei getötet. Direkt im 

Anschluss wird der Blinddarm (Zäkum) des Spendertieres entnommen, an mehreren Stellen 

mit einer Schere eingeschnitten und in 3 ml PBS so gelöst, dass der komplette Zäkuminhalt in 

PBS suspendiert ist. Die keimfreien Tiere wurden vorher aus dem Isolator ausgeschleust und 
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in die SPF-Barrierenhaltung überführt. Dort werden die Tiere mit 200 µl der Zäkuminhalt-

PBS Suspension kolonisiert. Um sicher zu sein, dass die Darmflora des Spendertieres 

komplett und reproduzierbar in den Verdauungstrakt des Empfängertieres gelangt, wird diese 

mittels Schlundsonde in den Magen des Empfängertieres appliziert. Dafür wird das Tier 

sicher mit der Hand fixiert und die Schlundsonde vorsichtig seitlich entlang des inneren 

Mundwinkels in die Speiseröhre bis in den Magen vorgeschoben. Wenn die richtige 

Platzierung der Schlundsonde, angeschlossen an eine 1 ml Spritze, sichergestellt ist, wird der 

Zäkuminhalt vorsichtig mit der Spritze in den Magen gegeben. Die Tiere leben dann für 14 

Tage in der SPF-Barrierehaltung in IVCs, bis sie für den Finalversuch eingesetzt werden. Die 

Kolonisierungszeit von 14 Tagen wird gewählt, da vorhergegangene Versuche der AG 

Reinhardt gezeigt haben, dass es ca. 4 Wochen dauert bis eine ehemals keimfreie Maus 

vollständig kolonisiert ist. 14 Tage ist die Halbzeit der kompletten Kolonisierungszeit.  

2.1.7. Monokolonisierung mit Escherichia coli JP 313 

Um zu untersuchen wie sich ein einzelner Keim, in diesem Fall das Bakterium Escherichia 

coli JP 313 (bezogen von Frau Turlin, Pasteur, Paris), in dem tierischen  Organismus auf die 

Thrombusbildung auswirkt, werden keimfreie Mäuse im Isolator kolonisiert. Dadurch wird 

sichergestellt, dass nur ein einzelner Keim die Tiere für eine definierte Zeitdauer besiedelt.  

Die Flüssigkultur des Bakteriums wird in einem 15ml Falcon-Röhrchen in der Schleuse des 

Isolators mit Desinfektionsmittel (Hypochlorsäure) inkubiert, um eine Kontamination mit 

anderen Erregern an der Oberfläche des Falcon-Röhrchens auszuschließen. Danach kann die 

Lösung in das Isolatorinnere überführt werden. Im Inneren werden die Tiere wie beschrieben 

fixiert und 200µl der Bakteriensuspension mittels Schlundsonde in den Magen appliziert. Die 

Tiere werden nur einmalig mit dem Bakterienstamm E. coli JP 313 kolonisiert und nach 14 

Tagen aus dem Isolator geschleust um direkt anschließend (<1h) in einem Experiment 

untersucht zu werden. Der Erfolg der Monokolonisierung wird mittels Kolonie-PCR und 

Sequenzierung mit universellen 16S Primern aus dem Kot der Tiere überprüft. 
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3. Narkose  

Sowohl die  Tiere, die mit dem Intravitalmikroskop untersucht werden, als auch die Tiere, die 

als Thrombozytenspender dienen, werden mit einer Inhalationsnarkose, einem Isofluran-

Sauerstoff-Gemisch mit 2% Isofluran und reinem Sauerstoff, in die Narkose eingeleitet. Da es 

zur Zeit kein alleiniges Injektionsanästhetikum  auf dem Markt gibt, welches alle Stadien der 

Narkose (Sedierung, Hypnose, Analgesie und Relaxation) (272, 273) zufriedenstellend 

vereint, muss auf eine Kombination dreier unterschiedlich wirkender Injektionsnarkotika 

zurückgegriffen werden. Zu Beginn wird das Tier in eine Plexiglasröhre verbracht, an dem 

sich ein Zu- und Abluftventil für das Isofluran-Sauerstoff-Gemisch befindet. So wird 

sichergestellt, dass das Narkosegas direkt zur Maus gelangt und kontrolliert wieder abgeführt 

wird. Sobald die Maus das Anästhesiestadium III  (Reflexe sind nicht mehr auslösbar, 

Toleranzstadium) erreicht hat, kann sie aus der Plexiglasröhre genommen werden. Durch eine 

intraperitoneale Injektion der Kombinationsnarkose wird die gut steuerbare Injektionsnarkose 

begonnen. Die Kombinationsnarkose besteht aus 5,0 mg/kg Midazolam, 0,5 mg/kg 

Medetomidin und 0,05 mg/kg Fentanyl. Das Benzodiazepin Midazolam wirkt relaxierend und 

krampfhemmend. Medetomidin hat eine sedative und vor allem auch analgetische Wirkung. 

Da die analgetische Wirkung nur von kurzer Dauer ist, wird das sehr potente Analgetikum 

Fentanyl hinzugefügt. Medetomidin sorgt für einen Temperaturabfall und eine Bradykardie. 

Es muss daher in einer sehr geringen Dosis angewendet werden. Nach Injektion tritt 10-15 

Minuten später die chirurgische Toleranz der Narkose ein. Zur Überwachung der 

Narkosestadien werden Atmung und Reflexe (Flexorreflex im Zwischenzehenbereich) 

kontrolliert. Nach 35 Minuten wird das erste Mal nachdosiert. Während des kompletten 

operativen Eingriffs werden regelmäßig der Zwischenzehenreflex und die Körpertemperatur 

überprüft. Aufgrund des Temperaturabfalls durch die Narkose wird das zu operierende Tier 

auf einer Wärmeplatte fixiert und mittels einer Rektalsonde die Körperkerntemperatur 

überwacht.  

Die verschiedenen Versuchsmodelle an der Maus dauern ca. 1,5 bis 4 Stunden. Da es sich 

sowohl bei der Thrombusinduktion mit FeCl3 und dem Ischämie-Reperfusionsmodell um 

Finalversuche handelt, werden die Tiere in Narkose durch zervikale Dislokation am Ende des 

Eingriffes schmerzfrei getötet.  
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4. Intravitale Videofluoreszenzmikroskopie 

4.1. Intravitalmikroskop 

Die Darstellung von Zellen und zellulären Bestandteilen in und ex vivo basiert auf der 

Technik der Fluoreszenz, gekoppelt mit einem Fluoreszenz-Auflichtmikroskop (Axiotechvario 

100 HD, Fa. Zeiss, Göttingen). Um die Zellen oder zelluläre Bestandteile sichtbar zu machen, 

müssen diese mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert werden. Fluoreszenz ist die Emission 

von langwelligem Licht nach einer Absorption von kurzwelligem Licht. Fluorophore 

absorbieren das kurzwellige Anregungslicht und strahlen es kurz darauf in einer 20 bis 50 nm 

größeren Wellenlänge wieder ab. Elektronen der fluoreszierenden Moleküle absorbieren 

hierbei die Photonen des kurzwelligen, also energiereichen Lichtes. Dadurch gelangt das 

Elektron auf ein höheres Energieniveau. Da das Elektron dieses Energieniveau nicht halten 

kann, fällt es in sein ursprüngliches Energieniveau zurück. Dabei wird überschüssige Energie 

frei, welche durch die Emission von Licht sichtbar wird. Mittels Filter können das kurzwellige 

Anregungslicht und die langwellige Lichtemission (Fluoreszenz) getrennt werden. Zu 

beachten ist, dass das Spektrum der Lichtquelle und die eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe 

eine Kompatibilität erfordern. Aus diesem Grund befinden sich in den jeweiligen 

Mikroskopen Filterblöcke, die an die verwendeten Fluoreszenzfarbstoff angepasst 

sind (Anregungswellenlänge und Emissionswellenlänge).  

Die Intensität des vom Objekt emittierten Lichts in der Emissionswellenlänge wird, nachdem 

es durch einen Emissionsfilter gelangt, von einer CCD-Kamera (Charged Coupled Device–

Kamera) aufgenommen und über einen Videotimer an den Videorekorder weitergegeben.  
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des Intravitalmikroskops 

 

4.1.1. Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe 

Um verschiedene Zellen oder Zellbestandteile anzufärben, gibt es zahlreiche Fluoreszenz-

farbstoffe. Je nach Zelltyp handelt sich um einen DNS- oder Membranfarbstoff. Außerdem 

unterscheidet man zwischen Farbstoffen, die in oder ex vivo angefärbt werden müssen. Da die 

gefärbten Moleküle schnell ausbleichen, ist es wichtig, dass die Lichtexposition und 

Belichtungszeit so kurz wie möglich gehalten werden.  

 

DCF- (carboxy-DCFDA): 

Die lipophile Ausgangsform CFDA (5-(6)carboxy-2‘,7‘– dichlorofluoreszeindiacetat) kann 

durch die Zellmembran diffundieren. Nach abspalten der Acetatgruppen oxidieren in der Zelle 

entstehende Sauerstoffradikale das deacetylierte 2‘,7‘ - Dichlorodihydrofluoreszein (DCFH). 

Es entsteht der stark fluoreszieremde Farbstoff 2‘,7‘-Dichlorodihydrofluoreszein (274). Für 

die Anregung dieses Fluorophors ist eine Wellenlänge von 514 nm nötig und es emittiert bei 

532 nm.  Dieser Farbstoff wird zur Färbung von Thrombozyten eingesetzt. Dafür müssen die 

Thrombozyten ex vivo isoliert, gewaschen und dann gefärbt werden (siehe 
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Thrombozytenisolierung). 

 

Abbildung 10: Strukutr des Fluoreszenzfarbstoffes DCF. 

 

Rhodamin B:  

Mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin B Isothiocyanat werden Thrombozyten ex vivo 

angefärbt. Dieses Fluorophor, welches Fettsäuren anfärbt, wird in der Konzentration 2mg/ml 

eingesetzt. Es wird in mit der Wellenlänge 542 nm angeregt und emittiert das Licht bei 554 

nm. 

 

Abbildung 11: Struktur des Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin B.  
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Acridin-Orange: 

Acridin Orange ist ein lipohiler Fluoreszenzfarbstoff und kann leicht durch die Zellmembran 

diffundieren. Dieser Farbstoff wird als in vivo Farbstoff eingesetzt, um Leukozyten zu färben. 

Er lagert sich in RNS und DNS ein. Für die Anregung dieses Fluorophors ist eine 

Wellenlänge von 495 nm erforderlich. Das Emissionsmaximum liegt bei 530 nm. Für die 

Intravitalmikroskopie wird das Acridin-Orange in einer Konzentration 0,05% (verdünnt mit 

isotonischer NaCl) intravenös injiziert.  

 

Abbildung 12: Struktur des Fluoreszenzfarbstoffes Acridin Orange. 

 

4.2. Präparations- und Färbeverfahren 

Um Thrombozyten mit dem Fluoreszenz Intravitalmikroskop sichtbar zu machen, ist es 

notwendig diese vorher zu isolieren und ex vivo anzufärben.  

4.2.1. Verwendete Puffer 

Tyrode‘s Puffer: Für die Thrombozytenisolierung muss dieser Puffer für jeden Versuch frisch 

angesetzt werden. Die Trockensubstanzen bovines Serumalbumin und D(+)-Glucose werden 

entsprechend abgewogen und mit zwei weiteren flüssigen Substanzen (10mM HEPES, 1,4 M 

NaCl, 26 mM KCl, 121 mM NaHCO3, 0,1% BSA, 1% Glucose) vermischt. Nachdem alle 

Substanzen gelöst sind, wird der pH-Wert gemessen. Es werden zwei Portionen mit unter-

schiedlichem pH hergestellt, dafür werden 2M NaOH und 2M HCl verwendet, um eine 

Portion mit dem pH 7,4 und eine Portion mit dem pH 6,5 zu erhalten. Bei den ersten Schritten 

der Thrombozytenisolierung wird die Pufferlösung mit einem pH von 6,5 verwendet. Der 

etwas niedrige pH verhindert eine frühzeitige Aktivierung der Thrombozyten. Kurz vor der 

Injektion der isolierten Thrombozyten wird die Pufferlösung mit dem pH von 7,4 verwendet. 

Blut besitzt ebenfalls einen pH von 7,4, so befinden sich die isolierten Thrombozyten in 

einem physiologischen Milieu. 
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4.2.2. Blutentnahme 

Da die Thrombozyten ex vivo angefärbt und vor dem Eingriff wieder injiziert werden, ist es 

notwendig, dass Thrombozyten aus einer Spendermaus (identischer Mausstamm, Genotyp, 

Hygienestatus und Alter wie das Empfängertier) isoliert werden. Die Blutentnahme des 

Spendertiers erfolgt, wie im oberen Abschnitt (3. Narkose) beschrieben, in Vollnarkose in 

Rückenlage (275). Da ca. 1 ml Vollblut für die Isolierung einer ausreichenden Anzahl an 

Thrombozyten benötigt wird, wurde die Methode der Herzpunktion für die Blutentnahme 

gewählt. Dafür wird zwischen der ersten und zweiten Rippe links-lateral des Sternums das 

Herz punktiert und das gewonnene Blut mit 170 µl/ml 3,17%igen Natriumcitrat versetzt, um 

die Gerinnung zu verhindern. Die Tiere werden durch den Blutentzug getötet. Um die 

vollständige, schmerzlose Tötung des Tieres zu erreichen, wird anschließend an die 

Blutentnahme in Vollnarkose eine zervikale Dislokation durchgeführt.  

4.2.2.1. Blutentnahme zur Messung der Blutwerte 

Die Mäuse werden mit Isofluran in eine Kurznarkose versetzt und anschließend wird eine 

Hämatokrit Kapillare in den medialen Augenwinkel des rechten Auges eingeführt. Durch 

vorsichtige, rotierende, nach kranial gerichtete Bewegung wird so Blut gewonnen. Für die 

Blutwertmessung wird max. 200 µl Vollblut benötigt. Die Kapillare kann anschließend 

vorsichtig herausgezogen und die Maus nach Erwachen aus der Kurznarkose für weitere 

Versuchsvorhaben verwendet werden. Das gewonnene Blut wird in einem EDTA Röhrchen 

aufgefangen und mit dem Zellzählgerät Sysmex XE 2100 analysiert. 

4.2.3. Färbeprotokolle 

4.2.3.1. Thrombozytenpräparation / Bestimmung der Thrombozytenzahl 

Bei allen Präparationsschritten ist besondere Sorgfalt erforderlich, da sonst Thrombozyten 

aktiviert und dadurch die Ergebnisse des Versuchs verfälscht werden können. Das 

ungeronnene Blut (ca. 1 ml) wird mit dem vorher frisch angesetztem Tyrode’s Puffer pH 6,5 

auf ein Volumen von 4 ml aufgefüllt. Anschließend wird bei 100 x g, ohne Bremse, bei 24°C 

für 10 Minuten zentrifugiert. Während der Zentrifugation trennen sich die verschiedenen 

Fraktionen des Blutes. Der entstandene plättchenreiche Plasmaüberstand (PRP) wird 

vorsichtig entnommen und auf ein Volumen von 4 ml mit Tyrode’s Puffer pH 6,5 aufgefüllt. 

Bevor der nächste Zentrifugationsschritt mit 1200 x g, mit Bremse, für 10 Minuten gestartet 

wird, wird der Fluoreszenzfarbstoff DCF oder Rhodamin B, je nach Versuchsvorhaben, zu 

dem verdünnten PRP hinzugefügt, um die Thrombozyten zu färben. Damit der Farbstoff in 
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die Thrombozyten diffundieren kann, muss das Gemisch lichtgeschützt für 2 Minuten 

inkubiert werden. Nach diesem zweiten Zentrifugationsschritt wird das entstandene 

Thrombozytenpellet in weiteren 4 ml Tyrode’s Puffer gelöst und wieder mit 1200 x g, mit 

Bremsenstufe 9, für 10 Minuten zentrifugiert. Anschließend wird das Thrombozytenpellet in 

jeweils 250 µl Tyrode’s Puffer pH 6,5 und pH 7,4 gelöst. Damit der Farbstoff durch 

Lichteinstrahlung nicht ausbleicht, wird diese Lösung in einem vor Licht schützenden 

Eppendorf Reaktions-Gefäß geschützt.  

Um für jeden Versuch dieselbe Thrombozytenanzahl zu injizieren, muss mit einem 

Zellzählgerat die Thrombozytenzahl bestimmt werden. Für jeden Versuch wird eine 

Thrombozytenzahl von 150000/µl verwendet. Dafür wird mit jeweils einem Teil Tyrode’s 

Puffer pH 6,5  und einem Teil Tyrode’s Puffer pH 7,4 die Thrombozytenkonzentration auf 

150000/µl eingestellt. Direkt im Anschluss wird die gefärbte Thrombozytensuspension in das 

zu operierende Versuchstier injiziert.  

 

5. In vivo Mausmodelle 

In dieser Arbeit wird ein Thrombosemodell, für die Evualierung der Thrombusbildung in der 

A. carotis communis, und ein Ischämie-Reperfusionsmodell an den Mesenterialgefäßen, für 

die Analyse der Leukozyten- und Thrombozytenrekrutierung an das Endothel der Maus 

verwendet. 

5.1. Operationsmethoden 

5.1.1. Allgemeine Versuchsvorbereitung 

Zu Beginn wird jedes Tier, welches für den Versuch vorgesehen ist, gewogen um die Dosis 

der Narkose dem Gewicht anzupassen. Anschließend werden, wie oben beschrieben drei Tiere 

(identischer Mausstamm, Genotyp und Alter wie das Empfängertier) in das chirurgische 

Toleranzstadium gebracht. Eine der drei Mäuse dient als Spendertier für die zwei anderen 

Mäuse an denen das Versuchsmodell durchgeführt wird. Um eine Austrocknung der Kornea 

während der Operation zu verhindern, wird auf jedes Auge Augensalbe aufgetragen. Bevor 

der Eingriff beginnt, wird durch die Prüfung des Zwischenzehenreflex sichergestellt, dass eine 

vollständige Schmerzausschaltung gewährleistet ist. Die Tiere werden vor den Eingriffen auf 

einer Wärmeplatte mit Klebeband in Rückenlage so fixiert, dass die komplette Nase in der 

Nasenkammer liegt. Die Nasenkammer ist an einer Seite an die Sauerstoffversorgung und an 



III. Material und Methoden        54 

 

der anderen Seite an ein Luftabsaugsystem angeschlossen um so wenig wie möglich stehende 

Luft in dem Schlauch-/Nasenkammersystem zu haben. An den jeweiligen Operationsfeldern 

wird das Deckhaar mittels einer Enthaarungscreme entfernt und die Haut mit Alkohol 

entfettet und desinfiziert. Alle Präparations- und Operationstechniken werden unter dem 

Zoom-Stereomikroskop durchgeführt.  

 

Abbildung 13: Narkotisierte Maus fixiert auf Heizplatte, platziert unter Mikroskop. 

5.1.2. Venöser Zugang zur Vena jugularis externa 

Zur Applikation der Fluoreszenzfarbstoffe und der gefärbten Thrombozyten muss ein 

Verweilkatheter in die Vena jugularis externa eingebracht werden. Nach einer Hautinzision 

entlang der Mediane der Halsunterseite werden stumpf beide Speicheldrüsen (Glandulae 

mandibulares) freiprapariert, voneinander getrennt und kranial vorgelagert, um die Vena 

jugularis darstellen zu können. Die Vene wird stumpf von umliegenden Faszien und 

Fettgewebe befreit. An einer gut zugänglichen Stelle, kranial an der exponierten Vena 

jugularis, wird die Vene mit einem Faden ligiert und mit einer Moskitoklemme gestreckt 

fixiert. An der Stelle, an der die Vena jugularis in den Brustkorb eintritt, werden zwei Fäden 

um die Vene gelegt und mit einem einfachen chirurgischen Knoten locker geschlossen. Ein 

dritter Faden wird etwas weiter kranial um die Vene gelegt und locker geschlossen. Um den 

Polyethylen-Katheter in das Gefäß einzubringen, wird an der Stelle zwischen den locker 

gelegten Fäden eine kleine Inzision gesetzt. Der Katheter wird in die Vene eingeführt und 

mittels der locker gelegten Fäden durch zuziehen der Knoten fixiert. Ob der Katheter richtig 

platziert ist, wird durch eine Spülung des Katheters mit ca. 200 µl isotonischer 

Natriumchloridlösung festgestellt. Abschließend wird die ausgelagerte Speicheldrüse wieder 

über die Vena jugularis platziert.  
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5.1.3. Eisen-III-chlorid Modell an der Arteria carotis communis  

Die Thrombusinduktion wird durch Aktivierung des Endothels mittels Applikation einer 

10%igen Eisen-III-chlorid (FeCl3) Lösung an der Gefäßaußenseite erreicht. Für die 

Herstellung von 10%igem Eisen-III-chlorid werden 0,5 g FeCl3 in 5 ml destilliertem Wasser 

gelöst. Die 5ml der Eisen-III-chlorid Lösung werden in lichtgeschützte Eppendorf-

Reaktionsgefäße portionsweise (200 µl pro Portion) bei -20°C eingefroren und kurz vor 

Versuchsbeginn aufgetaut. Die Applikation der Eisen-III-chlorid Lösung an der 

Gefäßaußenseite führt dazu, dass an der Gefäßinnenseite (Endothel) rote Blutkörperchen 

(Erythrozyten) und Fragmente von roten Blutkörperchen an das Endothel andocken, 

Thrombozyten angelockt und aktiviert werden. Durch die aktivierten Thrombozyten kommt 

es zur schnellen Entstehung eines okklusiven Thrombus.  

Nachdem an der rechten Halsseite der venöse Zugang gelegt wurde, wird auf der linken 

Halsseite die Arteria carotis communis freipräpariert. Dafür werden die darüber liegenden 

Muskelgruppen stumpf beiseite präpariert. Um die A. carotis von dem umliegenden Gewebe 

noch mehr abzugrenzen, wird unter das Gefäß ein schwarzes Fotopapier gelegt. Das 

ermöglicht eine bessere Visualisierung während der intravitalmikroskopischen 

Untersuchungen.  

Nachdem die A. carotis isoliert wurde, wird zwischen Gefäß und schwarzem Fotopapier ein 

U-förmiger Draht gelegt, damit die Arterie so trocken wie möglich liegt. Nach Entfernung 

von überstehender Gewebsflüssigkeit um das Gefäß herum wird ein 1 mm x 1 mm großes 

vorher in 10% FeCl3 getränktes Filterpapier lateral an die Gefäßaußenseite gelegt (Abbildung 

14). Wichtig dabei ist, dass von dem FeCl3-getränkten Filterpapier keine Flüssigkeit an der 

Arterie entlang fließt. So wird sichergestellt, dass die Stelle, an der das FeCl3 durch die 

Gefäßwand tritt, begrenzt bleibt.  

