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1. Abkürzungsverzeichnis 

ABC   Avidin-Biotin-Komplex 

AK   Antikörper 

Aqua dest.  Destilliertes Wasser 

ARDS   Acute respiratory distress syndrome (Atemnotsyndrom des  

   Erwachsenen) 

ATP   Adenosintriphosphat 

BAL   Bronchoalveoläre Lavage 

BSA   Bovines Serumalbumin 

cAMP   Zyklisches Adenosinmonophosphat 

cDNA   Komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

CD   Cluster of differentiation (immunphänotypische   

   Oberflächenmerkmale) 

CRP   C-reaktives Protein 

CXCL   CXC-Chemokinligand 

CXCR   CXC-Chemokinrezeptor 

DAB   Diaminobenzidin 

DAMP   Damage-associated molecular pattern (endogene Moleküle  

   nach Gewebeverletzung) 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

ELISA   Enzyme-linked immunosorbent assay (enzymgekoppelter  

   Immunadsorptionstest) 

FACS   Fluorescence activated cell sorting (Durchflusszytometrie) 

FIP   Fäkal-induzierte Peritonitis 

FITC   FIuorescein-Isothiocyanat 

fMLP   Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin 

FP   Färbepuffer 

FSGO   Fish skin gelatine oil (Fischhautölgelatine) 

G-CSF  Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor 

HIF   Hypoxie-induzierter Faktor 

HRP   Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase) 

i.p.   Intraperitoneal 
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i.v.   Intravenös 

IgG   Immunglobulin G 

IL   Interleukin 

KG   Körpergewicht 

KO   Knockout (Abschalten eines Gens) 

LPS   Lipopolysaccharid 

MAP   Mean arterial pressure (mittlerer arterieller Druck) 

MFI   Mediane Fluoreszenzintensität 

MM    Mastermix 

NET   Neutrophil extracellular traps (netzartige Gebilde   

   ausgeschüttet aus Neutrophilen, hauptsächlich aus DNA  

   bestehend) 

NFW   Nuklease-freies Wasser 

NGS   Normal goat serum (normales Ziegenserum) 

NO   Stickstoffmonoxid 

NRS   Normal rabbit serum (normales Hasenserum) 

P   Signifikanzwert 

PAMP   Pathogen-associated molecular pattern (Pathogen-  

   assoziiertes molekulares Muster) 

PAP   Peroxidase-Anti-Peroxidase 

PE-Cy7   Phycoerythrin-Cyanine 7 

PerCP  Peridinin-Chlorophyll-Protein 

paO2/FiO2  Arterieller O2-Partialdruck / inspiratorischer O2-Gehalt 

PBS   Phosphate-buffered saline (phosphatgepufferte Salzlösung) 

PCR   Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 

PFA   Paraformaldehyd 

PL   Peritoneallavage 

PM   Primermix 

PMN   Polymorphonuclear leukocytes (neutrophiler Granulozyt) 

PNC   Plättchen-Neutrophilen-Komplex 

PSGL-1  P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 

qSOFA-Score Quick sequential organ failure assessment score  
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   (vereinfachter Score des Organversagens bei Sepsis) 

rpm   Revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute) 

RT   Raumtemperatur 

SDF-1   Stromal cell-derived factor-1 (CXC-Chemokinligand 12) 

SIRS   Systemic inflammatory response syndrome (generalisiertes  

   inflammatorisches Antwortsyndrom) 

SOFA-Score  Sequential organ failure assessment score (Score des  

   Organversagens bei Sepsis) 

TLR   Toll-like Rezeptor 

TNFα   Tumornekrosefaktor α 

ZIP   Zymosan-induzierte Peritonitis 
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2. Einleitung 

2.1. Sepsis 

Sepsis ist trotz sinkender Sterblichkeitsraten die führende Todesursache unter 

kritisch Kranken (Kaukonen et al., 2014) und stellt mit einer Mortalität von 20 - 40 

% (Martin et al., 2003, SepNet Critical Care Trials, 2016) eine große 

Herausforderung für die Intensivmedizin dar (Nasa et al., 2012). Im Jahr 2017 

war die Behandlung der Sepsis mit 38,2 Milliarden Dollar die teuerste zu 

behandelnde Erkrankung in den USA (Liang et al., 2020). 