Das Eisen-III-chlorid–Filterpapier wird exakt für drei Minuten an die A. carotis communis 

gelegt. Nachdem die Zeit abgelaufen ist, werden das Filterpapier und alle eventuellen 

Rückstände der FeCl3-Lösung mit körperwarmer isotonischer Natriumchloridlösung weg 

gespült. Sobald alle Reste entfernt sind, wird das Tier so unter das Intravitalmikroskop gelegt, 

dass die A. carotis direkt unter dem Objektiv platziert wird. So kann die Thrombusbildung 

von dem Zeitpunkt der Entfernung des Filterpapiers bis zur vollständigen Okklusion des 

Gefäßes und späteren Rekanalisation betrachtet und aufgezeichnet werden. 
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5.1.4. Mesenteriales Ischämie-Reperfusionsmodell 

Bei diesem Mausmodell wird durch das Abklemmen der Arteria mesenterica superior, die 

den Dünndarm und einen Teil des Dickdarms versorgt, ein Mesenterialinfarkt induziert. Das 

Ziel dieses Mausmodells ist die Visualisierung und quantitative Analyse der Thrombozyten-

Endothelzell-Interaktion und der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in der Mikrozirkulation 

vor und nach dem Mesenterialinfarkt.  

Für zwei Versuche dieser Art werden zwei Mäuse für die Operation und eine Maus als 

Spendertier in Vollnarkose gelegt. Nachdem mit der Separation der Thrombozyten begonnen 

wurde (Spendertiere / kardiale Punktion von ca. 1 ml Vollblut mit 170 µl Natriumcitrat), 

werden die zu operierenden Mäuse so in Rückenlage auf der Heizplatte positioniert, dass sie 

mit der Nase korrekt in der Nasenkammer platziert sind, um während des ganzen Versuchs 

ausreichend mit Sauerstoff versorgt zu sein. Die Vena jugularis externa wird freigelegt und 

kanüliert, um die mit fluoreszierenden Rhodamin B markierten Thrombozyten und den 

Fluoreszenzmarker Acridin Orange zu injizieren. Nach einer transversalen Laparotomie wird 

das distale Stück des Jejunums ausgelagert (Abbildung 15) und vorsichtig auf eine schwarze 

Plattform ausgelegt. Um den Darm vor Austrocknung und Auskühlung zu schützen, wird in 

regelmäßigen, kurzen Abständen körperwarme isotonische Natriumchloridlösung auf das 

ausgelagerte Darmsegment gegeben. Nach Abschluss der Präparation erfolgt die intravenöse 

Applikation von 150.000 fluoreszentmarkierten Thrombozyten/µl und der Fluoreszenz-

farbstoff Acridin Orange. Die Anfärbung der Leukozyten erfolgt mit 0,05 ml 0,05% Acridin 

Orange in vivo. Bevor der ischämische Zustand des Darmes erzeugt wird, werden an sechs 

Venolen der Mesenterialgefäße Videoaufnahmen angefertigt um die Thrombozyten-Endothel-

Abbildung 14: Intraoperativer Zustand im Eisen-III-chlorid Modell. Linkes Bild: Links die 
isolierte A. carotis communis mit unterlegtem Fotopapier; rechts die katheterisierte V. jugularis 
externa. Rechtes Bild: Erhöht gelagerte A. carotis communis mit lateral angelegtem FeCl3-
getränkten Filterpapier. 
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Interaktion (TEI) und die Leukozyten-Endothel-Interaktion (LEI) vor der Ischämie zu 

dokumentieren. Die Ischämie des Dünndarms wird mit Hilfe eines atraumatischen Gefäß-

mikroclips am Ursprung der Arteria mesenterica superior erreicht. Das Gefäß wird so für die 

Dauer von 60 Minuten reversibel okkludiert. 

 

 

 

 

 

Für die Dauer der 60-minütigen Ischämie wird das Darmsegment zurück in die Bauchhöhle 

gelagert und die Bauchhöhle mit einer Naht  wieder verschlossen. Zur Kontrolle der 

Körperkerntemperatur wird die an die Heizplatte gekoppelte Temperatursonde in das Rektum 

eingeführt. Um das Tier vor einer Auskühlung zu schützen, wird Aluminiumfolie über das 

Tier gelegt. Nach den 60 Minuten wird die Bauchhöhle wieder geöffnet, der Mikroclip von 

dem Gefäß gelöst und das Tier direkt wieder unter das Objektiv des Intravitalmikroskops 

gelegt. An denselben sechs Gefäßausschnitten der Venolen werden Videoaufnahmen 

angefertigt um anschließend die TEI und LEI zu analysieren und zu quantifizieren. Nach 

Beendigung der Aufnahmen wird das Tier in Vollnarkose durch zervikale Dislokation getötet. 

5.1.5. Durchführung der intravitalen Videofluoreszenzmikroskopie  

Zelladhäsion- und aggregation wurden in beiden Modellen in vivo durch 

Videofluoreszenzmikroskopie verfolgt. Da es sich in den beiden Modellen um verschiedene 

Bewertungsparameter und unterschiedliche Färbungen handelt, wird im Folgenden näher 

darauf eingegangen.  

Alle Versuche des arteriellen Thrombosemodels wurden mit den folgenden Mausgruppen 

durchgeführt: 

 C57Bl/6J - GF 

Abbildung 15: Intraoperativer Zustand einer Maus während des Ischämie-Reperfusionsmodells
des Mesenteriums. Linkes Bild: Narkotisierte Maus fixiert auf einer Heizplatte mit venösem 
Zugang an der V. jugularis externa. Ausgelagertes Dünndarmsegment auf Empore. Rechtes Bild: 
Ausgelagerter ischämischer Teil des Jejunums, links im Bild Microclip an Arteria mesenterica 
superior.  
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 C57Bl/6J - CONV-R 

 C57Bl/6J - CONV-D 

5.1.5.1. Arterielle Thrombose an der A. carotis communis 

Bei der Thrombusinduktion an der A. carotis communis durch die Applikation von 10%ige 

FeCl3-Lösung an die Gefäßaußenseite wurde die Thrombozytenaggregation in vivo 

beobachtet. Gemessen wird: 

• Zeitpunkt der Okklusion: Zeit vom Anlegen des FeCl3 – Filterpapiers bis zur 

vollständigen Okklusion des Gefäßes 

Die maximale Messdauer beträgt 45 Minuten. Sollte sich bis zu diesem Zeitpunkt das Gefäß 

nicht geschlossen haben, wird der Versuch abgebrochen. 

Es werden Videoaufnahmen zu unterschiedlichen Zeitpunkten angefertigt: Vor der 

Applikation des Eisen-III-chlorids, direkt nach Entfernung des Filterpapiers und dann in 

einem zeitlichen Abstand von 2-3 Minuten, um das Thrombuswachstum zu dokumentieren. 

Alle Videoaufnahmen werden mit 10facher Vergrößerung und dem entsprechenden Farbfilter 

für die Färbung der Thrombozyten mit DCF aufgenommen.  

5.1.5.2. Mesenteriales Ischämie-Reperfusionsmodell 

Bei dem mesenterialen Ischämie-Reperfusionsmodell werden sechs Gefäßausschnitte zur 

Bestimmung von TEI und LEI herangezogen. Bei den analysierten Gefäßen handelt es sich 

um die blutabführenden Venolen des Mesenteriums. Die Thrombozyten werden mit dem 

Fluorophor Rhodamin B ex vivo und die Leukozyten mit Acridin Orange in vivo angefärbt. 

Bei diesem Versuchsvorhaben werden zwei verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe angewendet. 

Um Thrombozyten und Leukozyten simultan darstellen zu können müssen daher passende 

Filter im Mikroskop benutzt werden. Bevor eine Ischämie mittels Mikroclip induziert wird, 

werden an sechs unterschiedlichen Gefäßen 19 Sekunden lange Videosequenzen 

aufgezeichnet.  

Zur Bestimmung der Anzahl der Thrombozyten und Leukozyten wird ein Auswertungsfenster 

von 0,06 mm² gewählt. Es werden insgesamt sieben Parameter pro Auswertungsfenster 

bestimmt. 
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1. Leukozyten: 

 rollende Leukozyten: Leukozyten, die nicht freifließend das Gefäßinnere 

passieren. Mindestens eine Haftung innerhalb des Auswertungsfensters am 

Endothel ist notwendig, um diese Blutzelle als rollend zu bezeichnen. 

 Adhärente Leukozyten: Leukozyten, die ohne Positions- änderung in dem 

Gefäßabschnitt am Endothel länger als 20 Sekunden anhaften. 

 Leukozytenkonjugate: Verbindung von mindestens zwei Leukozyten. Da 

Leukozyten miteinander keine direkte Verbindung eingehen, sondern z.B. über 

Thrombozyten verbunden werden, sind die Leukozytenkonjugate als 

Interaktion von Leukozyten mit ungefärbten Thrombozyten (Thrombozyten der 

Empfängermaus) anzusehen.  

2. Thrombozyten: 

 Transient adhärente Thrombozyten: Thrombozyten, die nicht freifließend das 

Gefäßinnere passieren. Mindestens eine Haftung innerhalb des 

Auswertungsfensters am Endothel ist notwendig, um diese Blutzelle als 

transient adhärent zu bezeichnen.  

 Adhärente Thrombozyten: Thrombozyten, die ohne Positions- änderung in dem 

Gefäßabschnitt am Endothel länger als 20 Sekunden anhaften. 

 Thrombozytenaggregate: Zusammenschluss von mindestens zwei 

Thrombozyten. 

3. Thrombozyten- und Leukozyteninteraktion: Zusammenschluss von mindesten 

einem Thrombozyt und einem Leukozyt.  

Die Anzahl aller oben genannten Zellen bzw. Zellzustände werden pro mm² 

Endotheloberfläche pro Auswertungsfenster angegeben. Nach der 60-minütigen Ischämie 

werden an denselben Gefäßen wieder Videosequenzen aufgenommen und die Zellzahlen vor 

(pre) Ischämie und nach (post) Ischämie miteinander verglichen. 

Die für dieses Modell verwendeten Mauslinien sind: 

 C57Bl/6J: CONV-R, GF, CONV-D, monokolonisiert mit E.coli JP 313, Myd88-/-,  

Trif-/- Mäuse 
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Abbildung 16: Mesenteriale Venolen eingebettet in perivaskuläres Fettgewebe. a, Vereinzelte 
Leukozyten und ein Thrombozyt.  b, Für die Auswertung benutztes Fenster mit größerer 
Ansammlung von Leukozyten und Thrombozyten. c, Leukozyten-Thrombozyten-Interaktion. d, 
Leukozytenkonjugate; 100-fache Vergrößerung in Dual-View, B/G Filter (Leukozyten gefärbt 
mit Acridin Orange, Thrombozyten gefärbt mit Rhodamin B; Skalierung 100µm). 
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5.1.5.3. Auswertung der Videoaufnahmen 

Für die Auswertung der Videos wird das Programm Xrtcellence benutzt. Für die Auszählung 

von Leukozyten und Thrombozyten, Pre- und Post Ischämie, im mesenterialen Ischämie-

Reperfusionsmodell wird mit diesem Programm ein 0,06 mm² großes Auswertungsfenster 

über den Gefäßausschnitt gelegt. Darin werden dann die Zellen im Bild-zu-Bild Verfahren 

(alle Einzelbilder im Zeitverlauf) gezählt.  

5.1.5.4. Organentnahme  

Bei den Thrombozyten-Spendertieren des arteriellen Thrombosemodells, werden beide 

Carotiden nach erfolgreicher Blutentnahme und Tötung zur Untersuchung von 

Adhäsionsrezeptoren entnommen. Da der autolytische Prozess nach der Tötung sofort eintritt, 

werden die blutleeren Arterien direkt in flüssigen Stickstoff eingefroren und bei -80°C für 

anschließende Versuche aufbewahrt. 

 

6. Analyse der Expression von Adhäsionsmolekülen der unverletzten 

A. carotis communis 

6.1.1. RNA-Isolierung aus der A. carotis communis 

Zu den Carotiden in 2 ml Reaktionsgefäßen, werden 300µL Git-Puffer mit β-Mercaptoethanol 

gegeben und mittels einem Dispergiergerät für 30 Sekunden komplett homogenisiert und 

anschließend für 1 Stunde bei -20°C lysiert. Zu den so gewonnenen Gewebelysaten wird 30 

µl Na-Acetat und 300 µl Phenol (H2O-gesättigt) gegeben und anschließend gevortext. Danach 

wird 150 µl Isoamylalkohol hinzugefügt, ein weiteres Mal gevortext und die Proben waren für 

15 Minuten auf Eis stehen gelassen. Die Lysate werden anschließend 20 Minuten bei 13000 

rpm und 4°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wird die obere Phase in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt und 200 µl Isopropanol dazugegeben, wieder gevortext, und über 

Nacht bei -20°C in Fällung gestellt. Am nächsten Tag werden die Proben für 20 Minuten bei 

13000 rpm bei 4°C zentrifugiert, der Überstand abgekippt und die RNS mit 300 µl 80%igen  

Ethanol gewaschen. Dem folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt für 5 Minuten bei 13000 

rpm bei 4°C. Anschließend wird das Ethanol abgekippt und die Proben für 5 Minuten 

kopfüber getrocknet. Um die RNS zu lösen, wird 30 µl RNAse freies Wasser dazu gegeben. 

Um die Konzentration der RNS zu erhöhen werden die Proben für 10 Minuten bei 56°C 

inkubiert. Dann wird 1 µl der RNS-Lösung auf die Messeinheit des NanoDrops pipettiert und 

hinsichtlich der Konzentration und Reinheit bei 260/280 nm und 230/260 nm gemessen. Die 
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RNA wird so verdünnt, dass sich eine Konzentration von 100 ng/µl ergibt.  

6.1.2. Reverse Transkription 

Zur Generierung von cDNS werden 10 µl der gewonnenen RNS verwendet, was einer Menge 

von 1 µg Gesamt-RNS entspricht. 10 µl RNS wird dann mit je 10 µl des Mastermixes 

gemischt und für 120 Minuten bei 37°C nach Herstellerangaben im Thermocycler 

umgeschrieben. 

6.1.3. Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) 

Zur Quantifizierung von mRNS-Transkripten wird eine semiquantitative PCR-Methode (qRT-

PCR) verwendet. Als Referenzgen (Housekeeping Gen) wird das 60S ribosomale Protein L32 

(L32) verwendet. Die Expression dieses Referenzgenes ist für die meisten Zellarten und 

Gewebetypen bekannt und ist unter den untersuchten Bedingungen nicht reguliert. Alle in 

dieser Arbeit verwendeten Primer werden über die Gendatenbank National Centre for 

Biotechnology Information ausgesucht. Zur Amplifikation der cDNS des Referenz- und 

Zielgens kommt in dieser Arbeit ein nicht-spezifisches Detektionssystem mit SYBR Green 

zum Einsatz. Bei dieser Methode handelt es sich um die einfachste Methode zur 

Quantifizierung von PCR-Produkten. Der Farbstoff SYBR Green hat die Eigenschaft in 

doppelsträngige DNS zu interkalieren und dabei seine Fluoreszenzintensität im Vergleich zu 

ungebundenem Farbstoff, zu erhöhen. Somit erhöht sich die Fluoreszenzintensität in jedem 

Zyklus. Ab einer gewissen Anzahl an Zyklen überschreitet die Fluoreszenz einen Grenzwert, 

der zur Berechnung verwendet werden kann. Die relative mRNS-Expression des Zielgens 

wurde auf die des Referenzgens normalisiert und mit der ΔΔCt Methode ausgewertet (276). 

 

7. Bestimmung der Blutungszeit 

Die Blutungszeitmessung ist ein weit verbreiteter in vivo Test zu Bestimmung der 

hämostatischen Funktion. Die Blutungszeit ist hauptsächlich von der Interaktion zwischen 

Thrombozyten und der verletzten Gefäßwand abhängig. Gemessen wird die Zeit, die vergeht 

bis der gebildete Thrombus das Gefäß verschließt und so die Blutung stoppt. Zur Bestimmung 

der Blutungszeit wird die Maus, in einem Maus-spezifischen Tail Access Restrainer fixiert. 

Mit einem Skalpell wird 1 mm der distalen Schwanzspitze entfernt. Direkt anschließend wird 

die resektomierte Schwanzspitze in 37°C warmes PBS gehalten, bis die Blutung stoppt, um 

das Versiegen des Blutstromes besser erkennen zu können. Die Zeitmessung beginnt mit der 
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Amputation der Schwanzspitze und wird mit dem Blutungsstillstand beendet. Wird die 

Blutungszeit von 15 Minuten überschritten, wird der Versuch abgebrochen und die Blutung 

mit einem elektrischen Kauter gestoppt. 

 

8. Thrombozyten- und Leukozytenfunktionsanalysen mittels 

Durchflusszytometrie  

Für die Funktionsanalysen von Thrombozyten und Leukozyten werden Messungen mit einem 

Durchflusszytometer (FACS; fluorescence-activated cell sorting) durchgeführt. Dafür wird in 

Kooperation mit PD Dr. Kerstin Jurk (Plattform „Thrombozyten-Phänotyp- und 

Funktionsanalyse“) Blut von GF und CONV-R Mäusen analysiert. Für die Analysen der 

Thrombozytenfunktionen wird mit der Methode nach Frenette (277) gearbeitet. Für die 

FACS-Methoden zur Leukozyten-Plättchen Assoziation und –funktion wird die Methode nach 

Hausding (278) angewendet. 

 

9. Statistische Versuchsauswertung 

Die statistische Versuchsauswertung erfolgt mit dem Programm GraphPad Prism 5. Die 

statistischen Tests, bei denen mehr als nur zwei Gruppen betroffen sind, werden mit dem 

OneWay ANOVA Test ausgewertet. Wenn nur zwei Gruppen miteinander verglichen werden, 

wird ein ungepaarter Student t Test angewendet. Die Boxplot Darstellung wurde gewählt, da 

mit dieser Darstellung die komplette Streuung, der Median, das Minimum und Maximum der 

Ergbnisse dargestellt werden kann. Klassische Balkendiagramme wurden ebenfalls 

verwendet. Die statistische Signifikanz wird für einen p-Wert < 0,05 angenommen. 
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IV. ERGEBNISSE 

1. Blutwerte von GF, CONV-R, CONV-D, Myd88-/- und   Trif-/- 

Mäusen 

Die Analyse der Blutwerte, gemessen aus Vollblut von GF, CONV-R, CONV-D, Myd88-/- 

und Trif-/- Mäusen, zeigte, dass es bei den Parametern Hämatokrit, Erythrozytenzahl, 

Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl keinen Unterschied gab. Die Auftragsmessung des 

Vitamin K Gehaltes durch die Firma Bioscentia im Plasma von GF und CONV-R Mäusen lag 

bei beiden Gruppe außerhalb des Referenzbereiches 500-5000ng/L des Menschen, die 

Konzentrationswerte waren aber in einem ähnlichen Bereich, so dass ein Vitamin K-Mangel 

keimfreier Tiere ausgeschlossen werden konnte (Tabelle 14). 

Tabelle 14: Blutwerte von keimfreien (152), konventionell aufgewachsenen (CONV-R), ehemals 
keimfreien und anschließend über 14 Tage konventinalisierten (CONV-D), MYD88–
Adaptermolekül-defizienten (Myd88-/-) und TRIF–Adaptermolekül-defizienten (Trif-/-) Mäusen 
aus Vollblut mit dem Antikoagulanz EDTA, (n=6), Arithmetisches Mittel; Standardabweichung. 
Bei keiner der Gruppen war ein Blutparameter signifikant erhöht oder vermindert im Vergleich 
zu der CONV-R Gruppe. Es wurden ebenso die Vitamin K Werte im Plasma von GF und 
CONV-R, von der Fa. Bioscientia, gemessen (n=5).  

 

 GF  CONV-R  CONV-D Myd88-/- Trif -/- 

Hämatokrit (L/L) 0,47         

(+/- 0,04) 

0,47            

(+/- 0,03) 

0,53        

(+/- 0,01)
 

 0,48        

(+/- 0,05) 

0,46        

(+/- 0,03) 

Erythrozyten 

(x1012/L) 

9,16         

(+/- 0,85) 

9,09            

(+/- 0,52) 

10,07      

(+/- 0,39) 

 8,89        

(+/- 1,39) 

9,08        

(+/- 0,67) 

Leukozyten 

(x109/L) 

3,78         

(+/- 2,31) 

3,71            

(+/- 1,74) 

5,91        

(+/- 2,29) 

 5,06        

(+/- 1,49) 

 2,6         

(+/- 2,14) 

Thrombozyten 

(x109/L) 

1184        

(+/- 173,40) 

1285           

(+/- 98,42) 

1381       

(+/-200,43) 

 1123       

(+/- 164,12) 

 1282      

(+/- 196,70) 

Vitamin K          

[ng/L] 

160          

(+/- 5,32) 

211             

(+/- 15,2) 
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2. Blutungszeiten 

2.1. Das Fehlen der Mikrobiota beeinflusst die Blutungszeit im 

Schwanzspitzenresektionsmodell.  
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Abbildung 17: Die Blutungszeiten nach Schwanzspitzenresektion von keimfreien (152), 
konventionell aufgewachsenen (CONV-R), ehemals keimfreien und anschließend über 14 Tage 
konventinalisierten (CONV-D), MYD88–Adaptermolekül-defizienten (Myd88-/-) und TRIF–
Adaptermolekül-defizienten   (Trif-/-) Mäusen, angegeben in Sekunden. Verglichen wurden die 
Blutungszeiten gegen die GF-Bltungszeit. Die Blutungszeiten der CONV-R, Myd88-/- und Trif-/- 
Mäuse waren im Vergleich zu GF Mäusen signifikant verkürzt. CONV-D Mäuse hatten im 
Vegleich zu CONV-R Mäusen eine verlängerte Blutungszeit und glichen den Zeiten der GF 
Mäuse. n=5-8, Median (Maximum und Minimum der Zeiten)  

 

Die von Geburt an stattfindende Besiedlung mit einer komplexen Darmflora war mit einer 

schnelleren Blutstillung assoziiert. Die Blutungszeit in der keimfreien Gruppe betrug 106 

Sekunden (Min.61 Sek., Max.202 Sek.). Ein signifikanter (p < 0,05) Unterschied zu der GF 

Tieren zeigte sich bei CONV-R Mäusen mit 43 Sekunden (Min.27 Sek., Max.83 Sek.), 

Myd88-/- Mäusen mit 47.5 Sekunden (Min. 20 Sek., Max. 82 Sek.) und Trif-/- Mäusen mit 49 

Sekunden (Min. 26 Sek., Max. 69 Sek.) (Abbildung 17). 