2.1.1. Definition der Sepsis 

Sepsis ist definiert als eine lebensbedrohliche Einschränkung der 

Organfunktionen durch eine fehlregulierte Immunreaktion auf der Grundlage 

einer Infektion (Singer et al., 2016). Die Organdysfunktion steht somit im 

Vordergrund. Sie wird durch einen Anstieg von mindestens zwei Punkten im 

Sequential (Sepsis-related) Organ Failure Assessment Score (SOFA-Score, 

siehe Abbildung 1) (Vincent et al., 1996) erfasst, der mit der Mortalität korreliert 

(Ferreira et al., 2001). 

 

 

Abbildung 1: Sequential (Sepsis-related) Organ Failure Assessment Score (SOFA-Score). Ein Anstieg 
von mindestens zwei Punkten im SOFA-Score spricht für eine septische Organdysfunktion. MAP: Mean 
Arterial Pressure / mittlerer arterieller Druck. Das Verhältnis des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks (PaO2) 
zur inspiratorischen Sauerstoffkonzentration (FiO2) wird als Horovitz-Quotient bezeichnet. (Vincent et al., 
1996) 

Um Patienten mit hohem Erkrankungsrisiko frühzeitig zu identifizieren, wird eine 

vereinfachte Version des SOFA-Scores verwendet, der quick SOFA-Score 



9 
 

(qSOFA-Score). Bei Zutreffen von zwei oder mehr der folgenden Punkte wird ein 

septisches Organversagen wahrscheinlicher (Singer et al., 2016): 

• Verändertes Bewusstsein (Glasgow Coma Scale ≤13) 

• Atemfrequenz ≥22/min 

• Systolischer Blutdruck ≤100 mmHg 

Die Maximalausprägung der Sepsis ist der septische Schock und wird durch die 

folgenden klinischen Kriterien charakterisiert (Singer et al., 2016): 

• Vasopressorengabe notwendig zum Erhalt eines mittleren arteriellen 

Druckes (MAP) von >65 mmHg trotz adäquater Volumengabe und 

• Erhöhtes Serum Laktat von >2 mmol/l 

Hierbei kommt es zu einer extremen Reduktion der Kreislauf-, Stoffwechsel- und 

zellulären Funktionen, welche mit einer deutlichen Erhöhung der Sterblichkeit 

einhergeht. 

2.1.2. Epidemiologie 

Durch neue Definitionen, unterschiedliche Klassifikationssysteme und eine 

überwiegende Datenerfassung aus einkommensstarken Ländern kann die 

Inzidenz der Sepsis nur annähernd bestimmt werden. Sie nimmt zu (Kumar et 

al., 2011, Martin et al., 2003, Esper et al., 2006) und lag in den USA im Jahr 2001 

bei ca. 300/100.000 Einwohner mit 751.000 nationalen Fällen (Angus et al., 

2001). Veränderungen der Inzidenz der Sepsis können auch altersbedingt sein. 

Beispielsweise sind Säuglinge (<12 Monate) mit 5,3/1000 Einwohner stärker 

betroffen als Kinder zwischen fünf – 14 Jahren (0,2/1000 Einwohner). Deutlich 

gesteigert ist die Inzidenz auch bei Menschen ab 85 Jahren (26,2/1000 

Einwohner) (Angus et al., 2001). Ebenso steigt mit höherem Alter die Mortalität 

der Sepsis (10 % bei Kindern im Alter von zehn bis 14 Jahren versus 38,4 % bei 

über 85-Jährigen). Weitere Faktoren einer erhöhten Mortalität sind vermehrte 

Komorbiditäten, weibliches Geschlecht sowie Infektionen mit Staphylokokken 

(besonders Methicillin-resistente Staphylokokken) oder Pseudomonas-Spezies 

(Angus et al., 2001, Nasa et al., 2012, Vincent et al., 2006). Insgesamt ist die 

Mortalität der Sepsis vermutlich aufgrund einer verbesserten und frühen Therapie 
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rückläufig (Cecconi et al., 2018, Hotchkiss et al., 2016), während die Zahl der 

Gesamttodesfälle wegen der steigenden Inzidenz zunimmt. Die 

Gesamtsterblichkeitsrate lag in den USA im Jahr 2001 bei 28,6 % mit 215.000 an 

Sepsis verstorbenen Patienten (Martin et al., 2003). Diese steigt weiter mit der 

Schwere der Erkrankung. Die Krankenhaussterblichkeit lag in Deutschland nach 

Anwendung der Definition von „schwerer Sepsis“ (Sepsis mit Organversagen in 

vorherigen Definitionen der Sepsis) oder „septischem Schock“ bei 40,4 % im 

Vergleich zu 9,6 % in Patienten ohne Sepsis (SepNet Critical Care Trials, 2016). 

Bessere Zugangsmöglichkeiten und intensivmedizinische Kapazitäten wirken 

sich auf die Prävalenz der Sepsis innerhalb der Intensivpatienten aus. In 

Deutschland und den USA ist sie beispielsweise deutlich niedriger als in 

Großbritannien (27 % in Großbritannien versus zwölf Prozent in den USA und 

12,6 % in Deutschland) (SepNet Critical Care Trials, 2016, Mayr et al., 2014). 

2.1.3. Ätiologie 

Da eine Sepsis aus jeder infektiösen Erkrankung resultieren kann, können ihr 

diverse Ursachen zugrunde liegen. Insgesamt wird das verursachende Pathogen 

nur in etwa 60 % der Fälle nachgewiesen (Vincent et al., 2006). Der Infektfokus 

liegt am häufigsten im respiratorischen System (68 %), dem Abdomen (22 %), 

dem Gefäßsystem (20 %) und den Harnwegen (14 %) (Vincent et al., 2006). 

Diese prozentuelle Verteilung entspricht in etwa der Verteilung der Infektionen 

aller Intensivpatienten (Vincent et al., 2009). Der Anteil grampositiver Erreger 

nahm in den USA zwischen 1979 und 2000 zu (Martin et al., 2003). 

Wissenschaftlich wird kontrovers diskutiert ob derzeit die grampositiven oder 

gramnegativen Infektionen bei einer Sepsis überwiegen (Cecconi et al., 2018, 

Vincent et al., 2018). 

Die Peritonitis ist eine häufige Ursache einer Sepsis (Vincent et al., 2006). 

Intraabdominelle Infektionen werden unterteilt in unkomplizierte und komplizierte 

Infektionen, wobei sich die unkomplizierten Infektionen auf ein abdominelles 

Organ beschränken und die komplizierten auch auf das Peritoneum übergreifen 

(Lopez et al., 2011, Pieracci und Barie, 2007). Die Peritonitis ist daher eine 

komplizierte intraabdominelle Infektion, bei der wiederum eine lokalisierte von 
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einer generalisierten Form unterschieden wird. Es erfolgt zudem eine klinische 

Einteilung in eine primäre, eine sekundäre und eine tertiäre Form der Peritonitis 

(Lopez et al., 2011). Die primäre Peritonitis tritt spontan ohne Vorliegen einer 

abdominellen Pathologie oder offensichtlichen Infektquelle auf (Ross et al., 2018, 

Spalding und Williamson, 2008). Bei Erwachsenen ist als häufigstes Beispiel die 

spontan bakterielle Peritonitis im Rahmen einer Leberinsuffizienz und Aszites zu 

nennen (Spalding und Williamson, 2008). Die sekundäre Peritonitis entsteht auf 

der Grundlage einer abdominellen Vorerkrankung. Sie ist durch eine 

Unterbrechung der Darmkontinuität oder Barrierefunktion aufgrund von 

Perforation oder Ischämie gekennzeichnet und spielt aufgrund der 

polymikrobiellen Entzündung eine vordergründige Rolle für das Entstehen einer 

Sepsis (Lopez et al., 2011, Ross et al., 2018, Pieracci und Barie, 2007). Elf 

Prozent der Patienten mit sekundärer Peritonitis entwickeln eine „schwere 

Sepsis“ (Anaya und Nathens, 2003). Die tertiäre Peritonitis beschreibt eine 

persistierende Infektion 48 Stunden nach einem Therapieversuch (Lopez et al., 

2011, Ross et al., 2018). 

Eine weitere Einteilung der intraabdominellen Infektionen findet noch in ambulant 

und nosokomial erworbene Infektionen statt. Dabei ist die Mortalität der 

nosokomial erworbenen intraabdominellen Infektionen aufgrund des reduzierten 

Gesundheitszustands der Patienten und des häufigeren Auftretens 

multiresistenter Erreger deutlich erhöht (Pieracci und Barie, 2007). 