Die Kolonisierung ex-keimfreier Tiere für 14 Tage schien keinen wesentlichen Einfluss auf 

die Blutstillungszeit zu haben. Einen weiteren signifikanten (p<0,05) Unterschied gab es bei 

den Blutungszeiten der CONV-D mit 88 Sekunden (Min.80 Sek., Max. 165 Sek.) und Myd88-

/- mit 47,5 Sekunden (Min.20 Sek., Max.82 Sek). Das Fehlen der MYD88- und TRIF-

Adaptermoleküle führte zu keinem Unterschied in der Blutungszeit im Vergleich zu 

konventionell aufgezogenen CONV-R Mäusen. Die Adaptermoleküle MYD88 und TRIF 
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schienen also für die primäre Hämostase keine entscheidende Rolle zu spielen. Bei allen 

Gruppen kam die Blutung nach Amputation der Schwanzspitze zum Stillstand. Die primäre 

Hämostase war demnach bei keiner der Gruppen gestört. 

 

3. In vivo Darstellung der Thrombusbildung 

Durch die Nutzung des Intravitalmikroskops und Färbung zellulärer Blutbestandteile,  war es 

möglich die Thrombusbildung und Thrombozyten-adhäsion in der A. carotis communis in 

vivo darzustellen und aufzunehmen. 

3.1. Thrombusblidung an der A. carotis communis 

Wie oben beschrieben wurde eine Thrombusbildung iniziiert, indem eine 10%ige FeCl3-

Lösung eine Clusterbildung von Erythrozyten bewirkte. Durch die Clusterbildung kommt es  

zu einer schnellen Aggregation von Thrombozyten und letztendlich zu einem stabilen 

Thrombus der die A. carotis communis der Maus komplett verschließt (279). 

3.1.1. Analyse der Gefäßverschlusszeit  

Während Thrombozyten nicht an der unverletzten Gefäßwand anhefteten (Abbildung 18 a),  

kam es nach der Aktivierung der Thrombozyten durch Clusterbildung der Erythrozyten 

aufgrund des Eisenchlorids zu einer raschen Adhäsion von Thrombozyten an der 

Gefäßinnenwand (Abbildung 18 b) und einer  schnellen Thrombusbildung (Abbildung 18 c + 

d).  
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Abbildung 18: a, Unverletzte A. carotis communis vor FeCl3-Applikation. Keine der mit DCF 
gefärbten Thrombozyten sind adhärent, sie fließen frei im Blutstrom. b, 6 Minuten nach FeCl3–
Applikation beginnende Adhäsion von Thrombozyten am Endothel.  c, Fortlaufende 
Thrombozytenaggregation an der Gefäßwand. Bildung von Thrombozytenaggregaten. d, 
Komplette Okklusion der A. carotis communis durch einen festen Thrombus. 100-fache 
Vergrößerung, FITC Filter. (Skalierung 200µm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d. 

a. b. 

c. 
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3.1.1.1. Präsenz von Mikrobiota beeinflusst die Okklusionszeit der A. carotis communis 

nach FeCl3–Applikation   
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Abbildung 19: a, Beginnende und fortlaufende Thrombusbildung in der A. carotis communis bei 
keimfreien (152) und konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen ausgelöst durch mit 
FeCl3-getränktem Filterpapier. Thrombuswachstum bei 0, 6 und 12 Minuten (Thrombozyten 
gefärbt mit DCF, 100-fache Vergrößerung, FITC Filter). b, Okklusionszeit der A. carotis 
communis nach FeCl3-Applikation gemessen in Sekunden bei keimfreien (152), konventionell 
aufgewachsenen (CONV-R) und ehemals keimfreien und anschließend über 14 Tage 

a. 

b. 
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konventinalisierten (CONV-D) Mäusen. Die Okklusionszeit war bei CONV-R und CONV-D 
Mäusen im Vergleich zu GF Mäusen signifikant verkürzt, (n=12, Median, Maximum und 
Minimum der Zeiten). (Skalierung 200µm) 

Mit 797,5 (Min.590, Max.1200) Sekunden war die Okklusionszeit der A. carotis communis 

bei GF Mäusen gegenüber den CONV-R mit 557,5 (Min.345, Max.900) und den CONV-D 

Mäusen mit 590 (Min.380, Max. 1105) Sekunden deutlich verlängert (n = 12, Median, Min., 

Max.) (Abbildung 19 b). 

3.1.2. qRT - PCR Analysen der Expression der endothelialen Adhäsions-molekülen 

VCAM-1 und ICAM-1, dem Gerinnungsprotein vWF und dem natürlichen 

Antikoagulanz TFPI der unverletzten A. carotis communis 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

a. b. 

c. d. 

Abbildung 20: a-d, qPCR Analysen von endothelialen Adhäsionsmekülen in unverletzten 
Carotiden von keimfreien (GF) und konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen. a,
VCAM-1 Expression im Vergleich zum Housekeeping Gen L32. b,  ICAM-1 Expression im 
Vergleich zu L32 c, TFPI Expression im Vergleich zu L32 und d, vWF Expression im Vergleich 
zu L32 waren in den unverletzten Carotiden von GF und CONV-R nicht signifikant 
unterschiedlich exprimiert, (n=8, Mittelwert mit SEM). 
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Die Expression der jeweiligen Adhäsionsmoleküle wurde relativ gegen das Housekeeping 

Gen L32, welches unabhängig von Zelltyp und Zellstadium exprimiert wird, gemessen. Die 

Expression der Adhäsionsmoleküle VCAM-1 und ICAM-1, die für Adhäsion und 

Immigration von Leukozyten verantwortlich sind, war relativ zu L32, nicht reguliert 

(Abbildung 20 a + b). Die Genexpression des für die primäre Thrombozytenadhäsion 

wichtigen von Willebrand Faktors war im Endothel der GF und CONV-R Mäuse nicht 

differentiell reguliert (Abbildung 20 d). Die quantitative Genexpressionsmessung von TFPI 

(Tissue Factor Pathway Inhibitor), der durch die Bindung an Tissue Faktor/Faktor VIIa-

Komplex die Gerinnung hemmt, war in GF und CONV-R Mäusen nicht differentiell reguliert 

(Abbildung 20 c). Die Besiedlung mit einer intakten Mikrobiota führte zu keiner erhöhten 

Expression von endothelialen Adhäsionsmolekülen. 
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4. Ischämie-Reperfusions-Verletzungsmodell an der Mikrozirkulation 

des Mesenteriums 

4.1. Die Präsenz von Mikrobiota (CONV-R) ging mit einer erhöhten 

Leukozytenadhäsion und einer vermehrten Anzahl von Leukozytenkonjugaten 

einher.  
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Abbildung 21: a-l: Vor dem künstlich herbeigeführten mesenterialen Infarkt wurde die 
natürlich vorkommende Anzahl an Leukozyten bei keimfreien (GF) und konventionell 
aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen ausgezählt, (n=10; Median, Min., Max.). a + b, Einfluss der 
Mikrobiota auf die Anzahl von rollenden Leukozyten (280, 281) bei GF und CONV-R. c + d, 
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Einfluss der Ischämie auf die Anzahl der rollenden Leukozyten bei GF und CONV-R Mäusen.  
a, Rollende Leukozyten bei GF und CONV-R Pre-Ischämie. b, Rollende Leukozyten bei GF und 
CONV-R Post-Ischämie. c, Rollende Leukozyten Pre- und Post-Ischämie bei GF. d, Rollende 
Leukozyten Pre-und Post-Ischämie bei CONV-R Mäusen. e + f, Einfluss der Mikrobiota auf 
adhärente Leukozyten. g + h: Einfluss der Ischämie auf adhärente Leukozyten bei GF und 
CONV-R Mäusen.  e, Adhärente Leukozyten Pre-Ischämie bei GF und CONV-R Mäusen. f, 
Adhärente Leukozyten bei GF und CONV-R Mäusen Post-Ischämie. g, Adhärente Leukozyten 
bei GF Pre- und Post-Ischämie. h, Adhärente Leukozyten bei CONV-R Mäusen Pre- und Post-
Ischämie. i + j, Einfluss der Mikrobiota auf Leukozytenkonjugate bei GF und CONV-R Mäusen. 
i, Leukozytenkonjugate Pre-Ischämie bei GF und CONV-R Mäusen. j, Leukozytenkonjugate 
Post-Ischämie bei GF und CONV-R Mäusen. k + l, Einfluss der Ischämie bei GF und CONV-R 
Mäusen. k: Leukozytenkonjugate bei GF Pre- und Post-Ischämie. l, Leukozytenkonjugate bei 
CONV-R Pre- und Post-Ischämie.   

  

Rollende Leukozyten:  

Wirkung des Mikrobioms: 

Tabelle 15: Zunahme (-fach) von rollenden Leukozyten durch den Einfluss des Mikrobioms Pre- 
und Post-Ischämie bei keimfreien (GF) und konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen. 

 Zunahme (-fach) CONV-R/GF von rollenden Leukozyten 

Pre-Ischämie 1,37         

Post-Ischämie 1,69       ** p = 0,0033 

 

GF vs CONV-R: Pre-Ischämie waren mit 390,1 (Min.83, Max.935,1) rollende 

Leukozyten/mm² die GF Mäuse, den CONV-R Mäusen mit 533,2 (Min.33,2, Max.741,4) 

rollende Leukozyten/mm², leicht unterlegen. Post-Ischämie zeigte sich ein signifikanter 

Unterschied mit 491 (Min.166, Max.849,3) rollenden Leukozyten/mm² bei GF Mäusen und 

830,8 (Min.412,2, Max.1072) rollenden Leukozyten/mm² bei CONV-R Mäusen (** p = 

0,0033) (Abbildung 21 a +b).  

 

Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 16: Zunahme (-fach) von rollenden Leukozyten durch den Einfluss der Ischämie bei 
keimfreien (GF) und konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre von rollenden Leukozyten 

GF 1,20 

CONV-R 1,48     ** p = 0,0033 
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GF: Pre-Ischämie mit 390.1 (Min. 83, Max.935) rollende Leukozyten/mm² und Post-Ischämie 

491 (Min.166, Max.849) rollende Leukozyten/mm² zeigte sich bei GF Mäusen kein 

Unterschied (Abbildung 21 c). 

CONV-R: Bei CONV-R Mäusen war die Zahl an rollenden Leukozyten Pre-Ischämie mit 

471, 8 (Min.33,2, Max.741,4) rollende Leukozyten/mm² und Post-Ischämie mit 821,7 

(Min.412,2, Max.1072) rollende Leukozyten/mm² signifikant erhöht (** p = 0,0033) 

(Abbildung 21 d).  

Durch die Präsenz des Mikrobioms kam es zu einer erhöhten Anzahl von rollenden 

Leukozyten bei CONV-R Mäusen. Dieser Effekt wurde durch eine 60-minütige Ischämie 

signifikant verstärkt (**p=0,003). 

Adhärente Leukozyten: 

Wirkung des Mikrobioms: 

Tabelle 17: Zunahme (-fach) von adhärenten Leukozyten durch den Einfluss des Mikrobioms 
bei keimfreien (GF) und konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen Pre- und Post-
Ischämie. 

 Zunahme (-fach) CONV-R/GF von adhärenten Leukozyten 

Pre-Ischämie 6,50    ** p = 0,0055 

Post-Ischämie 2,34   * p = 0,0178 

 

GF vs CONV-R: Die Adhäsion von Leukozyten war bei GF Pre-Ischämie mit 13,28 (Min.0, 

Max.30,38) adhärenten Leukozyten/mm² zu CONV-R Mäusen mit 85,08 (Min.6,64, 

Max.190,9) adhärenten Leukozyten/mm² signifikant vermindert (** p = 0,0055). Nach der 60-

minütigen Ischämie  war die Adhäsion der Leukozyten bei GF Mäusen mit 22,41 (Min.0, 

Max.224,1) adhärenten Leukozyten/mm² im Vergleich zur Anzahl adhärenter Leukozyten in 

CONV-R Mäusen mit 122,8 (Min.91,3, Max.190,9) adhärenten Leukozyten/mm² (* p = 

0,0178) signifikant reduziert (Abbildung 21 e + f). 
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Wirkung der Ischämie:  

Tabelle 18: Zunahme (-fach) von adhärenten Leukozyten durch den Einfluss der 60-minütigen-
Ischämie bei keimfreien (GF) und konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre von adhärenten Leukozyten 

GF 4,15 

CONV-R 1,49    * p = 0,033 

 

GF: Pre-Ischämie mit 13,28 (Min.0, Max.30,38) adhärenten Leukozyten/mm² und Post-

Ischämie mit 22,41 (Min.0, Max.224,1) adhärenten Leukozyten/mm² zeigte sich kein 

signifikanter Unterschied in der Adhärenz von Leukozyten (Abbildung 21 g).  

CONV-R: Die Zahl der adhärenten Leukozyten war  Pre-Ischämie mit 87,15 (Min.10,96, 

Max.168,7) adhärenten Leukozyten/mm² und Post-Ischämie mit 119,5 (Min.91,30, 

Max.190,9) adhärenten Leukozyten signifikant unterschiedlich (* p = 0,033) (Abbildung 21 

h). 

Die Präsenz von Mikrobiota bewirkte schon im physiologischen Zustand eine signifikant 

erhöhte Anzahl adhärenter Leukozyten am Endothel der venösen Mesenterialgefäße 

(**p = 0,0055). Post-Ischämie war die Anzahl der adhärenten Leukozyten bei CONV-R 

Mäusen erhöht (*p = 0,0178). 

 

Leukozytenkonjugate:  

Wirkung des Mikrobioms: 

Tabelle 19: Zunahme (-fach) von Leukozytenkonjugaten durch den Einfluss des Mikrobioms bei 
keimfreien (GF) und konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Pre- und Post-Ischämie. 

 Zunahme (-fach) CONV-R/GF von Leukozytenkonjugaten 

Pre-Ischämie 1,71         

Post-Ischämie 1,77        * p = 0,0113 

 

GF vs CONV-R: Pre-Ischämie zeigte sich eine Tendenz zu verminderten 

Leukozytenkonjugaten mit 43,99 (Min.9,96, Max.126,2) Leukozyten-konjugaten/mm² bei GF 
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Mäusen. Leukozytenkonjugate bei CONV-R Mäusen lagen bei 66,40 (Min.19,26, 

Max.146,1). Post-Ischämie manifestierte sich der Unterschied als signifikant (* p = 0,0113) 

bei 85,74 (Min.35,86, Max.168,7) Leukozytenkonjugaten/mm² in der GF Gruppe und 189,2 

(Min.66,4, Max.243,4) Leukozytenkonjugaten/mm² in der CONV-R Gruppe (Abbildung 21 i 

+ j).  

 

Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 20: Zunahme (-fach) von Leukozytenkonjugaten Pre- und Post-Ischämie bei keimfreien 
(GF) und konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen durch den Einfluss der Ischämie. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre von Leukozytenkonjugaten 

GF 2,04        * p = 0,0249 

CONV-R 2,10        * p = 0,019 

 

GF: Mit 43,99 (Min.9,96, Max.126,2) Leukozytenkonjugaten/mm² Pre-Ischämie und 85,74 

(Min.35,86 , Max.168,7) Leukozytenkonjugaten/mm² Post-Ischämie waren die die 

Leukozytenkonjugate Pre-Ischämie im Vergleich zu Post-Ischämie signifikant reduziert (* p = 

0,0249) (Abbildung 21 k). 

CONV-R: Mit 66,40 (Min.19,26, Max.123,3) Leukozytenkonjugaten/mm²  Pre-Ischämie und 

189,2 (Min.66,4, Max.243,4) Post-Ischämie war die Anzahl der Leukozytenkonjugate im pre-

ischämischen Zustand signifikant vermindert (*p = 0,019) (Abbildung 21 l). 

Bei GF und CONV-R Mäusen bewirkte Ischämie einen Anstieg von Leukozy-

tenkonjugaten. Im Vergleich hatten CONV-R Mäuse Post-Ischämie eine höhere Anzahl 

an Leukozytenkonjugaten als die GF Mäuse.  
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4.2. Präsenz einer komplexen Mikrobiota (CONV-R) führte zu einer erhöhten 

Thrombozytenadhäsion Post-Ischämie und vermehrten Leukozyten-

Thrombozyten-Interaktion Pre-und Post-Ischämie  

 

Abbildung 22: a-p, Adhäsionsstadien von Thrombozyten und deren Interaktion mit Leukozyten 
am mesenterialen Venolenendothel (n=10; Median, Min., Max.). a + b, Einfluss der Mikrobiota 
auf transient adhärente Trombozyten. a, Transient adhärente Thrombozyten Pre-Ischämie bei 
keimfreien (GF) und konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen. b, Transient adhärente 
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Thrombozyten Post-Ischämie. c + d, Einfluss der Ischämie auf transient adhärente 
Thrombozyten bei GF (152)und CONV-R Mäusen. e-h, Adhärente Thrombozyten bei GF und 
CONV-R Mäusen. e + f, Einfluss der Mikrobiota auf adhärente Thrombozyten. e, Adhärente 
Thrombozyten bei GF und CONV-R Mäusen Pre-Ischämie. f, Adhärente Thrombozyten bei GF 
und CONV-R Mäusen Post-Ischämie. g + h, Einfluss der Ischämie auf adhärente Thrombozyten. 
g, Adhärente Thrombozyten bei GF Mäusen Pre- und Post-Ischämie. h, Adhärente 
Thrombozyten bei CONV-R Mäusen Pre- und Post-Ischämie. i-l, Thrombozytenaggregate bei 
GF und CONV-R Mäusen. i + j, Einfluss der Mikrobiota auf Thrombozytenaggregate bei GF 
und CONV-R Mäusen. i, Thrombozytenaggregate bei GF und CONV-R Mäusen Pre-Ischämie. 
j, Einfluss der Mikrobiota auf Thrombozytenaggregate bei GF und CONV-R Mäusen Post-
Ischämie. k + l, Einfluss der Ischämie auf Thrombozytenaggregate bei GF und CONV-R 
Mäusen. k, Thrombozytenaggregate bei GF Mäusen Pre- und Post-Ischämie. l, 
Thrombozytenaggregate bei CONV-R Mäusen Pre-und Post-Ischämie. m-p, Leukozyten-
Thrombozyten-Interaktion (LTI). m + n, Einfluss der Mikrobiota auf LTI bei GF und CONV-R 
Mäusen. m: LTI bei GF und CONV-R Mäusen Pre-Ischämie. n, LTI bei GF und CONV-R 
Mäusen Post-Ischämie. o + p, Einfluss der Ischämie auf LTI. o, LTI bei GF Mäusen Pre- und 
Post-Ischämie. p, LTI bei CONV-R Mäusen Pre- und Post-Ischämie. 

 

Transient adhärente Thrombozyten   

Wirkung des Mikrobioms: 

Tabelle 21: Zunahme (-fach) von transient adhärenten Thrombozyten bei keimfreien (GF) und 
konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen Pre- und Post-Ischämie. 

 

GF vs CONV-R:  Pre-Ischämie waren bei GF Mäusen die transient adhärenten 

Thrombozyten/mm²(281)  mit 58,93 (Min.2,65, Max.232,4) gegenüber  92,46 (Min.33,20, 

Max.437,1) bei CONV-R Mäusen reduziert. Post-Ischämie stieg die Anzahl von transient 

adhärenten Thrombozyten bei CONV-R Tieren mit 406,7 (Min.210,9, Max.889,8) signifikant  

gegenüber der GF Gruppe  mit 118,9 (Min.6,64, Max.627,5) an (* p = 0,0172) ( Abbildung 22 

a+ b). 

 

 

 

 

 Zunahme (-fach) CONV-R/GF von transient adhärente 

Thrombozyten 

Pre-Ischämie 2,37    * p = 0,053 

Post-Ischämie 2,28    * p = 0,017 
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Wirkung der Ischämie:  

Tabelle 22: Zunahme (-fach) von transient adhärenten Thrombozyten bei keimfreien (GF) und 
konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen nach dem Einfluss einer Ischämie. 

 

GF: Pre-Ischämie war die Anzahl transient adhärenter Thrombozyten/mm² mit 58,93 

(Min.2,65, Max.232,4) gegenüber 118,9 (Min.6,64, Max.627,5) transient adhärenter 

Thrombozyten/mm² Post-Ischämie signifikant vermindert (*p = 0,0257)  (Abbildung 22c). 

CONV-R: Mit 132,6 (Min.33,2, Max.437,1) transient adhärenten Thrombozyten/mm² Pre-

Ischämie und 474,8 (Min.210,2, Max.889,8) transient adhärenten Thrombozyten Post-

Ischämie waren die transient adhärenten Thrombozyten Pre-Ischämie signifikant reduziert (* 

p = 0,0122) (Abbildung 22 d). 

Die Präsenz von Mikrobiota führte zu einer erhöhten Anzahl von transient adhärenten 

Thrombozyten nach der induzierten Ischämie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Zunahme (-fach) Post/Pre  von transient adhärenten 

Thrombozyten 

GF 2,93     * p = 0,0257 

CONV-R 2,82     * p = 0,0122 
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Adhärente Thrombozyten 

Wirkung des Mikrobioms: 

Tabelle 23: Zunahme (-fach) von adhärenten Thrombozyten bei keimfreien (GF) und 
konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen durch den Einfluss des Mikrobioms. 

 Zunahme (-fach) CONV-R/GF von adhärenten Thrombozyten 

Pre-Ischämie 3,84 

Post-Ischämie 9,86        * p = 0,0223 

 

GF vs CONV-R: Pre-Ischämie war die Anzahl bei GF Mäusen von 0 (Min.0, Max.6,64) 

adhärenten Thrombozyten/mm² gegenüber den CONV-R Mäusen mit 2,75 (Min.0, 

Max.11,06) adhärenten Thrombozyten/mm² reduziert. Post-Ischämie war ein signifikanter 

Unterschied mit 3,73 (Min.0, Max.10,96) adhärenten Thrombozyten/mm² bei GF Mäusen und 

16,6 (Min.0, Max.152,2) adhärenten Thrombozyten/mm² bei CONV-R Mäusen festzustellen 

(* p = 0,0223) (Abbildung 22 e + f). 

 

Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 24: Zunahme (-fach) von adhärenten Thrombozyten durch den Einfluss der Ischämie 
bei keimfreien (GF) und konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen.  

 Zunahme (-fach) Post/Pre  von adhärenten Thrombozyten 

GF 4,33 

CONV-R 11,13 

 

GF: Pre-Ischämie war die Anzahl von adhärenten Thrombozyten bei 0 (Min.0, Max.6,64) 

adhärenten Thrombozyten/mm² und Post-Ischämie bei 3,75 (Min.0, Max.10,96) (Abbildung 

22 g). 

CONV-R: Pre-Ischämie war die Anzahl bei 3.32 (Min.0, Max.11,06) adhärenten 

Thrombozyten/mm² und Post-Ischämie bei 23,24 (Min.0, Max.152,2) adhärenten 

Thrombozyten/mm² (Abbildung 22 h). 

Die Präsenz der komplexen Mikrobiota führte zu einer signifikant erhöhten Adhärenz 



IV. Ergebnisse        80 

 

von Thrombozyten im post-ischämischen Zustand. 

 

Thrombozytenaggregate  

Wirkung des Mikrobioms: 

Tabelle 25: Zunahme (-fach) von Thrombozytenaggregaten bei keimfreien (GF) und 
konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen durch den Einfluss des Mikrobioms.  

 Zunahme (-fach) CONV-R/GF von 

Thrombozytenaggregaten 

Pre-Ischämie 20,18     

Post-Ischämie 2,86   

 

GF vs CONV-R: Pre-Ischämie zeigte sich kein Unterschied zwischen GF und CONV-R 

Tieren in der Anzahl von Thrombozytenaggregaten/mm². Post-Ischämie zeigte sich eine 

Tendenz bei GF Mäusen mit 6,88 (Min.0, Max.325,9) Thrombozytenaggregaten/mm² und 

112,9 (Min.0, Max.190,9) Thrombozytenaggregaten/mm² bei CONV-R Mäusen, zur 

verstärkten Bildung von Thrombozytenaggregaten (Abbildung 22 i + j).  

Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 26: Zunahme (-fach) von Thrombozytenaggregaten bei keimfreien (GF) und 
konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen durch den Einfluss der Ischämie.  

 Zunahme (-fach) Post/Pre von Thrombozytenaggregaten 

GF 56,03 

CONV-R 7,96   * p = 0,02 

 

GF: Pre-Ischämie mit 0 (Min.0, Max. 5,47) Thrombozytenaggregate/mm² und Post-Ischämie 

mit 6,88 (Min.0, Max.152,1) bestand kein Unterschied (Abbildung 22 k). 

CONV-R: Pre-Ischämie mit 0 (Min.0, Max.63,58) Thromozytenaggregaten/mm² und Post-

ischämie mit 14,44 (Min.0, Max.190,9) Thrombozytenaggregaten/mm² gab es einen 

signifikanten Unterschied in der CONV-R Gruppe (* p = 0,02) (Abbildung 22 l). 

Nur in den mit Mikrobiota besiedelten CONV-R Mäusen zeigte sich nach der Ischämie 
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ein signifikanter Anstieg der Thrombozytenaggregate. 

 

Leukozyten-Thrombozyten Interaktion 

Wirkung des Mikrobioms: 

Tabelle 27: Zunahme (-fach) von LTI bei keimfreien (GF) und konventionell aufgewachsenen 
(CONV-R) Mäusen durch den Einfluss des Mikrobioms. 

 Zunahme (-fach) CONV-R/GF  von Leukozyten-

Thrombozyten-Interaktion (LTI) 

Pre-Ischämie 6,91   * p = 0,0319 

Post-Ischämie 2,85    

 

GF vs CONV-R: Pre-Ischämie zeigte sich ein signifikanter Unterschied mit 2,65 (Min.0, 

Max.13,83) Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen/mm² bei GF Mäusen und 10,23 (Min.0, 

Max.71,88) Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen/mm² bei CONV-R Mäusen (* p = 

0,0319). Post-Ischämie blieb dieser Unterschied mit 16,6 (Min.0, Max.118,9) Leukozyten-

Thrombozyten Interaktionen/mm² in der GF Gruppe und 78,02 (Min.30,38, Max.143,8) 

Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen/mm² in der CONV-R Gruppe erhalten (Abbildung 

22 m + n). 

 

Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 28: Zunahme (-fach) von LTI bei GF und CONV-R Mäusen durch den Einfluss der 
Ischämie bei keimfreien (GF) und konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre von Leukozyten-Thrombozyten 

Interaktion (LTI) 

GF 7,70 

CONV-R 3,17 

 

GF: Innerhalb der GF Gruppe zeigte sich kein signifikanter Unterschied mit Pre-Ischämie 

2,65 (Min.0, Max.13,83) Leukozyten-Thrombozyten Interaktioneb/mm² und Post-Ischämie 
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16,6 (Min.0, Max.118,9) Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen/mm² (Abbildung 22 o). 

CONV-R: Mit 13,83 (Min.0, max.71,88) Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen/mm² Pre-

Ischämie und 47,73 (Min.30,38, Max. 143,8) Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen/mm² 

Post-Ischämie zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Abbildung 22 p).  

Die Präsenz von Mikrobiota bewirkte Pre-Ischämie einen Anstieg der Anzahl von 

Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen im Vergleich zu keimfreien Mäusen. Durch 

die Induktion der Ischämie wurde dieser Unterschied aufgehoben. 
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4.3. Kolonisierung mit dem Zäkuminhalt von CONV-R Mäusen und 

Monokolonisierung mit  Escherichia coli JP313 beeinflusste die 

Leukozytenadhäsion 

Die Kolonisierung des Intestinaltraktes bewirkte eine erhöhte Rekrutierung von Leukozyten 

und Thrombozyten in mesenterialen Gefäßen. Um die Mechanismen, die dies bewirken, 

weiter aufzuklären, wurden keimfreie Mäuse kolonisiert. Dafür wurden sie mit einer 

komplexen Mikrobiota aus dem Zäkum eines Blinddarmes einer CONV-R Maus besiedelt. 

Außerdem wurden keimfreie Mäuse mit einem einzigen Bakterienstamm, Escherichia coli 

JP313, unter Isolatorbedingungen  für 14 Tage kolonisiert, um den Effekt eines einzelnen 

mikrobiellen Besiedlers zu untersuchen. Die Monokolonisierung mit dem Enterobakterium 

wurde in sterilen Isolatoren durchgeführt, um die Besiedlung mit anderen Mikroorganismen 

in den ehemals keimfreien Mäusen auszuschließen.  
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4.3.1. Die Kolonisierung GF Mäuse für 14 Tage mit Mikrobiota von CONV-R 

Mäusen und einer E. coli JP313 Monokultur verstärkte die 

Leukozytenadhäsion 
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Abbildung 23: a-o, Anzahl verschiedener Leukozytenstadien von keimfreien (GF), ehemals 
keimfreien und anschließend über 14 Tage konventinalisierten (CONV-D) und ehemals 
keimfreien und anschließend mit E. coli JP313 monokolonisierten (E. coli JP 313) Mäusen vor 
und nach der Induktion einer 60-minütigen Ischämie (n=8, Median, Min., Max.). a-e, Rollende 
Leukozyten bei GF, CONV-D und E. coli JP313 Mäusen. a + b, Einfluss der Kolonisierung mit 
einer komplexen Mikrobiota und der Monokoloniserung auf die Anzahl von rollenden 
Leukozyten. a, Einfluss der Kolonisierungen auf rollende Leukozyten Pre-Ischämie. b, Einfluss 
der Kolonisierungen auf rollende Leukozyten Post-Ischämie. c-e, Einfluss der Ischämie auf 
rollende Leukozyten bei GF, CONV-D und E. coli JP313 Pre- und Post-Ischämie. f-j, Adhärente 
Leukozyten bei GF, CONV-D und E. coli JP313 Mäusen Pre- und Post-Ischämie. f + g, Einfluss 
der Kolonisierungen auf die Anzahl von adhärenten Leukozyten. h-j, Einfluss der Ischämie bei 
GF, CONV-D und E. coli JP313 Pre- und Post-Ischämie. k-o, Bildung von Leuko-
zytenkonjugaten bei GF, CONV-D, E. coli JP313 Mäusen Pre- und Post-Ischämie. k + l, Einfluss 
der Kolonisierung auf Anzahl der Leukozytenkonjugate Pre- und Post-Ischämie. m-o, Einfluss 
der Ischämie auf Anzahl von Leukozytenkonjugaten bei GF, CONV-D und E. coli JP 313 Pre- 
und Post-Ischämie. 
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Rollende Leukozyten: 

Wirkung der Kolonisierung: 

Tabelle 29: Zunahme (-fach) von rollenden Leukozyten ausgelöst durch Kolonisierung der 
keimfreien (GF) Mäuse mit Zäkuminhalt (CONV-D) und E. coli JP313 (E. coli JP313) Pre- und 
Post-Ischämie.  

Zunahme (-fach) CONV-D/GF E. coli JP313/GF 

Pre-Ischämie 1,45    2,12       * p = 0,0459 

Post-Ischämie 1,73      (*p = 0,0463) 2,22     ** p = 0,0037 

 

GF vs E. coli JP313: Pre-Ischämie bestand ein signifikanter Unterschied zwischen GF 

Mäusen  mit 390,1 (Min.83, Max.935,1) rollenden Leukozyten/mm²  und E. coli JP313 mit 

816, 2 (Min.213, Max.1768) rollenden Leukozyten/mm². Post- Ischämie war der Unterschied 

mit 491 (Min.166, Max.849,3) rollenden Leukozyten/mm² bei GF Mäusen und 877 

(Min.661,2, Max.2072) rollenden Leukozyten/mm² bei E. coli JP313 kolonisierten Tieren 

signifikant (** p = 0,0037). Post-Ischämie war zwischen der GF mit 491 (Min.166, 

Max.849,3) rollenden Leukozyten/mm² und der CONV-D Gruppe mit 810,1 (Min.370,7, 

Max. 1408) rollenden Leukozyten/mm² signifikant unterschiedlich (* p = 0,0463) (Abbildung 

23 a + b). 

 

Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 30: Zunahme (-fach) von rollenden Leukozyten ausgelöst durch Ischämie bei keimfreien 
(GF), ehemals keimfreien und anschließend über 14 Tage konventinalisierten (CONV-D) und 
ehemals keimfreien und anschließend mit E. coli JP313 monokolonisierten (E. coli JP 313) 
Mäusen. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre  von rollenden Leukozyten 

GF 1,20 

CONV-D 1,43   ** p = 0,0071 

E. coli JP313 1,26 

 

GF: Die Ischämie erzeugte bei den GF Mäusen keinen signifikanten Unterschied in der 

Anzahl rollender Leukozyten/mm² (Abbildung 23 c). 
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CONV-D: Pre-Ischämie mit 542,2 (Min.326,5 , Max.1093) rollenden Leukozyten /mm² und 

Post-Ischämie mit 810,1 (Min.370,7, Max. 1408) rollenden Leukozyten/mm² war ein 

signifikanter  Unterschied in der CONV-D Gruppe (**p = 0,0071 ) (Abbildung 23 d). 

E. coli JP313: Die Ischämie erzeugte bei den mit E.coli JP313 monokolonisierten Mäusen 

keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl rollender Leukozyten/mm² (Abbildung 23 e). 

Die Kolonisierung keimfreier Mäuse mit einer komplexen Mikrobiota oder eine 

Monokolonisierung E. coli JP313 führte zu einer höheren Anzahl an rollenden 

Leukozyten in Pre- und Post-Ischämie im Vergleich zu GF Mäusen.  

 

Adhärente Leukozyten 

Wirkung der Kolonisierung: 

Tabelle 31: Zunahme (-fach) von adhärenten Leukozyten ausgelöst durch Kolonisierung von 
keimfreien (GF) Mäusen mit Zäkuminhalt (CONV-D) und E. coli JP313 (E. coli JP313) Pre- und 
Post-Ischämie. 

Zunahme (-fach) CONV-D/GF E. coli JP313/GF 

Pre-Ischämie 1,5 0,34  

Post-Ischämie 2,6       * p = 0,038 1,24 

 

Pre-Ischämie war mit 20,42 (Min.5,53, Max.41,5) adhärenten Leukozyten/mm² bei CONV-D 

Mäusen und mit 1,38 (Min.0, Max.27,67) adhärenten Leukozyten/mm² ein signifikanter 

Unterschied zu beobachten. Bei der GF und E. coli JP313 zeigte sich kein signifikanter 

Unterschied. Post-Ischämie waren die GF Mäuse mit 22,41 (Min.0, Max.224,1) adhärenten 

Leukozyten/mm² den CONV-D Mäusen mit 191,5 (Min.30,38, Max.232,4) adhärenten 

Leukozyten/mm² signifikant unterlegen (* p = 0,038) (Abbildung 23 f + g).  
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Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 32: Zunahme (-fach) von adhärenten Leukozyten ausgelöst durch Ischämie bei 
keimfreien (GF), ehemals keimfreien und anschließend über 14 Tage konventinalisierten 
(CONV-D) und ehemals keimfreien und anschließend mit E. coli JP313 monokolonisierten (E. 
coli JP 313) Mäusen. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre von adhärenten Leukozyten 

GF 4,15 

CONV-D 7,15          (** p = 0,0055) 

E. coli JP313 14,87        (** p = 0,0015) 

 

GF: Bei GF Mäusen gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen Pre- und Post-

Ischämie (Abbildung 23 h). 

CONV-D: Pre-Ischämie mit 20,42 (Min.5,53, Max.41,5) adhärenten Leukozyten/mm² und 

Post-Ischämie mit 191,5 (Min.30,38, Max. 232,4) adhärenten Leukozyten/mm² war ein 

signifikanter  Unterschied in der CONV-D Gruppe vorhanden (**p = 0,0055) (Abbildung 23 

i). 

E. coli JP313: Pre-Ischämie mit 1,38 (Min.0, Max. 27,67) adhärenten Leukozyten/mm² und 

Post-Ischämie mit 83 (Min.0, Max. 102,9) adhärenten Leukozyten/mm² zeigte sich ein 

signifikanter  Unterschied in der mit E. coli JP313 kolonisierten Gruppe (**p = 0,0015) 

(Abbildung 23 j). 

Die Kolonisierung von GF Mäusen mit einer komplexen Mikrobiota bewirkte eine 

erhöhte Anzahl an adhärenten Leukozyten Pre- und Post-Ischämie im Vergleich zu GF 

Mäusen. Eine Monokolonisierung mit E.coli JP313 bewirkte einen starken Anstieg von 

adhärenten Leukozyten Post-Ischämie.  
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Leukozytenkonjugate 

Wirkung der Kolonisierung: 

Tabelle 33: Zunahme (-fach) von Leukozytenkonjugaten ausgelöst durch Kolonisierung von 
keimfreien (GF) Mäusen mit Zäkuminhalt (CONV-D) und E. coli JP313 (E. coli JP313) Pre- und 
Post-Ischämie.  

Zunahme (-fach) CONV-D/GF E.coli JP313/GF 

Pre-Ischämie 2,21 0,90 

Post-Ischämie 0,91 1,36 

 

Pre-Ischämie zeigte sich zwischen keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied. Auch 

Post-Ischämie war kein Unterschied zwischen den Gruppen zu sehen (Abbildung 23 k + l). 

 

Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 34: Zunahme von Leukozytenkonjugaten ausgelöst durch Ischämie bei keimfreien (GF), 
ehemals keimfreien und anschließend über 14 Tage konventinalisierten (CONV-D) und ehemals 
keimfreien und anschließend mit E. coli JP313 monokolonisierten (E. coli JP 313) Mäusen. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre von Leukozytenkonjugaten 

GF 2,04      * p = 0,0249 

CONV-D 0,84    ** p = 0,0034 

E. coli JP313 3,08    ** p = 0,0045 

 

GF: Pre-Ischämie mit 43,99 (Min.9,96, Max.126,2) Leukozytenkonjugaten/mm² und 85,74 

(Min.35,86, Max.168,7) Leukozytenkonjugaten/mm²  Post-Ischämie war ein signifikanter 

Unterschied festzustellen (* p = 0,0249) (Abbildung 23 m). 

CONV-D: Pre-Ischämie mit 31,82 (Min.13,78, Max.130) Leukozytenkonjugaten/mm² und 

184 (Min.33,2, Max.202,5) Leukozytenkonjugaten/mm²  Post-Ischämie war ein signifikanter  

Unterschied festzustellen (** p = 0,0034) (Abbildung 23 n). 

E. coli JP313: Pre-Ischämie mit 27,67 (Min.2,76, Max.94,07) Leukozyten-konjugaten/mm² 

und 114,8 (Min.74,7, Max.228,8) Leukozytenkonjugaten/mm²  Post-Ischämie war ein 
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signifikanter  Unterschied vorhanden (** p = 0,0045) (Abbildung 23 o). 

Die Kolonisierung von GF Mäusen wirkte sich nicht auf eine vermehrte Bildung von 

Leukozytenkonjugaten aus. Eine Ischämie bewirkte bei allen Mausgruppen eine 

signifikante Zunahme an Leukozytenkonjugaten im post-ischämischen Zustand.  
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4.3.2. Die Monokolonisierung mit E. coli JP313 und Kolonisierung mit Mikriobiota 

aus dem Zäkum von CONV-R Mäusen verstärkte die Thrombozytenadhäsion 

Post-Ischämie und die Leukozyten-Thrombozyten-Interaktionen 
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Abbildung 24: a-t, Anzahl an Thrombozyten in ihren verschiedenen Stadien (rollend und 
adhärent), Thrombozytenggregate und Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen (LTI) bei von 
keimfreien (GF), ehemals keimfreien und anschließend über 14 Tage konventinalisierten 
(CONV-D) und ehemals keimfreien und anschließend mit E. coli JP313 monokolonisierten (E. 
coli JP 313) Mäusen, (n=8, Median, Min., Max.). a-e, Anzahl an transient adhärenten 
Thrombozyten bei GF, CONV-D und E. coli JP313 monoassoziierten Mäusen Pre- und Post-
Ischämie. a + b, Einfluss der Kolonisierung Pre- und Post-Ischämie. c-e, Einfluss der Ischämie 
bei GF, CONV-D und E. coli JP313 monoassoziierten Mäusen Pre- und Post-Ischämie. f-j, 
Anzahl an adhärenten Thrombozyten bei GF, CONV-D und E. coli JP313 monoassoziierten 
Mäusen Pre- und Post-Ischämie. f + g, Einfluss der Kolonisierung auf die Anzahl der 
adhärenten Thrombozyten Pre- und Post-Ischämie. h-j, Einfluss der Ischämie auf die Anzahl 
der adhärenten Thrombozyten bei GF, CONV-D und E. coli JP313 monoassoziierten Mäusen. k-
o, Anzahl an Thrombozytenaggregaten bei GF, CONV-D und E. coli JP313 monoassoziierten 
Mäusen Pre- und Post-Ischämie. k + l, Einfluss der Kolonisierung auf die Anzahl von 
Thrombozytenaggregaten Pre- und Post-Ischämie. m-o, Einfluss von Ischämie auf die Anzahl an 
Thrombozyten- aggregaten bei GF, CONV-D und E. coli JP313 monoassoziierten Mäusen Pre- 
und Post-Ischämie. p-t, Anzahl an LTI bei GF, CONV-D und E. coli JP313 monoassoziierten 
Mäusen Pre- und Post-Ischämie. p + q, Einfluss der Kolonisierung auf die Anzahl an LTI Pre- 
und Post-Ischämie. r-t, Einfluss der Ischämie auf die Anzahl an LTI bei GF, CONV-D und E. 
coli JP313 monoassoziierten Mäusen. 

 

Transient adhärente Thrombozyten 

Wirkung der Kolonisierung: 

Tabelle 35: Zunahme (-fach) von transient adhärenten Thrombozyten ausgelöst durch Kolo-
nisierung von keimfreien (GF) Mäusen mit Zäkuminhalt (CONV-D) und E. coli JP313 (E. coli 
JP313) Pre- und Post-Ischämie. 

Zunahme (-fach)  CONV-D / GF E. coli JP313 / GF 

Pre Ischämie 1,90 1,92 

Post Ischämie 2,19 2,76     *p = 0,0203 

 

Pre-Ischämie zeigte sich zwischen keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied. Post-

Ischämie war mit 118,9 (Min.6,64, Max.627,5) transient adhärenten Thrombozyten/mm² bei 

GF Mäusen und 527,1 (Min.182,6, Max.1029) bei E. coli JP313 kolonisierten Mäusen ein 

signifikanter Unterschied festzustellen (* p = 0,0203) (Abbildung 24 a + b). 
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Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 36: Zunahme (-fach) von transient adhärenten Thrombozyten ausgelöst durch die 
Ischämie bei keimfreien (GF), ehemals keimfreien und anschließend über 14 Tage 
konventinalisierten (CONV-D) und ehemals keimfreien und anschließend mit E. coli JP313 
monokolonisierten (E. coli JP 313) Mäusen. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre von transient adhärenten 

Thrombozyten 

GF 2,93     (* p = 0,0249) 

CONV-D 3,38   (** p = 0,0024) 

E. coli JP313 4,20   (** p = 0,0031) 

 

GF: Pre-Ischämie mit 58,93 (Min.2,65, Max.232,4) transient adhärenten Thrombozyten/mm² 

und 118,9 (Min.6,64, Max.627,5) transient adhärenten Thrombozyten/mm² Post-Ischämie war 

ein signifikanter Unterschied festzustellen (*p = 0,0249) (Abbildung 24 c). 

CONV-D: Pre-Ischämie mit 134,1 (Min.38,68, Max.262,8) transient adhärenten 

Thrombozyten/mm² und 481,4 (Min.122,8, Max.835,0) transient adhärenten 

Thrombozyten/mm²  Post-Ischämie war ein signifikanter Unterschied festzustellen (**p = 

0,0024) (Abbildung 24 d). 

E. coli JP313: Pre-Ischämie mit 120,4 (Min.60,87, Max.278,9) transient adhärenten 

Thrombozyten/mm² und 527,1 (Min.182,6, Max.1029) transient adhärenten 

Thrombozyten/mm²  Post-Ischämie war ein signifikanter Unterschied festzustellen (** p = 

0,0031) (Abbildung 24 e). 

Durch die Monoassoziation von GF Mäusen mit E. coli JP313 kam es Post-Ischämie zu 

einer erhöhten Anzahl an transient adhärenten Thrombozyten. Die Ischämie bewirkte 

bei allen Gruppen einen Anstieg von transient adhärenten Thromobozyten verglichen 

mit dem pre-ischämischen Zustand.  
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Adhärente Thrombozyten 

Wirkung der Kolonisierung: 

Tabelle 37: Zunahme (-fach) von adhärenten Thrombozyten ausgelöst durch Kolonisierung von 
keimfreien (GF) Mäusen mit Zäkuminhalt (CONV-D) und E. coli JP313 (E. coli JP313) Pre- und 
Post-Ischämie. 