2.1.4. Risikofaktoren 

Die Risikofaktoren für eine Sepsis setzen sich aus denen für eine Infektion und 

denen für das Fortschreiten von einer Infektion zu einer dysregulierten 

Immunantwort und Organversagen zusammen. Dabei sind die Risikofaktoren für 

eine Infektion besser verstanden als diejenigen für den Übergang von einer 

Infektion zu einer Sepsis und Organversagen (Cecconi et al., 2018, Mayr et al., 

2014). 

Sehr hohes oder niedriges Alter, männliches Geschlecht, Komorbiditäten 

(chronisch obstruktive Lungenerkrankung, Krebserkrankungen, Humanes 

Immundefizienz-Virus, chronische Leber- oder Nierenerkrankungen oder 
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Diabetes), modifizierbare Risikofaktoren (z.B. Alkoholkonsum) und auch 

ethnische Zugehörigkeit (nicht-weiße Hautfarbe) sind Faktoren, welche mit einem 

erhöhten Risiko für eine Sepsis assoziiert sind (Angus et al., 2001, Vincent et al., 

2006, Esper et al., 2006, Gotts und Matthay, 2016, Cecconi et al., 2018). Die 

meisten dieser Risikofaktoren erhöhen die Wahrscheinlichkeit einer Infektion und 

damit auch die einer Sepsis (Cecconi et al., 2018). Weibliches Geschlecht erhöht 

das Risiko einer urogenitalen Sepsis (Angus et al., 2001), während die Rate 

grampositiver Infektionen bei Männern und Menschen mit schwarzer Hautfarbe 

erhöht ist (Esper et al., 2006). Polymorphismen bestimmter Gene (wie 

beispielsweise des Toll-like Rezeptors 2) können bei Patienten ohne vorbekannte 

Immundefizienz zudem die Anfälligkeit gegenüber Infektionen signifikant erhöhen 

(Boyd et al., 2014, Sutherland et al., 2005). 

Eine wichtige Rolle bezüglich des Risikos für Organversagen und Sepsis bei 

Patienten mit einer Infektion spielen neben Faktoren des auslösenden Pathogens 

wirtsabhängige Faktoren (Genetik, Komorbiditäten) (Cecconi et al., 2018). 

Beispielsweise wurde in Bezug auf die genetische Veranlagung von 

Organdysfunktionen während Infektionen für einen Interleukin-8 

Polymorphismus ein Zusammenhang mit verschlechterter Lungenfunktion bei 

schwerkranken Patienten beschrieben (Boyd et al., 2014, Wacharasint et al., 

2012). Genetische Prädispositionen sind somit sowohl beim Abwehren von 

Infektionen als auch beim Übergang von Infektion zu Sepsis von Bedeutung 

(Thompson et al., 2014, Barber et al., 2004, Boyd et al., 2014). 

2.1.5. Klinik und Therapie 

Die Symptome einer Sepsis resultieren aus einer Konfrontation des 

Immunsystems mit einer Infektion. Da der Körper auf körpereigene Alarmsignale 

(z.B. während einer Pankreatitis oder Autoimmunerkrankungen) ähnlich wie auf 

Pathogene reagiert (Vincent et al., 2013), entsprechen die Symptome einer 

Sepsis auch denen anderer schwerer Erkrankungen. Sepsis sollte bei allen 

Patienten mit einer unklaren akuten Verschlechterung des Allgemeinzustands in 

Betracht gezogen werden. 
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Vor Einführung des SOFA-Scores gaben die Kriterien des „Systemic 

Inflammatory Response Syndrom“ (SIRS) Hinweise auf eine Infektion, wobei 

hierfür zwei oder mehr der folgenden Punkte erfüllt sein mussten (Bone et al., 

1992): 

• Temperatur: >38 °C oder <36 °C 

• Herzfrequenz: >90/min 

• Atemfrequenz: >20/min oder PaCO2 <32 mmHg 

• Leukozyten: >12000/µl oder <4000/µl oder >10 % unreife neutrophile 

Granulozyten / stabkernige Granulozyten 

Allerdings liegen die Kriterien bei vielen Intensivpatienten vor (Churpek et al., 

2015) und etwa jeder achte Patient mit Sepsis hat weniger als zwei SIRS-

Kriterien und ist demnach „SIRS-negativ“ (Kaukonen et al., 2015). Aufgrund 

dieser unzureichenden Spezifität und Sensitivität wurden die SIRS-Kriterien zur 

Definition der Sepsis verlassen. 