Zunahme (-fach) CONV-D / GF E. coli JP313 / GF 

Pre-Ischämie 11,90 1,11 

Post-Ischämie 6,44 7,11 

 

Pre-Ischämie zeigte sich zwischen keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied 

(Abbildung 24 f). Post-Ischämie war kein Unterschied zwischen den Gruppen erkennbar 

(Abbildung 24 g). 

 

Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 38: Zunahme (-fach) von adhärenten Thrombozyten ausgelöst durch die Ischämie bei 
keimfreien (GF), ehemals keimfreien und anschließend über 14 Tage konventinalisierten 
(CONV-D) und ehemals keimfreien und anschließend mit E. coli JP313 monokolonisierten (E. 
coli JP 313) Mäusen. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre von adhärenten Thrombozyten 

GF 4,33      

CONV-D 10,96 

E. coli JP313 27,66    (* p = 0,0377) 

 

GF: Bei GF Mäusen gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen Pre- und Post-

Ischämie (Abbildung 24 h). 

CONV-D: Bei CONV-D Mäusen gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen Pre- und 

Post-Ischämie (Abbildung 24 i). 

E. coli JP313: Pre-Ischämie mit 0 (Min.0, Max.2,76) adhärenten Thrombozyten/mm² und 

20,75 (Min.0, Max.96,83) adhärenten Thrombozyten/mm²  Post-Ischämie war ein 

signifikanter  Unterschied vorhanden (* p = 0,0377) (Abbildung 24 j). 
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Adhärente Thrombozyten waren bei den mit E. coli JP313 monoassoziierten Mäusen 

nach der Ischämie signifikant erhöht  

 

Thrombozytenaggregate 

Wirkung der Kolonisierung: 

Tabelle 39: Zunahme (-fach) von Thrombozytenaggregaten ausgelöst durch Kolonisierung von 
keimfreien (GF) Mäusen mit Zäkuminhalt (CONV-D) und E. coli JP313 (E. coli JP313) Pre- und 
Post-Ischämie. 

Zunahme (-fach) CONV-D / GF E. coli JP313 

Pre Ischämie 0,10 0,29 

Post Ischämie 0,38 0,45 

 

Pre-Ischämie und Post-Ischämie war kein Unterschied zwischen den Gruppen zu sehen 

(Abbildung 24 k + l). 

 

Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 40: Zunahme (-fach) von Thrombozytenaggregaten ausgelöst durch die Ischämie bei 
keimfreien (GF), ehemals keimfreien und anschließend über 14 Tage konventinalisierten 
(CONV-D) und ehemals keimfreien und anschließend mit E. coli JP313 monokolonisierten (E. 
coli JP 313) Mäusen.  

 Zunahme (-fach) Post/Pre  von Thrombozytenaggregaten 

GF 56,03 

CONV-D 35,34 

E. coli JP313 15,18   (* p = 0,03) 

 

GF: Bei GF Mäusen gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen Pre- und Post-

Ischämie (Abbildung 24 m). 

CONV-D: Bei CONV-D Mäusen gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen Pre- und 

Post-Ischämie (Abbildung 24 n). 
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E. coli JP313: Pre-Ischämie mit 0 (Min.0, Max.8,3) Thrombozyten-aggregaten/mm² und 

15,22 (Min.0, Max.80,23) Thrombozytenaggregaten/mm²  Post-Ischämie war ein signifikanter 

Unterschied festzustellen (* p = 0,03) (Abbildung 24 o). 

Die Anzahl an Thrombozytenaggregaten war bei den mit E. coli JP313 monoassoziierten 

Mäusen nach der Ischämie signifikant erhöht.  

 

Leukozyten- Thrombozyten Interaktion  

Wirkung der Kolonisierung: 

Tabelle 41: Zunahme (-fach) von Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen ausgelöst durch 
Kolonisierung von keimfreien (GF) Mäusen mit Zäkuminhalt (CONV-D) und E. coli JP313 (E. 
coli JP313) Pre- und Post-Ischämie.  

Zunahme (-fach) CONV-D / GF E. coli JP313 / GF 

Pre-Ischämie 1,83 5,93 

Post-Ischämie 0,10 1,41 

 

Pre-Ischämie und Post-Ischämie war kein Unterschied zwischen den Gruppen festzustellen 

(Abbildung 24 p + q). 
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Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 42: Zunahme (-fach) von Leukozyten-Thrombozyten Interaktion ausgelöst ausgelöst 
durch die Ischämie bei keimfreien (GF), ehemals keimfreien und anschließend über 14 Tage 
konventinalisierten (CONV-D) und ehemals keimfreien und anschließend mit E. coli JP313 
monokolonisierten (E. coli JP 313) Mäusen. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre  von Leukozyten- Thrombozyten 

Interaktionen 

GF 7,70 

CONV-D 0,44 

E. coli JP313 1,83 

 

GF: Bei GF Mäusen gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen Pre- und Post-

Ischämie (Abbildung 24 r). 

CONV-D: Bei CONV-D Mäusen gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen Pre- und 

Post-Ischämie (Abbildung 24 s). 

E. coli JP313: Bei E. coli JP313 monokolonisierten Mäusen gab es keinen signifikanten 

Unterschied zwischen Pre- und Post-Ischämie (Abbildung 24 t). 

Weder die Kolonisierung noch die Ischämie bewirkten einen Anstieg von Leukozyten-

Thrombozyten Interaktionen.  
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4.4. Einfluss auf die Rekrutierung und Adhäsion von Leukozyten und 

Thombozyten durch Defizienz der MYD88- und TRIF- Adaptermoleküle 

4.4.1. Regulierte Leukozytenadhäsion Post-Ischämie und verminderte 

Leukozytenkonjugatbildung bei Trif-/-  Mäusen 

 

 

Abbildung 25: Anzahl von Leukozyten in verschiedenen Stadien (rollend und adhärent) und 
Anzahl von Leukozytenkonjugaten bei den Mausgruppen MYD88-Adaptermolekül-defizient 
(Myd88-/-), TRIF-Adaptermolekül-defizient (Trif-/-) und Wildtyp (WT) vor und nach der 60-
minütigen Ischämie (n=8, Median, Min., Max.). a-e, Rollende Leukozyten bei den Mausgruppen 
Myd88-/-, Trif-/- und WT Pre-und Post-Ischämie. a + b, Auswirkung über TLR Adaptermoleküle 
MYD88 und TRIF auf rollende Leukozyten Pre- und Post-Ischämie. c-e, Einfluss der Ischämie 
auf rollende Leukozyten bei WT, Myd88-/- und Trif-/- Mäusen. f-j, Adhärente Leukozyten den 
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Mausgruppen Myd88-/-, Trif-/- und WT Pre-und Post-Ischämie. f + g, Auswirkung über TLR 
Adaptermoleküle MYD88 und TRIF auf adhärente Leukozyten Pre- und Post-Ischämie. h-j, 
Einfluss der Ischämie auf adhärente Leukozyten bei WT, Myd88-/- und Trif-/- Mäusen. k-o, 
Bildung von Leukozytenkonjugaten bei den Mausgruppen Myd88-/-, Trif-/- und WT Pre-und 
Post-Ischämie. k + l, Einfluss der MYD88 oder TRIF-Adaptermoleküle auf die Häufigkeit von 
Leukozytenkonjugaten Pre- und Post-Ischämie. m-o, Einfluss der Ischämie auf 
Leukozytenkonjugate bei den Mausgruppen Myd88-/-, Trif-/- und WT.  

  

Rollende Leukozyten 

Wirkung über die TLR Adaptermoleküle MYD88 und TRIF: 

Tabelle 43: Einfluss der MYD88- oder TRIF-Adaptermoleküle auf die Häufigkeit rollender 
Leukozyten Pre- und Post-Ischämie.   

Zunahme (-fach) Myd88-/- / WT Trif-/- / WT  

Pre-Ischämie 0,55  0,61 

Post-Ischämie 1,37  * p = 0,05 0,61    * p = 0,05 

 

Pre-Ischämie zeigte sich zwischen keine der Gruppen ein signifikanter Unterschied 

(Abbildung 25 a). Post-Ischämie war mit 943,4 (Min.763,6, Max.1029) rollenden 

Leukozyten/mm² bei WT Mäusen gegenüber 1079 (Min.514,5, Max.1408) rollenden 

Leukozyten/mm² bei Myd88-/- und 464,8 (Min.292,2, Max.943,4) rollenden Leukozyten/mm² 

bei Trif-/- Mäusen ein signifikanter Unterschied festzustellen (Abbildung 25 b).  

 

Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 44: Zunahme (-fach) von rollenden Leukozyten ausgelöst durch Ischämie bei Wildtyp 
(WT), MYD88-Adaptermolekül-defizienten (Myd88-/-) und TRIF-Adaptermolekül-defizienten 
(Trif-/-) Mäusen. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre von rollenden Leukozyten 

WT 1,27    * p = 0,021 

Myd88-/- 1,57    * p = 0,0476 

Trif-/- 1,27 

 

WT: Pre-Ischämie mit 675,9 (Min.351,4, Max.1026) rollenden Leukozyten/mm² und Post-

Ischämie mit 943,4 (Min.763,6 Max.1029) rollenden Leukozyten/mm² war ein signifikanter 
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Unterschied festzustellen (* p = 0,021)  (Abbildung 25 c). 

Myd88-/-: Pre-Ischämie mit 776,6 (Min.395,6, Max.1408) rollenden Leukozyten/mm² und 

Post-Ischämie mit 1163 (Min. 514,6 Max.3049) rollenden Leukozyten/mm² war ein 

signifikanter  Unterschied festzustellen (* p = 0,0476 ) (Abbildung 25 d). 

Trif-/-: Bei Trif-/- gab es keinen Unterschied zwischen Pre- und Post-Ischämie (Abbildung 25 

e). 

Das Fehlen des MYD88 Adapters führte zu einem Anstieg von rollenden Leukozyten 

Post-Ischämie im Vergleich zu den WT Mäusen. Das Fehlen des TRIF Adapters 

bewirkte eine reduzierte Anzahl von rollenden Leukozyten im Vergleich zu WT 

Mäusen. Die Ischämie sorgte bei WT und Myd88 defizienten Mäusen für eine erhöhte 

Anzahl an rollenden Leukozyten.  

 

Adhärente Leukozyten 

Wirkung über die TLR-Adaptermoleküle MYD88- und TRIF: 

Tabelle 45: Zunahme (-fach) von adhärenten Leukozyten durch Fehlen des MYD88 und TRIF-
Adapters Pre- und Post-Ischämie.  

Zunahme (-fach) Myd88-/- / WT Trif-/- / WT  

Pre-Ischämie 0,82 1,03 

Post-Ischämie 0,87 0,44 

 

Pre- und Post-Ischämie zeigte sich bei keiner der Gruppen ein signifikanter Unterschied 

(Abbildung 25 f + g).  
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Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 46: Zunahme (-fach) von adhärenten Leukozyten durch die Ischämie bei Wildtyp (WT), 
MYD88-Adaptermolekül-defizienten (Myd88-/-) und TRIF-Adaptermolekül-defizienten (Trif-/-) 
Mäusen.  

Zunahme (-fach) Post/Pre adhärente Leukozyten 

WT 1,95      

Myd88-/- 4,45    * p = 0,0399 

Trif-/- 1,76 

 

WT: Die 60-minütige Ischämie hatte kaum einen Einfluss auf Adhäsion von Leukozyten an 

das Endothel (Abbildung 25 h). 

Myd88-/-: Pre-Ischämie mit 0 (Min.0, Max.11.07) adhärente Leukozyten /mm² und Post-

Ischämie mit 35,97(Min.11,07, Max.121,7) adhärente Leukozyten/ mm² war ein signifikanter 

Unterschied zu erkennen (*p = 0,0399) (Abbildung 25 i). 

Trif-/-: Die 60-minütige Ischämie hatte keinen Einfluss auf Adhäsion von Leukozyten an das 

Endothel (Abbildung 25 j). 

Die Ischämie bewirkte bei Myd88-/- Mäusen eine erhöhte Anzahl von adhärenten 

Leukozyten. 

 

Leukozytenkonjugate 

Wirkung von MYD88 und TRIF-Defizienz: 

Tabelle 47: Zunahme (-fach) von Leukozytenkonjugaten durch Fehlen des MYD88- und TRIF-
Adapters Pre- und Post-Ischämie.  

Zunahme (-fach) Myd88-/- / WT Trif-/- / WT  

Pre Ischämie 0,50 0,18    * p = 0,0371 

Post Ischämie 1,26 0,54 

 

Pre-Ischämie zeigte sich im Vergleich aller drei Gruppen ein signifikanter Unterschied 

zwischen WT mit 58,38 (Min.0, Max.146,1) Leukozytenkonjugaten/mm² (* p = 0,0371) und 
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Trif-/- Mäusen mit 13,83 (Min.0, Max.44,27) Leukozytenkonjugaten/mm² (Abbildung 25 k). 

Post-Ischämie war ein signifikanter Unterschied zwischen Myd88-/- Mäusen mit 152,2 

(Min.105,1, Max.282,2) Leukozytenkonjugaten/mm² und Trif-/- Mäusen mit 77,47 

(Min.13,83, Max.122,8) Leukozytenkonjugaten/mm² festzustellen (** p = 0,0058) 

(Abbildung 25 l). 

Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 48: Zunahme von Leukozytenkonjugaten durch die Ischämie bei Wildtyp (WT), 
MYD88-Adaptermolekül-defizienten (Myd88-/-) und TRIF-Adaptermolekül-defizienten (Trif-/-) 
Mäusen.  

 Zunahme (-fach) Post/Pre von Leukozytenkonjugaten 

WT 2,07       * p = 0,0399 

Myd88-/- 5,22   *** p = 0,001 

Trif-/- 6,31     ** p = 0,0032 

 

WT: Pre-Ischämie mit 58,38 (Min.0, Max.146,1) Leukozytenkonjugaten/mm² und Post-

Ischämie mit 125,9 (Min. 33,2, Max.236,6) Leukozytenkonjugaten/mm² war ein signifikanter 

Unterschied vorhanden (* p = 0,0399) (Abbildung 25 m). 

Myd88-/-: Pre-Ischämie mit 8,57 (Min.0, Max.119) Leukozytenkonjugaten/mm² und Post-

Ischämie mit 152,2(Min. 105,1, Max.282,2) Leukozytenkonjugaten/mm² war ein signifikanter 

Unterschied festzustellen (*** p = 0,001) (Abbildung 25 n). 

Trif-/-: Pre-Ischämie mit 0 (Min.0, Max.44,27) Leukozytenkonjugaten/mm² und Post-Ischämie 

mit 77,47 (Min. 13,83, Max.122,8) Leukozytenkonjugaten/mm² war ein signifikanter 

Unterschied festzustellen (** p = 0,0032) (Abbildung 25 o). 

Die Anzahl von Leukozytenkonjugaten war bei Trif-defizienten Mäusen im Vergleich zu 

WT und Myd88-defizienten Mäusen verringert. Die Ischämie führte bei allen Gruppen 

zu einem Anstieg an Leukozytenkonjugaten.  
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4.4.2. Thrombozytenadhäsion, Thrombozytenaggregatbildung und Leukozyten-

Thrombozyten-Interaktionen Pre- und Post-Ischämie bei Myd88-defizienten , 

Trif-defizienten und Wildtyp Mäusen 
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Abbildung 26: Anzahl an verschiedenen Thrombozytenstadien (transient adhärente und 
adhärente), Thrombozytenaggregaten und Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen (LTI) in 
mesenterialen Venolen vor und nach der Induktion eines Mesenterialinfarktes durch 
Abklemmen der A. mesenterica superior für 60 Minuten (n=8, Median, Min., Max.) a-e, Anzahl 
an transient adhärenten Thrombozyten bei den Mausgruppen Myd88-/-, Trif-/- und WT Pre-und 
Post-Ischämie. a + b, Auswirkung der TLR-Adaptermoleküle MYD88 und TRIF auf die 
transient adhärente Thrombozytenzahl. c-e, Auswirkung der Ischämie auf die Anzahl an 
transient adhärenten Thrombozyten bei den Mausgruppen Myd88-/- und Trif-/- und WT. f-j, 
Anzahl an adhärenten Thrombozyten bei den Mausgruppen Myd88-/-, Trif-/- und WT Pre- und 
Post-Ischämie. f + g, Auswirkung der Adaptermoleküle MYD88 und TRIF auf die Anzahl der 
adhärenten Thrombozyten. h-j, Auswirkung der Ischämie auf die Anzahl der adhärenten 
Thrombozyten bei den Mausgruppen Myd88-/- und Trif-/-  und WT. k-o, Anzahl an 
Thrombozytenaggregaten bei den Mausgruppen Myd88-/- und Trif-/-  und WT Pre- und Post-
Ischämie. k+l, Auswirkung der MYD88 und TRIF-Adaptermoleküle auf die Bildung von 
Thrombozytenaggregaten Pre-und Post-Ischämie. m-o, Auswirkung der Ischämie auf die 
Bildung von Thrombozytenaggregaten. p-t, Anzahl an LTI bei Myd88-/-, Trif-/- und WT Mäusen. 
p + q, Auswirkung der Adaptermoleküle MYD88 und TRIF auf LTI Pre- und Post-Ischämie. r-
t, Auswirkung der Ischämie auf LTI bei Myd88-/-, Trif-/- und WT Mäusen. 

 

Transient adhärente Thrombozyten 

Wirkung von MYD- und TRIF-Defizienz: 

Tabelle 49: Zunahme (-fach) von transient adhärenten Thrombozyten durch Fehlen des 
MYD88- oder TRIF-Adaptermoleküls Pre- und post-Ischämie.  

Fold Increase Myd88-/- / WT Trif-/- / WT  

Pre-Ischämie 1,50 0,21 

Post-Ischämie 0,64 1,47 

 

Pre- und Post-Ischämie zeigte sich bei keinen der Gruppen ein signifikanter Unterschied 

(Abbildung 26 a + b).  
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Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 50: Zunahme (-fach) von transient adhärenten Thrombozyten ausgelöst durch die 
Ischämie bei Wildtyp (WT), MYD88-Adaptermolekül-defizienten (Myd88-/-) und TRIF-
Adaptermolekül-defizienten (Trif-/-) Mäusen. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre von transient adhärenten 

Thrombozyten 

WT 3,7 

Myd88-/- 1,59 

Trif-/- 2,55 

 

In keiner der drei Gruppen (WT, Myd88-/-, Trif-/-) war Pre- und Post-Ischämie bei transient 

adhärenten Thrombozyten ein Unterschied zu erkennen (Abbildung 26 c -e).  

Die Ischämie verursachte in allen Gruppen einen Anstieg von transient adhärenten 

Thrombozyten. 

 

Adhärente Thrombozyten 

Wirkung von MYD88- und TRIF-Defizienz: 

Tabelle 51: Zunahmen (-fach) von adhärenten Thrombozyten durch Fehlen der MYD88- und 
TRIF Adaptermoleküle Pre- und Post-Ischämie.  

Zunahme (-fach)  Myd88-/- / WT Trif-/- / WT  

Pre-Ischämie 0,64     * p = 0,044 1,14 

Post-Ischämie 0,59 1,60 

 

Pre-Ischämie war im Vergleich aller drei Gruppen ein signifikanter Unterschied (* p = 0,044) 

zwischen WT Mäusen mit 2,767 (Min.0, Max.5,53) adhärenten Thrombozyten/mm² und 

Myd88-/- Mäusen mit 0 (Min.0, Max.0) zu beobachten (Abbildung 26 f). Post-Ischämie zeigte 

sich kein Unterschied zwischen den Gruppen. Die Adhäsion der Thrombozyten bei Myd88-/- 

Mäusen im Vergleich zu WT B6 und Trif-/- Mäusen war dennoch deutlich verringert 

(Abbildung 26 g).  
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Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 52: Zunahme (-fach) von adhärenten Thrombozyten ausgelöst durch die Ischämie bei 
Wildtyp (WT), MYD88-Adaptermolekül-defizienten (Myd88-/-) und TRIF-Adaptermolekül-
defizienten (Trif-/-) Mäusen. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre von adhärenten Thrombozyten 

WT 5,2 

Myd88-/- 4,85 

Trif-/- 7,3      * p = 0,101 

 

WT: Die 60-minütige Ischämie hatte kaum Einfluss auf die Adhäsion von Leukozyten an das 

Endothel (Abbildung 26 h). 

Myd88-/-: Die 60-minütige Ischämie hatte keinen Einfluss auf die Adhäsion von Leukozyten 

an das Endothel (Abbildung 26 i). 

Trif-/-: Pre-Ischämie mit 0 (Min.0, Max.2,76) adhärenten Thrombozyten/mm² und Post-

Ischämie mit 12,45(Min.0, Max.27,67) adhärenten Thrombozyten/mm² war ein signifikanter 

Unterschied vorhanden (*p = 0,0101) (Abbildung 26 j). 

Die Anzahl von adhärenten Thrombozyten war bei Myd88-/- Mäusen im Vergleich zu 

Trif-/- und WT Mäusen reduziert. Die Ischämie sorgte nur bei Trif-/- Mäusen für einen 

signifikanten Anstieg von adhärenten Thrombozyten.  

 

Thrombozytenaggregate: 

Wirkung von MYD88 und TRIF-Defizienz: 

Tabelle 53: Zunahmen (-fach) von Thrombozytenaggregaten durch Fehlen der MYD88- und 
TRIF-Adaptermoleküle Pre- und Post-Ischämie.   

Zunahme (-fach)  Myd88-/- / WT Trif-/- / WT  

Pre-Ischämie 0 1,55 

Post-Ischämie 0,025 0,43 

 

Pre- und Post-Ischämie zeigte sich kein Unterschied (Abbildung 26 k + l). 
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Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 54: Zunahme (-fach) von Thrombozytenaggregaten ausgelöst durch die Ischämie bei 
Wildtyp (WT), MYD88-Adaptermolekül-defizienten (Myd88-/-) und TRIF-Adaptermolekül-
defizienten (Trif-/-) Mäusen. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre von Thrombozytenaggregaten 

WT 51,71 

Myd88-/- 1,30 

Trif-/- 14,45 

 

Die Anzahl der Thrombozytenaggregate war nicht signifikant unterschiedlich. Es zeigte sich 

aber eine Tendenz zu einer geringeren Anzahl an Thrombozytenaggregaten in Myd88-/- 

Mäusen im Vergleich zu  WT und Trif-/- Mäusen (Abbildung 26 m - o). 

Die Ischämie verursachte nur bei WT Mäusen einen Anstieg in der Anzahl von 

Thrombozytenaggregaten, bei Myd88-/- und Trif-/- Mäusen war kaum ein Anstieg in der 

Anzahl von Thrombozytenaggregaten zu beobachten. 

 

Leukozyten-Thrombozyten Interaktion: 

Wirkung von MYD88- und TRIF-Defizienz:  

Tabelle 55: Zunahmen (-fach) an Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen  durch Fehlen der 
MYD88- und TRIF-Adaptermoleküle Pre- und Post-Ischämie.    

Zunahme (-fach) Myd88-/- / WT Trif-/- / WT  

Pre-Ischämie 0,08 0,37 

Post-Ischämie 0,10 0,27 

 

Es zeigte sich, dass die 60-minütige Ischämie in allen Gruppen (WT, Myd88-/-, Trif-/-) keine 

signifikante Auswirkung auf die Anzahl der Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen hatte 

(Abbildung 26 p + q). 
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Wirkung der Ischämie: 

Tabelle 56: Zunahme (-fach) an Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen ausgelöst durch die 
Ischämie bei Wildtyp (WT), MYD88-Adaptermolekül-defizienten (Myd88-/-) und TRIF-
Adaptermolekül-defizienten (Trif-/-) Mäusen. 

 Zunahme (-fach) Post/Pre von Leukozyten-Thrombozyten 

Interaktionen (LTI) 

WT 7,64 

Myd88-/- 9,19 

Trif-/- 5,6 

 

Es war eine deutliche Tendenz an reduzierten Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen bei 

Myd88-/- Mäusen im Vergleich zu WT und Trif-/- Mäusen vorhanden (Abbildung 26 r - t).  

Bei den drei Gruppen im Vergleich gab es Pre- und Post-Ischämie keinen Unterschied. 

Die Ischämie führte nur bei der WT Gruppe zu einem Anstieg in der Anzahl von 

Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen. 
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5. Analyse von Rezeptormolekülen auf Thrombozyten und 

Leukozyten mittels Durchflusszytometrie 

5.1. Die Besiedlung mit einer intakten Mikrobiota führte zu einer erhöhten 

GPIIbIIIa Aktivierung auf Thrombozyten von CONV-R Mäusen nach ADP-

Stimulierung 

 

Abbildung 27: Die Durchflusszytometrieanalysen von Thrombozyten keimfreier (GF) und 
konventionell aufgewachsener (CONV-R) Mäuse (n=8, Mittelwert mit SEM), a – c, Aktivierung 
des GPIIbIIa Rezeptors auf Thrombozyten mittels der Agonisten ADP, Thrombin und 
Convulxin. a, die GPIIbIIIa Aktivierung mit 2 und 5 µM ADP war bei CONV-R erhöht. b, eine 
Aktivierung mit Thrombin bewirkte keinen Unterschied in der GPIIbIIIa Aktivierung. c,  Eine 
Aktvierung von GPIIbIIIa mit dem Agens Convulxin bewirkte keinen Unterschied in der 
Aktivierung des Thrombozyten Rezeptors. 

 

Der Rezeptor GPIIbIIIa auf Thrombozyten bindet Fibrinogen und von Willebrand Faktor und 

ist für die weitere Aktivierung von Thrombozyten verantwortlich. Die Aktivierung von 

GPIIbIIIa wurde mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Als Agonisten für die 

Aktivierung dieses Thrombozytenintegrins wurden ADP, Thrombin und Convulxin 

verwendet. Ohne eine Stimulierung der Thrombozyten wurde kein Unterschied in der 

Aktivität des Fibrinogenrezeptors beobachtet. Die Stimulierung von Thrombozyten der GF 

und CONV-R Mäuse mit 2µM ADP führte zu einer signifikant (p < 0,05) vermehrten linearen 

Aktivierung bei CONV-R Thrombozyten. Eine Konzentration von 5µM ADP verstärkte den 

signifikanten Unterschied bei der GPIIbIIIa-Aktivierung zwischen GF und CONV-R Mäusen 

auf p < 0,01 (Abbildung 27 a) im Gegensatz zu ADP die die Aktivierung des 

Thrombozytenrezeptors GPIIbIIIa durch Thrombin und Convulxin zu keinem Unterschied in 

der Anzahl funktionell aktiver Rezeptormoleküle (Abbildung 28 b+c). 
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5.2. Die Anwesenheit von Mikrobiota bewirkte eine erhöhte Exponierung des 

Aktivierungsmarkers P-Selektin auf Thrombozyten von CONV-R Mäusen 

nach Stimulation mit ADP und Thrombin 

 

Abbildung 28: Thrombozyten von keimfeien (GF) und konventionell aufgewachsenen (CONV-
R) Mäusen wurden mit ADP, Thrombin und Convulxin stimuliert (n=6-8, Mittelwert mit SEM). 
Gemessen wurde die lineare Aktivitätseinheit (lin AU) mittels Emissionsmessung des mit FITC-
Anitkörpern-markierten P-Selektin (α P-Sel FITC) auf Thrombozyten. a, Stimulierung mit dem 
schwachen Agonisten ADP führte zu einer erhöhten Exponierung von P-Selektin bei CONV-R 
Thrombozyten. b, Stimulierung mit Thrombin führte zu einer erhöhten Exponierung von P-
Selektin bei CONV-R Thrombozyten ab einer Konzentration von 0,1 [U/ml] Thrombin. c, durch 
die Stimulierung mit Convulxin kam es nicht zu einer unterschiedlichen Exponierungvon P-
Selektin bei GF und CONV-R Thrombozyten. 

 

Ohne Stimulierung mit ADP, Thrombin oder Convulxin zeigten die P-Selektin Rezeptoren 

auf Thrombozyten von GF und CONV-R Mäusen eine gleiche Oberflächenexpression von 

Aktivierungsmarkern. Wurden die Thrombozyten mit einer Konzentration von 2µM ADP 

stimuliert, war der Aktivierungsmarker P-Selektin auf den Thrombozyten von CONV-R 

Mäusen gegenüber GF Mäusen signifikant (p < 0,05) erhöht. Mit einer höheren ADP 

Konzentration von 5µM stieg die Signifikanz (p < 0,01) an (Abbildung 28 a). Eine 

Stimulation mit dem starken Aktivator Thrombin  in den Konzentrationen 0,1 und 0,4 U/ml 

führte zu einem signifikanten Anstieg (*p < 0,05 bei 0,1 U/ml, **p < 0,01 bei 0,4 U/ml) des 

Aktivierungsmarkers P-Selektin bei CONV-R Mäusen (Abbildung 28 b). Das Agens 

Convulxin führte auch zu einem Anstieg an P-Selektin in GF und CONV-R Mäusen. Es gab 

jedoch keine Unterschiede (Abbildung 28 c).  
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5.3. Die Besiedlung mit einer kommensalen Mikrobiota führt zu einer erhöhten 

Expression von PSGL-1 auf Neutrophilen und Monozyten 

 

Abbildung 29: MFI (Mittlere Fluoreszenzintensität) Messung von PSGL-1 auf Neutrophilen und 
Monozyten bei keimfreien (GF) und konventionell aufgewachsenen (CONV-R) Mäusen. a, 
erhöhte MFI von PSGL-1 bei Neutrophilen von CONV-R Mäusen. b, erhöhte MFI von PSGL-1 
bei Monozyten von CONV-R Mäusen (n=6-8, Mittelwert mit SEM).  

 

PSGL-1 (P-Selektin Glykoprotein Ligand-1) ist der wichtigste Bindungspartner für P-Selektin 

auf Leukozyten. PSGL-1 ist unter anderem für das Rollen auf dem Endothel und die 

Immigration der Leukozyten von der Zirkulation in das Gewebe verantwortlich. Hier wurde 

die Mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) von PSGL-1 bei Neutrophilen und Monozyten von 

GF und CONV-R Mäusen gemessen. Sowohl auf Neutrophilen als auch auf Monozyten war 

die MFI von PSGL-1 bei CONV-R Mäusen signifikant erhöht (Abbildung 29 a + b). 
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V. DISKUSSION 

1. Wahl der Mauslinien 

Vorteilhaft an der Maus als Versuchstier ist die kostengünstige Aufzucht und Haltung, die 

große Anzahl an Nachkommen, die schnelle Reproduktionszeit  und auch die relativ einfache 

Manipulationsmöglichkeit des Mäusegenoms. All diese Faktoren spielen auch eine große 

Rolle in der Wahl der Maus zur Generierung und Erhaltung des keimfreien Status 

(Rederivatisierung), da die Haltung keimfreier Tiere viel Platz und hohe Kosten beinhaltet. 

Die in dieser Arbeit gewählten in vivo Modelle mit einem Intravitalmikroskop sind im 

Mausmodell etabliert und gut standardisiert durchführbar. Der C57BL/6J Inzucht Mausstamm 

ist der in der Wissenschaft am häufigsten verwendete Mausstamm (282) und wird als 

genetischer Hintergrund zahlreicher genetisch veränderter (transgener) Mauslinien verwendet. 

Die in dieser Arbeit verwendeten transgenen Mäuse basieren ebenfalls auf dem genetischen 

Hintergrund des C57BL/6J Stammes (77, 80, 283). Aus der keimfreien Kolonie von Prof. 

Fredrik Bäckhed (Wallenberg Laboratorium, Universität Göteborg) besitzt die Juniorgruppe 

von Dr. Christoph Reinhardt (Centrum für Thrombose und Hämostase, Universitätsmedizin 

Mainz) den C57BL/6J Mausstamm im keimfreien Status. Mit Hilfe des keimfreien C57BL/6J 

Mausstamms wurde in dieser Arbeit die Einwirkung einer autochthonen Mikrobiota auf die 

Thrombusbildung in der A. carotis communis untersucht. Dadurch konnte nicht nur der 

Einfluss der physiologischen Mikrobiota auf Thrombusbildung und die Rekrutierung von 

Leukozyten und Thrombozyten untersucht werden, sondern auch, wie sich eine 14-tägige 

Kolonisierung von ehemals keimfreien Mäusen mit einer Mikrobiota aus dem Zäkum einer 

CONV-R Maus und eine Monokoloniserung mit dem Wildtyp γ-Proteobakterium Escherichia 

coli JP313 auswirkt. Des Weiteren wurde die Expression von Molekülen, die für die 

Thrombusbildung relevant sind, in den Carotiden von GF und CONV-R Mäusen quantitativ 

mittels qRT-PCR bestimmt. Die transgenen Mauslinien Myd88-/- und Trif-/- (77) wurden 

verwendet, da mit ihnen die Rolle der angeborenen und erworbenen Immunantwort während 

der Rekrutierung von Leukozyten und Thrombozyten nach einer Ischämie-

Reperfusionsverletzung an den mesenterialen Gefäßen genauer untersucht werden konnte.  

2. Diskussion der in vivo Tiermodelle 

Fast alle Komponenten der Gerinnungskaskade und der anschließenden Fibrinolyse wurden 

bei Mäusen entweder durch gentechnische Methoden ausgeschaltet (Knock-out) oder 
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überexprimiert (284, 285). Die geringe Größe von Mäusen ermöglicht es, durch in vivo 

Studien mit einem Intravitalmikroskop Zusammenhänge zu visualisieren, die sonst nicht 

erkundet werden können. Alle Thrombosemodelle haben Limitationen. Die meisten 

experimentellen Modelle der Thrombusinduktion finden an gesunden Gefäßen statt. Die 

pathologische Thrombose im Menschen, beispielsweise beim Herzinfarkt, tritt an einem 

erkrankten Gefäß auf. Trotz dieser Limitationen sind Mäuse die erste Wahl für das Studium 

der Thromboseentstehung, Prävention und der Behandlung von Thrombosen, denn bei 

Mäusen lässt sich das Genom leichter und schneller manipulieren als bei großen Tieren. 

Histologische Analysen zeigen, dass Thromben, die in der Maus generiert wurden, den 

Thromben von Menschen strukturell sehr ähnlich und kaum zu unterscheiden sind (286). 

Weiterhin konnten Studien mit Antikoagulantien in Mausthrombosemodellen zeigen, dass 

diese auch eine Thrombose bei Mäusen verhindern. Das zeigt, dass die Mechanismen der 

Thrombusbildung bei Mäusen ähnlich wie im Menschen ablaufen (285). Verschiedene 

Modelle der Thrombusbildung, basierend auf der Virchow‘schen Trias, wurden vor allem im 

arteriellen Gefäßsystem im Mausmodell etabliert. In dieser Arbeit wurde zur 

intravitalmikroskopischen Untersuchung der Thrombusbildung das Eisen-III-chlorid-

Verletzungsmodell gewählt.  

2.1. Blutungszeitmodell  

Obwohl es in den Modellprotokollen große Unterschiede in der Ausführung gibt, ist das 

Blutungszeitmodell per Schwanzspitzenamputation ein weitverbreitetes und einfach 

anzuwendendes in vivo Modell, um die hämostatische Funktion bei Mäusen zu messen. In 

dieser Arbeit beginnt die Blutungszeit mit der Amputation der Schwanzspitze und endet mit 

dem Versiegen der Blutung. Die Schwanzspitze wird in körperwarme PBS-Lösung gehalten 

um den Blutungsverlauf genauer verfolgen zu können. Bei anderen Methoden wird das Blut 

mit einem Filterpapier von der Schwanzspitze abgetupft, um so die Beendigung der Blutung 

nachvollziehen zu können. Durch die ständige Manipulation der Wunde mit dem Filterpapier 

werden Wundverschluss und damit auch die Blutstillung verlängert. Da die Mäuse nur durch 

eine Fixierung im Maus-Restrainer ruhig gehalten werden und immer noch mit dem Schwanz 

schlagen können, ist eine ruhige Messung meist nur bedingt möglich und kann die Ergebnisse 

beeinflussen. Der Einsatz von Anästhetika führt zu einer Herabsenkung des Blutdrucks und 

wirkt sich so auf die Blutungszeit aus (287). Trotz der genannten Limitationen dieses Modells 

gibt es wichtige Informationen über die hämostatische Funktion in dem jeweiligen 

Mausmodell.  
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2.2. Arterielles Thrombosemodell – FeCl3 – induzierte Thrombose 

Das Eisen-III-chlorid Modell ist eine gut etablierte Technik, um eine schnelle und 

standardisierte Thrombusbildung an den jeweiligen exponierten und behandelten Gefäßen zu 

erreichen. Mit diesem Modell lässt sich die Pathophysiologie der Thrombusbildung 

erforschen (123). Obwohl die ersten Studien mit Eisen-III-chlorid vermuteten, dass durch die 

Applikation das Endothel verletzt  und subendotheliale Strukturen wie Kollagen und Laminin 

freigelegt werden (126, 288, 289) und dadurch eine Thrombusbildung induziert wird, gibt es 

neuere Überlegungen wie es zu dieser schnellen Thrombusbildung kommt. Die ersten Zellen, 

die in dem Bereich der FeCl3 Applikation ans Endothel anheften, sind mit Erythrozyten, die 

sich dann fest über z.B. das Adhäsionsmolekül VCAM-1 auf  dem Endothel verankern (290). 

Durch den Blutstrom werden diese Erythrozyten in die Länge gezogen und reißt ab. Das 

überbleibende Erythrozytenfragment bleibt fest an dem Endothel verankert. An diese 

Fragmente binden schnell einzelne oder schon in Gruppen geschlossene Thrombozyten (279). 

Diese locken dann weitere Thrombozyten an und es kommt zu einer sehr schnellen 

Thrombusbildung (127). Die Dauer der Thrombusbildung hängt unter anderem auch von der 

Konzentration der FeCl3-Lösung ab. Mit einer Konzentration von 10% kommt es spätestens 

nach 10 Minuten zu einem okklusiven Thrombus (126, 291). Es werden zwar Endothelzellen 

freigelegt, weiter innen liegende Schichten, wie die direkt darunter liegende interne elastische 

Lamina (IEL), Tunica intima und media werden aber nicht verletzt. Die IEL ist jedoch 

fenestriert und so könnten adhäsive Proteine der Tunica media mit den Thrombozyten und 

anderen Gerinnungsfaktoren in Kontakt treten (123, 127, 292). Die Thromben die sich in 

Mäusen mit dieser Methode bilden sind reich an Thrombozyten und zeigen unter dem 

Mikroskop eine Ähnlichkeit mit arteriellen Thromben des Menschen (124). Die 

Thrombusinduktion mittels FeCl3 ist eine grobe Art der Thrombusinduktion und kann nicht 

die pathophysiologischen Prozesse einer realen Thrombusbildung wiedergeben. Außerdem ist 

es möglich, dass das FeCl3 Modell Proteine in der Gefäßwand denaturiert und somit deren 

Rolle im Geschehen einer Thrombose nicht mehr studiert werden kann (291). Obwohl das 

Eisen-III-chlorid Modell mit Vorsicht angewendet werden sollte, ist es ein sehr nützliches 

Modell um die Beteiligung von im Blut gelösten Agonisten und Plasmaproteinen beim 

Thrombuswachstum festzustellen und zu erforschen (123). Das Modell eignet sich zur 

Ermittlung der Gefäßverschlusszeit (293, 294), das heißt der Zeit, die zwischen Anlegen des 

mit 10%iger FeCl3-Lösung getränkten Filterpapiers und dem vollständigen Verschluss des 

Gefäßes verstreicht. Die unterschiedlichen Gefäßverschlusszeiten varrieren von 5 bis 30 

Minuten und sind ebenfalls abhängig vom Mausstamm (293-296), dem Mausalter, der FeCl3-
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Konzentration, der Anästhesie der Maus, der chirurgischen Technik, der Messung der 

Gefäßverschlusszeit und weiteren Umweltfaktoren (296, 297). Der hohe Blutdruck sorgt bei 

der Wiederröffnung des Gefäßes (Rekanalisation) dafür, dass der Thrombus schnell mit dem 

Blutstrom weiter transportiert wird und nicht an Ort und Stelle isoliert werden kann, wie dies 

zum Beispiel im venösen Thrombosemodell an der Vena cava inferior möglich ist (146, 298). 

Durch die schnelle Rekanalisation ist es auch nicht möglich die Anzahl und Größe der 

Thromben durch Visualisierung an der Arteria carotis communis mittels Intravital-

mikroskopie zu bestimmen. Um den Thrombus weiter zu analysieren müsste er weiter distal 

im arteriellen Gefäßsystem entnommen werden (299). Die ungleichmäßige Embolisierung der 

Thromben würde in diesem Modell auch keine zuverlässige, standardisierbare Analyse des 

Thrombus zulassen. Die Gefäßverschlusszeit als Endpunkt dieser Untersuchung ist nur eine 

grobe Analyse der Thrombusbildung und kann nicht die abgestimmten Details der Thrombus-

generierung wiedergeben (300). In dieser Arbeit hatte die Analyse der Gefäßverschlusszeit 

Priorität und der Thrombus wurde nicht weiter analysiert. 

2.3. Ischämie-Reperfusionverletzungsmodell 

Eine an die Ischämie anschließende Reperfusion kann obwohl sie notwendig ist um Sauerstoff 

und Nährstoffe wieder zu den Zellen zu befördern, folgend einen größeren Schaden in den 

betroffenen Zellen anrichten als die vorrausgegangene Ischämie. Man spricht von einem 

Reperfusionsschaden. Durch den Influx von Sauerstoff kommt es auch zur Bildung von 

Sauerstoffradikalen, die weiter ab von ursprunglich geschädigtem Gewebe weiter Zellen 

schaden können (149). Außerdem wird durch die Reperfusion inflammatorische und pro 

thrombogene Kaskaden in Gang gesetzt (149). Eine Intervention während der myokardialen 

Reperfusion kann die Infarktgröße um 50% reduzieren (301). Somit kann der Reperfusions-

schaden einen weitaus wichtigeren Faktor für den Ausgang einer Ischämie-

Reperfusionsverletzung als die Ischämie selber. Für die Untersuchung des mesenterialen I/R-

Schadens wurde in diesem Mausmodell eine 60-minütige Ischämie, verursacht durch 

Abklemmen der Arteria mesenterice superior (SMA), gewählt. Das Modell wurde gewählt 

um die Mechanismen nach einem Infarkt der mesenterialen Arterie und anschließenden 

Reperfusion besser zu verstehen (143, 302). Eine Ischämie des Mesenteriums ist eine 

pathologische Komplikation chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen (142, 303). 

Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen stehen in engem Zusammenhang mit einer 

Dysbiose der Darmflora (304) und einer inadäquaten Aktivierung des Immunsystems der 

Darmmukosa (305). Ein in vivo Mausmodell der Mikrozirkulation des Darmes an keimfreien 

Mäusen ist daher ein ausgezeichnetes Instrument, um das Verhalten von Entzündungszellen 
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im keimfreien und mit Bakterien besiedelten Milieu im intakten und durch Ischämie-

Reperfusion geschädigten Darm vergleichend zu analysieren. 60 Minuten ohne eine 

Sauerstoff- oder Nährstoffversorgung führt bei Mäusen schon zu einer erhöhten Ansammlung 

von Fibrinogen (145) und zur Adhäsion von Leukozyten und Thrombozyten an das Endothel, 

unmittelbar nach Eintritt der Reperfusion der mikrovaskulären Strombahn des Darmes (42, 

306). Es handelt sich bei diesem Modell um ein sogenanntes „Akut-Modell“. Das bedeutet, 

dass die intravitalmikroskopischen Untersuchungen der Mikrozirkulation des Darmes nur 

über einen sehr kurzen Zeitraum und in Narkose durchgeführt werden. Akut-Modelle sind 

bekanntermaßen mit Nachteilen, bedingt durch die erforderliche Anästhesie und chirurgische 

Manipulation, behaftet (307). Um das Verhalten von Entzündungszellen in der 

mikrovaskuläre Strombahn des Darmes zu untersuchen, ist eine chirurgische Präparation des 

Darmes bei diesem Modell unumgänglich. Trotzdem stellt dieses Modell ein 

pathophysiologisch relevantes Szenario dar und ist für den Zweck dieser Arbeit sehr gut 

geeignet. Vorhergehende Studien zeigen, dass Adhäsionsrezeptoren für Leukozyten in der 

Darmmukosa bei keimfreien Mäusen im Vergleich zu konventionell aufgezogenen Mäusen 

verringert sind (22). Da es sich dabei aber um Adhäsionsrezeptoren für die Rekrutierung von 

Leukozyten in der Darmmukosa handelt, soll mit dieser Arbeit gezeigt werden, wie sich die 

Mikroflora auf die Rekrutierung von Leukozyten und Thrombozyten im Gefäßsystem des 

Darmes auswirkt. Im Zusammenhang  mit keimfreien (GF), kolonisierten (CONV-D), 

konventionellen (CONV-R) und monokolonisierten (E. coli) Mäusen stellt dieses 

Ischämiemodell eine Bereicherung für Studien zur Leukozyten- und 

Thrombozytenrekrutierung dar. Hier wird zum ersten Mal der Umweltfaktor 

„Darmmikrobiom“ in Relation zum angeborenen Immunsystem im Mesenterialinfarktmodell 

untersucht. Welche Rolle das angeborene Immunsystem bei der Rekrutierung von 

Entzündungszellen in der Mikrozirkulation und potentiell auch bei chronisch-entzündliche 

Darmkrankheiten hat, wird mit dem Einsatz von Myd88-/- und Trif-/- Mäusen in dieser Arbeit 

erforscht. Da bei keimfreien Mäusen keine Stimulierung von TLRs mit 

Bakterienbestandteilen stattfindet, wereden TLR-abhängige Signalwege und deren 

Adaptermoleküle MYD88 und TRIF unterdrückt (308). Daher ist es sinnvoll den Einfluss 

dieser TLR-Adaptermoleküle mit gendefizienten Modellen auf die Adhäsion von 

Thrombozyten und Leukozyten zu untersuchen. 
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3. Keimfreies Mausmodell 

In dieser Arbeit werden keimfreie Mäuse zur Untersuchung von Thrombusbildung und 

Rekrutierung von Entzündungszellen verwendet. Keimfreie Mäuse besitzen keine 

autochthone Mikrobiota und leben in einer sterilen Umgebung (240, 309-311). Seit Anfang 

des 20. Jahrhunderts werden Tiere keimfrei aufgezogen und in Isolatoren gehalten (267, 312). 

Schon von Anfang an war klar, dass der keimfreie Status der Tiere nur so gut ist wie die 

analytischen Methoden um auf Keimfreiheit zu prüfen (309). Bis heute hat sich wenig an 

diesen Methoden geändert. Seit mehr als 70 Jahren werden zur Überprüfung der Keimfreiheit 

Bakterienkulturen und gram-gefärbte Kotproben genutzt (313-315). Zusätzlich werden heute 

molekularbiologische Methoden wie die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eingesetzt, da mit 

universellen Primers kleinste Mengen bakterieller ribosomaler 16S DNS nachgewiesen 

werden können (267, 316). Die keimfreie Maushaltung der Arbeitsgruppe von Dr. Christoph 

Reinhardt wird alle 14 Tage mittels Bakterienkulturen und der PCR Methode auf ihre 

Keimfreiheit überprüft. Dafür werden Wischproben aus dem Isolatorinneren und Kotproben 

der Mäuse steril entnommen und getestet. Bakterienkulturen sind die sensitivste Methode um 

auf Anwesenheit von Bakterien und Pilzen im Isolatorinneren zu testen. Die Anzüchtung von 

Bakterien in Nährmedien ist umstritten, da viele der Darmbakterien nur sehr schwer (wenn 

überhaupt) mit konventionellen Kulturmethoden angezüchtet werden können (267). Eine 

Kontamination eines Isolators mit Bakterien kann aber direkt in einer Bakterienkultur 

nachgewiesen werden, da die Bakterien, die den Isolator zuerst kontaminieren 

höchstwahrscheinlich auch schnell in Bakterienkulturen wachsen können (267). Die r16S 

PCR-Methode, mit der eventuell vorhandene bakterielle DNS mit vielen Replikationszyklen 

amplifiziert und dann durch Gelektrophorese als bakterielle r16S DNS sichtbar gemacht wird, 

hat eine hohe Spezifität, ist aber nicht so sensitiv wie die Anzucht von Bakterien in 

Nährmedien. Nichtsdestotrotz ist nicht genau geklärt ob jede Kontaminierung entdeckt 

werden kann oder ob es zu falsch-positiven Ergebnissen durch z.B. tote Bakterien kommt 

(314, 315). Alle hier verwendeten keimfreien Mäuse und Isolatoren werden alle 14 Tage mit 

drei Nährkulturmethoden (Brain-Heart-Broth, LB Medium und Sabouraud Medium) und der 

r16S PCR-Methode auf ihre Keimfreiheit überprüft.  

 



V. Diskussion        117 

 

4. Einfluss der Mikrobiota  

4.1. Die Kolonisierung des Darmes beeinflusst die Blutungsneigumg 

Diese Arbeit beschäftigt sich mit der grundlegenden Fragestellung ob die Besiedlung des 

Darmes mit einer Mikrobiota, die eine wichtige Ursache für metabolische Entzündung („low 

grade inflammation“) ist (317), einen Einfluss auf die Entstehung von arteriellen Thrombosen 

und Ischämie-bedingter mikrovaskulärer Thrombozyten- und Leukozytenadhäsion hat. Die 

Analyse der Blutwerte der jeweiligen Mausgruppen (GF, CONV-R, CONV-D) gab keinerlei 

Hinweise auf eine relative Thrombozytose oder Leukozytose, die Rückschlüsse auf eine 

beschleunigte Thrombusbildung geben könnte. Bestimmungen der Vitamin K-Plasmaspiegel 

keimfreier Mäuse wiesen nicht auf einen Vitamin K Mangel hin (Tabelle 14). Uchida (318) 

zeigte 1985, dass ein Vitamin K Mangel, herbeigeführt durch eine Vitamin K-arme Diät und 

nicht das Fehlen einer Darmmikrobiota bei keimfreien Tieren zu verlängerten Blutungszeiten 

führt. Die keimfreien und auch konventionell-aufgezogenen Mäuse in dieser Studie 

bekommen ein standardisiertes mit Vitamin K angereichertes Futter, da sonst durch den 

Autoklavierprozess zu viele Vitamine zersetzt werden. Dadurch wurde ein Vitamin K 

Mangel, der zu einer veränderten Thrombusbildung führen könnte, in dieser Studie 

ausgeschlossen. Mit einem einfachen Modell der Blutungszeit nach Schwanzspitzenresektion 

wurde gezeigt, wie sich die primäre Hämostase bei den verschiedenen Mausgruppen verhält. 

Die Blutungszeit ist bei GF Mäusen im Vergleich zu CONV-R signifikant verlängert 

(Abbildung 17). Bei ehemals keimfreien, kolonisierten Mäusen dauerte die Blutungszeit 

länger an als bei CONV-R Mäusen, was darauf schließen lässt, dass eine Kolonisierung über 

14 Tage mit einer komplexen Mikrobiota nicht ausreicht, um die Blutungszeit auf die 

Blutungszeit von CONV-R Mäusen zu reduzieren. Die verlängerte Blutungsneigung bei 

keimfreien Mäusen kann durch viele Faktoren beeinflusst sein. Diese können unter anderem 

eine geringere Konzentration an prothrombotischen, Mikrobiota-abhängigen 

Gerinnungsfaktoren oder Adhäsionsmolekülen auf Thrombozyten oder dem Endothel sein.  

4.1.1. Einfluss der angeborenen Immunität auf die Blutungszeit 

Zusätzlich zu den keimfreien und konventionell aufgewachsenen Mäusen werden transgene 

Mäuse untersucht, die durch das Fehlen der Rezeptor-Adaptermoleküle MYD88 und TRIF 

Aufschluss über die Beteiligung des angeborenen Immunsystems an der Thrombusbildung 

geben. Mit keimfreien und Myd88-/-Mäusen wurde gezeigt, dass durch die geringere 

Herstellung an Vorläuferzellen von Neutrophilen im Knochenmark (319) und auch eine 

reduzierte Aktivität dieser Zellen in der Zirkulation (320) die angeborene Immunantwort im 
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keimfreien Mausmodell schwächer ausgeprägt ist. Da Bakterien im Darm einen Einfluss auf 

das Immunsystem und die Immunantwort haben (22, 155, 263), sind Untersuchungen mit 

diesen Mäusen erforderlich um die Mechanismen des Einflusses der Bakterien genauer zu 

bestimmen. Auch die Blutwerte von Myd88-/- und Trif-/-Mäusen zeigen keine Auffälligkeiten 

(Tabelle 14). Die Blutungszeiten von Myd88-/- und Trif-/-Mäusen waren im Vergleich zu den 

CONV-R Mäusen unverändert (Abbildung 17). Das Fehlen dieser Adaptermoleküle wirkte 

sich nicht auf die primäre Hämostase aus.  

4.2. Die Kolonisierung des Darmes beeinflusst die arterielle Thrombusbildung 

Da die Bestimmung der Blutungszeiten keinen genauen Rückschluss auf die tatsächliche 

Thrombusbildung gibt, wurde in dieser Arbeit ein arterielles in vivo Thrombosemodell mit 

10%iger FeCl3 verwendet. In Kombination mit einem Intravitalmikroskop konnte so die 

Entstehung eines okklusiven Thrombus in Echtzeit und in vivo verfolgt werden. Die Versuche 

mit dem arteriellen Thrombosemodell zeigten, dass die Gefäßverschlusszeit bei CONV-R und 

CONV-D Mäusen signifikant kürzer war als bei GF Mäusen (Abbildung 19). Eine 

Kolonisierung mit Bakterien über 14 Tage und von Geburt an beschleunigte eine 

experimentell herbeigeführte Thrombusbildung und somit den kompletten Verschluss der 

Arteria carotis communis. Wie genau der Einfluss der Mikrobiota sich auf eine schnellere 

Thrombusbildung auswirkt, ist bisher ungeklärt. Ob dieser Unterschied von Mikrobiota-

abhängigen Gerinnungsfaktoren oder durch die Regulation der Expression von 

Adhäsionsmolekülen in der Arteria carotis communis entsteht, ist unklar. Die 

Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und VCAM-1 am Endothel sind unter anderem für eine initiale 

Entzündungsantwort durch die Bindung von Leukozyten an das Endothel und die Enstehung 

von Atherosklerose und arteriellen Thrombosen ursächlich (321, 322). Komatsu et al. (221) 

zeigten mit dem Einsatz von radioaktiv markierten Antikörpern gegen ICAM-1, dass ICAM-1 

im Endothel von Ileum, Leber und Haut bei keimfreien Mäusen verringert ist. Für eine 

Thrombusbildung sind nicht nur Adhäsionsmoleküle am Endothel verantwortlich sondern 

auch das Glykoprotein von Willebrand Faktor, das nach Aktivierung von Thrombozyten und 

Endothelzellen ausgeschüttet wird, um Thrombozyten an das Endothel oder freigelegtes 

Bindegewebe zu binden (323). Hohe Konzentrationen des für die Gerinnung wichtigen von 

Willebrand Faktors führt zu einer höheren Prävalenz arterieller Thrombosen (324, 325). Das 

Protein Tissue Faktor (TF), welches durch verletztes Endothel oder Entzündungsmediatoren 

aus dem Endothel freigesetzt wird, aktiviert die Gerinnungskaskade (92). Das natürliche 

Antikoagulanz Tissue Factor Pathway Inhibitor schwächt durch die Hemmung von TF die 

Bildung eines arteriellen Thrombus ab (326, 327). Die quantitativen Expressionsanalysen der 
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Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1, von Willebrand Faktor (vWF) und dem im Endothel 

synthetisierten Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) wurde an unverletzten Carotiden von 

GF und CONV-R Mäusen durchgeführt, um zu untersuchen ob die erhöhte Expression dieser 

Moleküle mit der schnelleren Thrombusbildung assoziiert ist. Keines dieser Moleküle wurde 

bei CONV-R Mäusen differentiell exprimiert (Abbildung 20 a-d). Dieser Unterschied zu 

Komatsu et al. könnte darin liegen, dass Komatsu et al. mittels Antikörper das Vorhandensein 

dieser Adhäsionsmoleküle auf dem Endothel untersucht hat. Die Expression auf RNS Ebene 

dieser Moleküle scheint von der Darmmikrobiota nicht abhängig zu sein aber die 

Umwandlung zum eigentlichen Protein scheint laut Komatsu et al. durch 

Anitkörperaktivitätsmessungen Mikrobiot-abhängig zu sein. Für die Expressionsanalysen 

dieser Arbeit wurden ganze Carotiden verwendet. Um die Expression dieser Moleküle 

genauer zu bestimmen, wäre es zielführend in weiterführenden Experimenten die isolierten 

Endothelzellen dieses Gefäßes zu analysieren, was aber auf Grund der Größe dieses Gefäßes 

in der Maus nur sehr schwer möglich sein sollte. Eine Beteiligung des Subendothels (z.B. 

Laminin, Kollagen) oder der anderen Gefäßschichten (z.B. der Tunica media) an der 

Thrombusbildung kann im FeCl3-Modell aber nicht ausgeschlossen werden. 

4.3. Einfluss von Mikrobiota auf die Rekrutierung von Leukozyten in einem 

Ischämie-Reperfusionsverletzungsmodell 

Mesenterialinfarkte treten bei entzündlichen Darmerkrankungen gehäuft auf (21) und diese 

Erkrankungen sind mit einer Beeinträchtigung der Barrierefunktion der Epithelzellschicht 

assoziiert (328). Kürzlich konnten Stoffwechselprodukte kommensaler Darmbakterien auch 

unter nicht-entzündlichen Bedingungen in der Pfortader von Mäusen nachgewiesen werden 

(319). Aus diesem Grunde sollte im Rahmen dieser Promotionsarbeit untersucht werden, ob 

das kommensale Darmmikrobiom die Adhäsion von Thrombozyten und Leukozyten an das 

geschädigte mikrovaskuläre Endothel und die Interaktion zwischen Thrombozyten und 

Leukozyten im Mesenterialinfarktmodell (Ischämie-Reperfusionsmodell) verstärkt. Bei den 

Untersuchungen in der Mikrozirkulation des Mesenteriums, vor und nach einer experimentell 

induzierten Ischämie wurden in dieser Arbeit sowohl die Effekte der Ischämie, als auch die 

Effekte der mikrobiellen Besiedlung in den jeweiligen Mausgruppen untersucht. Da 

Leukozyten und Thrombozyten nicht nur frei im Blutstrom mitschwimmen, konnten mittels 

Intravitalmikroskopie verschiedene Stadien der Adhäsion nachgewiesen und quantifiziert 

werden. Die Adhäsion von Leukozyten, ob temporär oder permanent (rollende oder adhärente 

Leukozyten), war bei GF Mäusen im Vergleich zu CONV-R, CONV-D und mit E. coli JP313 

monoassoziierten Mäusen im Normalzustand, also Pre-Ischämie, und auch Post-Ischämie 
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signifikant vermindert, was auf eine ausgeprägte Wirkung des kommensalen 

Darmmikrobioms hindeutet (Abbildung 21 a-h, Abbildung 23 a-j). Eine Kolonisierung von 

keimfreien Mäusen mit einer komplexen Mikrobiota über 14 Tage bewirkte einen Anstieg in 

der Anzahl von rollenden und adhärenten Leukozyten im physiologischen Zustand und war 

mit der Anzahl von rollenden und adhärenten Leukozyten von CONV-R Mäusen 

vergleichbar. Eine Monokolonisierung mit dem gramnegativen γ-Proteobakterium 

Escherichia coli über 14 Tage bewirkte weder Pre- noch Post-Ischämie eine verstärkte 

Adhäsion von Leukozyten, wie sie bei CONV-R oder CONV-D Mäusen beobachtet wurde 

(Abbildung 23 a-j). Die Kolonisierung mit einem einzelnen Bakterienstamm im 

gnotobiotischen Mausmodell war nicht im Stande gleichviele Leukozyten an das Endothel zu 

rekrutieren wie die Anwesenheit einer komplexen Mikrobiota. Eine Monokolonisierung mit 

Escherichia coli wurde in diesem Versuchsvorhaben angewendet, da E. coli bei entzündlichen 

Darmerkrankungen vermehrt an der Mukosa des Darmes vorgefunden wurden (329). Zudem 

lässt sich der Laborstamm K12 E. coli WT JP313 sehr gut unter Laborbedingungen als 

Monokultur kultivieren. Auch ist E. coli bei Neugeborenen einer der ersten Darmbesiedler 

nach der Geburt (151) und keimfreie Mäuse lassen sich sehr gut mit dem fakultativ-anaeroben 

Bakterium kolonisieren. 

Die Adhäsion und das Rollen von Leukozyten am Endothel wird über Rezeptoren auf den 

Leukozyten und dem Endothel vermittelt. Ein wichtiger Vertreter ist ICAM-1. Dieser 

Rezeptor ist für die Bindung und auch anschließende Emigration von Leukozyten aus der 

Blutzirkulation in das Gewebe verantwortlich (57). Arndt (330) berichtete 1994, dass der 

Einsatz des Antibiotikums Metronidazol eine Abnahme der ICAM-1-abhängigen 

Leukozytenauswanderung in mesenterialen Gefäßen bewirkte. Eine Antibiose bewirkt eine 

Reduzierung und Änderung der Bakterienkomposition im Magen-Darm-Trakt (317). 

Weiterhin wurde gezeigt, dass GF Mäuse im Vergleich zu CONV-R Mäusen eine niedrigere 

konstitutive Expression von ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin in den Gefäßen viszeraler 

Organe, den Nieren und der Haut aufweisen. Diese Unterschiede verschwanden nachdem GF 

Mäuse mit einer intakten Mikroflora von CONV-R Mäusen kolonisiert wurden (221). 

Takebayashi et al. (22) zeigten, dass die Interaktion von Leukozyten (T-Zellen) mit der 

mikrovaskuläre Strombahn des Darmes bei GF Mäusen im Vergleich zu CONV-R Mäusern 

verringert war. Mittels intravitalmikrokopischer Untersuchungen wurde hier gezeigt, dass bei 

CONV-R und CONV-D Mäusen schon physiologisch eine höhere Anzahl an Leukozyten am 

Endothel verglichen mit GF Mäusen vorhanden war. Außerdem zeigten Zhang et al. 2015 

(320), dass das Mikrobiom die Alterung von Neutrophilen beschleunigt. Diese Alterung von 
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Neutrophilen wird durch die Toll-like Rezeptoren 2 und 4 und das Adaptermolekül MYD88 

vermittelt. Tlr2-/-, Tlr4-/- und Myd88-/- defiziente Mäuse besitzen eine reduzierte Anzahl an 

älteren Neutrophilen. Ältere Neutrophile, die kurz vor ihrem Abbau in der Milz stehen, zeigen 

eine vermehrte Interaktion mit dem Endothel, Thrombozyten und Erythrozyten und haben 

eine gesteigerte proinflammatorische Aktivität. Eine Stimulierung mit LPS zeigte, dass ältere 

Neutrophile eine gesteigerte Bildung von Neutrophil Extrazellural Traps (331) aufweisen 

(331). NETs sind spinnenwebenartige Strukturen, die bei Infektionen im Stande sind 

pathogene Errger aus dem Blutstrom zu fangen und unschädlich zu machen (114). Die NET 

Bildung war durch das Fehlen der Mikrobiota-abhängigen Rezeptoren TLR2 und 4 und deren 

Adaptermolekül MYD88 ebenfalls reduziert. Die Behandlung von Mäusen mit einer 

Kombination aus vier Antibiotika (Ampicillin, Neomycin, Metronidazol und Vancomycin) 

und der damit einhergehenden Reduzierung und Veränderung der Mikrobiota im Darm führt 

zu einer starken Abnahme von NETs (320). Diese Forschungsergebnisse zeigten, dass die 

Mikrobiota Einfluss auf die Aktivität von Leukozyten und deren Produkte hat (331) und daher 

auch im Stande ist Erreger effizient abzuwehren. Da die Bildung von NETs vor allem durch 

hohe LPS-Konzentrationen getriggert wird (332) wäre eine in vivo  Beobachtung der NET-

Bildung in dem mesenterialen Ischämie-Reperfusionsverletzungsmodell vor allem nach einer 

experimentell-induzierten Infektion bei GF und CONV-R Mäusen interessant. 

Die Analyse von Neutrophilen und Monozyten mittels Durchflusszytometriemessungen 

zeigte, dass Neutrophile und Monozyten von CONV-R Mäusen mehr PSGL-1 exprimieren 

(Abbildung 29 a + b). Da PSGL-1 mit seinem Bindungspartner P-Selektin am Endothel oder 

auf Thrombozyten interagieren kann, könnte dies die beobachtete vermehrte Bindung von 

Leukozyten ans Endothel erklären. Die basal erhöhte Adhäsion von Leukozyten bei CONV-R 

Mäusen könnte zu einer erhöhten Endothelzellaktivierung führen und die Ausbreitung von 

eindringenden Mikroorganismen verhindern. Van de Hoven (333) und Perez-Chanona (334) 

zeigten, dass die Anwesenheit einer Mikrobiota und deren Endotoxine zu einem weniger 

schweren Verlauf einer Ischämie-Reperfusionsverletzung im Vergleich mit keimfreien Tieren, 

führt. Die Verletzung des Darmepithels war, nach einer Ischämie und anschließender 90-

minütiger Reperfusion, bei CONV-R Mäusen geringer als bei GF Mäusen (335). Dass 

Keimfreiheit aber auch protektive Eigenschaften gegenüber entzündlichen Krankheiten hat, 

zeigen Studien mit keimfreien Hunden und Ratten. Eine ischämische Strangulation des 

Darmes bei keimfreien Hunden und Ratten zeigte besserer Überlebenschancen als bei Tieren 

mit einer Mikrobiota. Eine Monokolonisierung der Hunde mit einem Clostridiumbakterium 

und eine hämorraghische Infarzierung des Darmes der Ratte führten zu einer drastischen 
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Abnahme der Überlebensrate. Ob die Nekrose des Darmes oder in Kombination mit der 

Anwesenheit eines Mikrobioms ursächlich für den tödlichen Ausgang der Krankheit ist, blieb 

unklar (336-338). 

Die fatale Wirkung einer Ischämie-Reperfusionsverletzung wird, laut Amaral et al. (339), 

durch eine hohe Produktion des Zytokins Makrophagen Migration Inhibtionsfaktor (MIF) von 

Leukozyten und die darauffolgende erhöhte Produktion von TNFα aus Makrophagen 

ausgelöst. TNFα ist einer der zentralen Entzündungsregulatoren (340). TNFα-Inhibitoren 

werden heutzutage zur Behandlung von chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen 

eingesetzt (341). Nicht jeder TNFα-Inhibitor wirkt bei chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen so gut wie bei anderen chronischen Entzündung (z.B. Arthritis) (342). 

Also kann TNFα alleine nicht für die Schwere dieser Erkrankungen verantwortlich gemacht 

werden. Die vermehrte Expression von Adhäsionsrezeptoren und Rekrutierung von 

Leukozyten an das Endothel von CONV-R und CONV-D Mäusen führt zu einer verstärkten 

Entzündungsantwort nach einem Ischämie-Reperfusionschaden. Läuft diese kontrolliert ab, 

kann es zu einer effektiveren Immunantwort auf pathogene Erreger in der Mikrozirkulation 

kommen (343). Kommt es aber zu einem zu großen Schaden durch die Ischämie und 

anschließende Reperfusion, führt die hohe Anzahl an Leukozyten und deren 

Chemokinproduktion zur Zerstörung der Endothelzellen. Ob die Mikrobiota Feind oder 

Freund im Verlauf einer Ischämie-Reperfusionsverletzung durch die Adhäsion und 

Aktivierung von Leukozyen ist, hängt höchstwahrscheinlich von der Zusammensetzung der 

Mikrobiota, der genetischen Prädisposition des Wirts, der Dauer und Häufigkeit der Ischämie 

und anderen Umweltfaktoren ab. 

4.4. Die Adhäsion von Thrombozyten an das mesenteriale Endothel ist bei 

kolonisierten Mäusen erhöht 

Die Interaktion von Thrombozyten mit dem Endothel und die Bildung von 

Thrombozytenaggregaten (mindestens zwei Thrombozyten miteinander verbunden) war nach 

der 60-minütigen Ischämie bei CONV-R Mäusen im Vergleich zu GF Mäusen erhöht 

(Abbildung 22 a-l). Bei einer Monoassoziation mit E. coli JP313 kommt es zu einem Anstieg 

an transient adhärent Thrombozyten am mesenterialen Endothel (Abbildung 24 a-o). Die 

Anwesenheit einer komplexen Mikrobiota führt zur einer erhöhten Expression der 

Adhäsionsrezeptoren GPIIbIIIa (Integrin αIIbβ3) und P-Selektin auf den Thrombozyten 

(Abbildung 27, Abbildung 28) was die schnellere und vermehrte Bindung an das Endothel 

fördern könnte. Durch die erhöhte P-Selektin Expression bei CONV-R Thrombozyten wird 
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während der Ischämie-Reperfusionsverletzung möglicherweise auch die Produktion von 

NETs gefördert, welche der Abwehr von unerwünschten Erregern unterstützt. P-Selektin, 

löslich im Blut und auf dem Endothel, gebunden mit PSGL-1 fördert laut Etulain et al. (344) 

die NET-Bildung. Nach einer Ischämie-Reperfusionsverletzung wird endotheliales P-Selektin 

vermehrt exprimiert und fördert unter anderem die Rekrutierung von Thrombozyten an das 

Endothel (42). Zum einen werden sie daraufhin aktiviert und schütten proinflammatorische 

Mediatoren aus und zum anderen können an die aktivierten, adhärenten Thrombozyten 

Leukozyten binden die dann weiter akkumulieren und aus dem Gefäß in das Gewebe 

austreten.  

4.5. Die Mikrobiota erhöht die Anzahl von Leukozytenkonjugaten und 

Leukozyten-Thrombozyten Interaktionen 

Leukozytenkonjugate in dieser Studie bedeutet Verbindungen von mindestens zwei 

Leukozyten mit Thrombozyten oder anderen Zellen, die nicht mit einem Fluorophor markiert 

sind. Bei den Auswertungen der intravitalmikroskopischen Aufnahmen wurden mindestens 

zwei aneinanderhaftende Leukozyten als ein Leukozytenkonjugat ausgezählt. Es handelt sich 

hierbei nicht um reine Leukozytenkonjugate, da Leukozyten alleine nicht miteinander 

verbunden sind. Da nur ein Teil der gesamten Thrombozyten gefärbt wurden (Thrombozyten 

der Spendermaus), waren die Thrombozyten der OP-Empfängermaus während der 

intravitalmikroskopischen Untersuchungen nicht sichtbar. Ideal wäre es, wenn alle 

Thrombozyten gefärbt wurden, da sich so die Interaktion von Thrombozyten mit Leukozyten 

exakt bestimmen ließe. Da die Thrombozyten ex vivo gefärbt werden müssen, müssten dafür 

die Thrombozyten der OP-Empfängermaus komplett depletiert werden. Eine komplette 

Depletion von Thrombozyten ist zum Beispiel bei einer humanen GPIbα Maus möglich (345). 

Bei der humanen GPIbα Maus wurde der murine GPIbα Rezeptor durch den humanen GPIbα 

Rezeptor auf Thrombozyten ersetzt. Mit einem Antikörper gegen diesen humanen Rezeptor 

kann die Maus komplett von Thrombozyten depletiert werden. Diese Mäuse sind aber bislang 

nicht im  keimfreien Status erhätlich.  

Die Anzahl von Leukozytenkonjugaten und Leukozyten-Thrombozyten Interaktion war bei 

GF Mäusen im Vergleich zu CONV-R, CONV-D und mit E. coli monoassoziierten Mäusen 

verringert (Abbildung 21 i-l, Abbildung 22 m-p, Abbildung 23 k-p, Abbildung 24 p-t). Eine 

14-tägige Kolonisierung mit einer komplexen Mikrobiota oder mit dem gram-negativen 

Bakterium E. coli JP313 war nicht ausreichend um die gleiche Anzahl an 

Leukozytenkonjugaten oder Leukozyten-Thrombozyten Interaktion wie bei CONV-R Mäusen 
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zu erreichen. Nicht nur der Unterschied in der PSGL-1 Expression auf Neutrophilen und 

Monozyten bei GF und CONV-R Mäusen, sondern auch die vermehrte Exponierung des 

Aktivierungsmarker P-Selektin auf Thrombozyten (Abbildung 28 b) könnte ursächlich für 

eine vermehrte Interaktion von Leukozyten mit Thrombozyten in den kolonisierten Mäusen 

gewesen sein. Steffen Massberg (42) beschrieb 1998, dass Leukozyten nicht einfach so an 

Thrombozyten anhaften, sondern das zirkulierende Leukozyten-Thrombozyten Konjugate 

nach der Schädigung der Gefäßwand durch Ischämie und Reperfusion auftreten. In P-Selektin 

defizienten Mäusen ist die Konjugatbildung sehr stark vermindert, was die Vermutung 

erhärtet, dass die Bindung von thrombozytärem P-Selektin mit leukozytärem PSGL-1 

vermutlich entscheidend für die erhöhte Anzahl an Thrombozyten-Leukozyten-Interaktionen 

in CONV-R Mäusen ist. Durch die Bindung von P-Selektin an PSGL-1 wird auch die Bildung 

von Neutrophil Extrazellar Traps gefördert (331),(344). Diese können pathogene Bakterien 

aus dem Blutstrom abfangen und inaktivieren, aber auch zur Pathogenese von entzündlichen 

und thrombotischen Krankheiten beitragen (346). Bei Patienten mit chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankungen ist die Anzahl von Leukozyten-Thrombozyten Interaktion in 

mesenterialen Venen erhöht (347, 348) und könnte unter anderem ein Auslöser für das 

vermehrte Vorkommen mesenterialer Infarkte sein (349). Die Ergebnisse dieser Arbeit 

zeigen, dass die Mikrobiota einen deutlichen Einfluss auf die Bildung von Leukozyten-

Thrombozyten Interaktionen hat.  

 

5. Einfluss des angeborenen Immunsystems auf die Rekrutierung von 

Leukozyten und Thrombozyten an das mesenteriale Gefäßbett im 

Ischämie-Reperfusionsmodell 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass GF Mäuse im nicht-geschädigten Gefäß eine 

geringere Anzahl an mit dem Endothel interagierenden Leukozyten und Thrombozyten und 

auch eine geringere Bildung von Konjugaten aufweisen. Diese Beobachtungen lassen darauf 

schließen, dass wichtige Funktionen des angeborenen Immunsystems bei GF Mäusen weniger 

gut entwickelt sind, verglichen mit dem angeborenen Immunsystem von Mäusen, die mit 

einer kommensalen Mikroflora besiedelt sind (350). Um den Einfluss des angeborenen 

Immunsystems auf die Rekrutierung von Thrombozyten und Leukozyten zu untersuchen, 

wurden transgene Mausstämme verwendet. Mit dem Einsatz von Myd88-/- und Trif-/- Mäusen 

kann der Einfluss dieser für die TLR-Signaltransduktion erforderlichen Adapterproteine, 
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deren Signalfunktion unter anderem von bakteriellen Liganden stimuliert wird, untersucht 

werden.  

Das Fehlen des MYD88 Adaptermoleküls führte zu einer verminderten Adhäsion von 

Thrombozyten bereits vor Induktion der 60-minütigen Ischämie. Eine Aggregatbildung war 

bei Myd88-/- Mäusen sowohl vor der Ischämie als auch danach kaum zu beobachten. Auch 

Zhang et al. (331) zeigten 2009, dass eine Aggregatbildung und Aktivierung von 

Thrombozyten bei Myd88-/- Mäusen reduziert war. Die Schädigung des Darmepithels war bei 

Myd88-/- Mäusen nach einer Ischämie-Reperfusionsverletzung deutlich reduziert (335). 

Tendenziell war die Adhäsion und Aggregatbildung von Thrombozyten bei Myd88-/- Mäusen 

im Vergleich zu Wildtyp und Trif-/- Mäusen reduziert. Nur bei Trif-/- Mäusen war ein Anstieg 

von adhärenten Thrombozyten nach der Ischämie zu beobachten. Diese Ergebnisse zeigen, 

dass die Rekrutierung und Adhäsion von Thrombozyten entscheidend vom Adaptermolekül 

MYD88 abhängig zu sein scheint. Interessanterweise waren rollende Leukozyten bei Trif-/- 

Mäusen Post-Ischämie reduziert und es zeigte sich im Vergleich zu Wildtyp und Myd88-/- 

Mäusen kaum ein Anstieg an temporär oder permanent adhärenten Leukozyten durch die 

Ischämie-Reperfusionsverletzung. Bakterienmembranbestandteile wie LPS führten zu einer 

Aktivierung von MYD88- und TRIF-abhängigen Signalwegen (331, 351). Xiong et al. zeigten 

2011, dass Leukozytenantigene auf Thrombozyten bei Hemmung der MYD88 und TRIF-

Signalwege reduziert waren (352). Die Ergebnisse der intravitalmikrokopischen 

Untersuchungen von Myd88-/- und Trif-/- Mäusen im Ischämie-Reperfusionsverletzungmodell 

zeigten, dass eine Defizienz dieser Adaptermoleküle einem Fehlen der Mikrobiota in der 

Maus gleicht. Das bedeutet, dass das angeborene Immunsystem bei keimfreien Mäusen 

effektiv beeinträchtigt ist. Ob die regulierte Adhäsion von Thrombozyten bei Myd88-/- 

Mäusen auch an einer reduzierten Expression von P-Selektin und von Leukozyten bei Trif-/- 

Mäusen abhängig ist sollte in weiterführenden Experimenten mittels Durchflusszytometrie 

untersucht werden. 
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6. Ausblick 

Zukünftig sollten die zu Grunde liegenden Mechanismen der schnelleren Thrombusbildung 

im arteriellen Gefäßssystem und die Rekrutierung von Entzündungszellen an das Endothel 

von mesenterialen Venolen unter Verwendung des keimfreien Mausmodells erforscht werden. 

Die Analyse der Expression und Aktivität von Gerinnungsfaktoren in Geweben und in der 

Zirkulation wäre hier ein interessanter Aspekt und kann mit gewebespezifischen knock-out 

Mäusen funktionell untersucht werden.  

Transgene Mäuse (z.B. die humane GPIα Maus und P-Selektin-defiziente Maus), könnten 

eingesetzt werden um den genauen Einfluss der Thrombozytenadhäsion und auch die 

Rekrutierung von Leukozyten im keimfreien und kolonisierten (gnotobiotischen) Mausmodell 

bei der Ischämie-Reperfusionsverletzung in mesenterialen Venolen zu bestimmen. Die 

Herstellung von Knochenmarksschimären unter keimfreien Bedingungen könnte 

weiterführende Analysen ermöglichen, die Ursache für die verminderte Adhäsion von 

Leukozyten und die reduzierte Anzahl von Leukozyten-Thrombozyten-Interaktionen in keim-

freien Mäusen Pre-Ischämie und die Zunahme adhärenter Thrombozyten, rollender Leuko-

zyten und Leukozytenkonjugate Post-Ischämie zu klären. Dies könnte durch 

Knochenmarkstransplantationen von P-Selektin-defizienten Mäusen im Vergleich zu 

Wildtypknochenmark in keimfreien Mäusen und konventionell-aufgewachsenen Mäusen 

erfolgen. Wenn die P-Selektin/PSGL-1 Interaktion durch die kommensale Mikrobiota 

reguliert ist, so sollte sich bei den weiterführenden Experimenten kein Unterschied zwischen 

transplantierten GF und CONV-R Mäusen mehr zeigen und der Unterschied sollte bei den mit 

knock-out Knochenmark transplantierten Mäusen auch nach einer Kolonisierung mit einer 

intakten Mikrobiota nicht erscheinen.    
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VI. ZUSAMMENFASSUNG 

Die Erkenntniss, dass die Besiedlung des Körpers mit einer Mikrobiota einen großen Einfluss 

auf die Entstehung und Weiterentwicklung von, immer häufiger auftretenden 

Krankheitsbildern wie Fettleibigkeit, Diabetes, Herzkreislauferkrankungen und chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen nimmt, macht das keimfreie Mausmodell zu einem sehr 

nützlichen Instrument. Die Mikrobiota steht in direkter Wechselwirkung mit dem 

Immunsystem. Da das Immunsystem eng mit der Blutgerinnung verknüpft ist, wird in dieser 

Arbeit der Zusammenhang zwischen Bakterien und der Entstehung eines Thrombus an der 

Arteria carotis communis und der Rekrutierung von Entzündungszellen ans Endothel nach 

einer Ischämie-Reperfusionsverletzung am Mesenterium mittels Intravitalmikroskopie 

untersucht. 

Mit dem Einsatz keimfreier Mausmodelle und der High-Speed-Fluoreszenz-Intravital-

mikroskopie wurde mit zwei in vivo Mausmodellen der Einfluss der Mikrobiota auf die 

Thrombusbildung im arteriellen System und die Adhäsion von Thrombozyten und 

Leukozyten in mesenterialen Venolen nach einer Ischämie-Reperfusionsverletzung in 

Echtzeit untersucht. Die Untersuchungen zeigen, dass es bei konventionell aufgezogenen 

(CONV-R) und ehemals keimfreien, mit einer komplexen Mikrobiota kolonisierten (CONV-

D) Mäusen im Vergleich zu GF Mäusen zu einer schnelleren Thrombusbildung, ausgelöst 

durch eine FeCl3-Applikation, kam. Mit einem Ischämie-Reperfusionsverletzungsmodell 

wurde an den Gefäßen des Mesenteriums gezeigt, dass die Kolonisierung des Darmes mit 

Mikrobiota, ob von Geburt an über 14 Tage oder mit einem einzigen Bakterium (E.coli 

JP313), die Rekrutierung und Adhäsion von Leukozyten und Thrombozyten an das Endothel 

oder von Thrombozyten und Leukozyten miteinander erhöht. Die Ischämie und die 

anschließende Reperfusion führte bei kolonisierten Mäusen zu einer stärkeren Rekrutierung 

von Leukozyten und Thrombozyten ans Endothel im Vergleich zu keimfreien Mäusen. 

Durchflusszytometriemessungen zeigten, dass die Expression von Adhäsionsrezeptoren auf 

Thrombozyten (P-Selektin) und Leukozyten (PSGL-1) bei kolonisierten (CONV-R) Mäusen 

erhöht war. Eine Regulation der Expression dieser Adhäsionsreszeptoren durch die 

Mikrobiota könnte die vermehrte Bindung von Zellen an das Endothel und die Verstärkung 

von Leukozyten-Thrombozyten-Interaktion erklären. Da bei keimfreien Mäusen das 

angeborene Immunsystem beeinträchtigt ist, wurden in dieser Arbeit transgene Myd88- und 

Trif-defiziente Mäuse untersucht, um mit genetischen Mausmodellen die Rolle des 
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angeborenen Immunsystems bei der Rekrutierung von Leukozyten und Thrombozyten an das 

Endothel zu ermitteln. Das Fehlen der MYD88 oder TRIF Adaptermoleküle der Toll-like 

Rezeptoren führte zu einer verminderten Leukozytenadhäsion und zu einer teilweise 

reduzierten Thrombozytenadhäsion. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass dem 

Umweltfaktor Mikrobiota eine funktionelle Bedeutung bei der Entstehung von Thrombosen in 

großen Gefäßen wie der Halsschlagader, aber auch beim Mesenterialinfarkt in der 

Mikrozirkulation zugesprochen werden kann. Das Vorhandensein einer intakten Mikroflora 

kann einerseits eine schnellere Immunantwort, aber andererseits auch einen erhöhten Schaden 

des Gewebes durch Entzündungszellen bewirken.  
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VII. SUMMARY 

The knowledge that microbiota influences genesis and progression of obesity, diabetes, 

cardiovascular disease and chronic inflammatory bowel disease and the increasing prevelance 

of the diseases make the GF mouse model a useful tool. Microbiotae are directly linked to the 

immune system. Its metabolites stimulate the immune system continuously. The innate 

immune system and plasmatic coagulation have co-evolved. In this thesis the relation between 

microbiota and thrombus formation and the recruitment of inflammatory cells to the 

endotheliuem after an ischemia-reperfusion injury was evaluated. 

With the use of germ free mice, combined with high-speed-fluorescence intravitalmicroscopy 

and in vivo mouse models, the influence of microbiota on thrombus formation in the Arteria 

carotis communis and the adhesion of leukocytes and platelets in mesenteric venules after an 

ischemia-reperfusion-injury were determined in real time. The results of this thesis showed 

that ferric chloride induced thrombus formation in conventionally raised (CONV-R) and mice 

(CONV-D) that were colonized with a complete ceacal microbiota, was accelerated compared 

with germfree mice (GF). By a mesenteric ischemia-reperfusion-injury model it could be 

shown that adhesion of leukocytes and platelets was increased in CONV-R, CONV-D and 

mice colonized with the single bacterial strain E. coli JP313 compared with GF controls. With 

flowcytometry measurements the expression of platelet adhesion molecules, P-selectin, and 

leukocyte adhesion molecules, PSGL-1, was determined. Their expression was increased in 

CONV-R mice, which could explain the increased adhesion of platelets and leukocytes to the 

endothelium and to each other. These results indicate that GF mice showed to have an 

impaired immune system. Mice deficient of MYD88 and TRIF show a similar response to 

ischemia and following reperfusion as GF mice. The results of this thesis demonstrate a role 

for microbiota in the formation of an occlusive thrombus in a main arterial vessel. In addition, 

these results uncovered the envolvement of enteric microbiota in recruitment of 

proinflammatory cells in the mesenterial microvasculature.
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VIII. ABKÜRZUNGSVERZICHNIS 

µl  Mikroliter 

µm  Mikrometer 

A.  Arteria (lat.) 

Abb  Abbildung 

ADP  Adenosindiphosphat 

AMP  Antimikrobielles Peptid 

aPTT  aktivierte partielle Thromboplastinzeit 

ATP  Adenosintriphosphat 

CD18  Cluster of Differentiation 18 

CD49d  Cluster of Differentiation 49d 

CD99  Cluster of Differentiation 99 

cm²  Kubikzentimeter 

CONV-D  Conventionally-Derived 

CONV-R  Conventionally-Raised 

DCF  Dichlorfluoreszeindiacetat 

dsDNS  Doppelstrang Desoxyribonukleinsäure 

dsRNS  Doppelstrang Ribonukleinsäure 

E.coli  Escherichia coli Wildtyp JP313 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

ESL-1  E-Selektin Ligand 1 

FACS  Fluorescence activated cell sorting 

Faktor VIIIa  Fibrinstabilisierender Faktor 

FeCl3  Eisen-III-Chlorid 

FELASA  Federation for Animal Science Associations 

FITC  Fluoreszein Isothiocyanat 

GF  Germfree (eng.) 

GP Ia/IIa  Glykoprotein Ia/IIa 

GP Ib/IX/V  Glykoprotein Ib-IX-V Rezeptor Komplex 

GPIbα  Glykoprotein Ib alpha 

GPIIb/IIIa  Glykoprotein IIb/IIIa 

GPVI  Glykoprotein VI 

HEPES  2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

IBD  Inflammatory Bowel Disease 

ICAM  Intercellläres Adhäsionsmolekül 1 

IFN-β  Interferon beta 

IL-8  Interleukin 8 

IRAK 1  interleukin-1 receptor-associated kinase 1 

IRAK 4  interleukin-1 receptor-associated kinase 4 

IRF-3  Interferon Regulierender Transkriptionsfaktor 3 

kg  Kilogramm 

KO  Knockout 

L  Liter 
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LEI  Leukozyten-Endothel-Interaktion 

LFA-1  Lymphozyt Funktionsassoziiertes Antigen 1 

LPS  Lipopolysaccharid 

LTI  Leukozyten-Thrombozyten-Interaktion 

Mac-1  Makrophagen Antigen 1 

MAd CAM-1  Mucosal vascular Addressin Cell Adhesion Molecule-1 

Max  Maximum 

mg  Milligramm 

Min  Minimum 

ml  Milliliter, Milliliter 

mm  Millimeter 

mRNS  messenger Ribonukleinsäure 

MYD88  Myeloid differentiation primary response gene 88 

NaCl  Natriumchlorid 

NaOH  Natronlauge 

NETs  Neutrophile Extrazelluläre Traps 

NF-κB  Nuklear Faktor Kappa Light Chain Enhancer von aktivierten B-Zellen 

nm  Nanometer 

OP  Operation 

p150/ 95  Cluster of Differentiation 11c/Cluster of Differentiation 18 

PAF  Plättchenaktivierender Faktor 

PAMP  Pathogen-Associated Molecular Pattern 

PBS  Phosphate Buffered Salin, Phosphate Buffered Salin 

PECAM  Plättchen/Endothel Zelladhäsionsmolekül 

pH  potentia Hydrogenii 

PRR  Pattern Recognition Receptor 

PSGL-1  P-Selektin Glykoprotein Ligand 1 

PT  Prothrombinzeit 

qPCR  quantitative Polymerasekettenreaktion 

qRT-PCR  quantitative Realtime-Polymerasekettenreaktion 

rDNS  ribosomale Desoxyribonukleinsäure 

RNS  Ribonukleinsäure 

SPF  Spezifiziert pathogenfreie 

ssRNS  Einzelstrang Ribonukleinsäure 

S Svedberg 

TARC  Translational Animal Research Center, Translational Animal Research Center 

TEI  Thrombozyten-Endothel-Interaktion 

TF  Tissue Factor, Gewebethromboplastin 

TFPI  Tissue Faktor Pathway Inhibitor 

TIRAP  TIR-domain containing adapter molecule 

TLR  Toll-like Rezeptoren 

TNFα  Tumor Nekrosefaktor alpha 

TRAF 6  Tumor Nekrose Faktor  Rezeptorassoziierter Faktor 6 

TRAM  TRIF related adapter molecule 

TRIF  TIRAP-inducing IFN-beta 

TX2  Thromboxan A2 
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TZ  Thrombozyten 

Vit Vitamin 

VCAM-1  Vaskuläres Zelladhäsionsmolekül 1 

VLA4-  Very Late Antigen 4 

vWF  Von Willebrand Faktor 

WT  Wildtyp 

μg  Mikrogramm
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