Beim Vorliegen einer Sepsis spielt die Zeit, besonders die des Therapiebeginns, 

eine wichtige Rolle. Daher hat die Surviving Sepsis Campaign 2018 das „1-Hour-

Bundle“ veröffentlicht (Levy et al., 2018), das die wichtigsten therapeutischen und 

diagnostischen Maßnahmen zusammenfasst, die zumindest innerhalb der ersten 

Stunde nach Vorstellung begonnen werden sollten: 

• Der Laktatspiegel muss kontrolliert werden und falls er über zwei mmol/l 

liegt nach zwei bis vier Stunden erneut bestimmt werden. 

• Blutkulturen sollten, wenn möglich vor Beginn der antibiotischen Therapie, 

abgenommen werden, die Antibiotikatherapie jedoch nicht bis zu deren 

Abnahme verzögert werden. 

• Es muss so früh wie möglich eine kalkulierte Breitspektrum-Antibiose 

begonnen werden und diese nach Erhalt der mikrobiologischen Befunde 

angepasst oder beendet werden. 

• Die Flüssigkeitssubstitution (mindestens 30 ml/kg Körpergewicht) muss 

sofort bei allen Patienten mit Sepsis, Hypotension oder erhöhten 
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Laktatwerten begonnen und innerhalb von drei Stunden abgeschlossen 

werden. 

• Erreicht der Blutdruck unter Volumengabe nicht innerhalb der ersten 

Stunde den Normalbereich, sollte die Gabe von Vasopressoren erfolgen 

(Ziel des mittleren arteriellen Druckes: ≥65 mmHg). 

2.1.6. Pathophysiologie 

Sepsis führt über eine Dysregulation der Immunantwort zu einer Schädigung 

einer Vielzahl von Organsystemen, wobei sowohl proinflammatorische als auch 

immunosuppressive Mechanismen gleichzeitig wirken (Munford und Pugin, 

2001). Die genaue Pathophysiologie dieses Krankheitsbildes ist jedoch immer 

noch nicht vollständig geklärt. 

Der Ursprung einer Sepsis ist eine Infektion und damit die Invasion und 

Vermehrung eines pathogenen Organismus im Körper. Dieses Pathogen kann 

durch Bakterien, Pilze, Viren oder Parasiten repräsentiert sein. Nicht nur die 

klassischen Zellen der angeborenen Immunabwehr wie Makrophagen, 

dendritische Zellen oder neutrophile Granulozyten, sondern auch Epithelzellen 

(Gomez et al., 2014), Endothelzellen, Fibroblasten, Kardiomyozyten (Takeuchi 

und Akira, 2010, Walley, 2018) oder Thrombozyten (Semple et al., 2011) spielen 

bei der Erkennung von Pathogenen eine wichtige Rolle. Sie registrieren über die 

Pattern Recognition Receptors (PRR) die Anwesenheit von Pathogen- oder 

Damage-Associated Molecular Patterns (PAMPs / DAMPs). Zu den wichtigen 

Vertretern der PAMPs zählen das Lipopolysaccharid bei gramnegativen 

Bakterien (Uhle et al., 2015, Moriyama und Nishida, 2021) und das Formyl-

Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP) im Allgemeinen bei Bakterien (Li et al., 

2016). Zymosan als Bestandteil der Zellwand bei Hefepilzen ist als Vertreter der 

PAMPs ebenfalls zu nennen (Volman et al., 2005). Zu den DAMPs gehören unter 

anderem das Adenosintriphosphat (ATP) und die mitochondriale 

Desoxyribonukleinsäure (DNA) (Gotts und Matthay, 2016). Durch die PRRs 

werden intrazelluläre Signalkaskaden aktiviert, welche Transkriptionsfaktoren 

wie Nuclear Factor „kappa-light-chain-enhancer“ of activated B-cells (NfκB) 

aktivieren (Schroder und Tschopp, 2010). Unter anderem Leukozyten schütten 
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daraufhin eine Vielzahl unterschiedlicher Zytokine aus, darunter 

Tumornekrosefaktor α (TNFα), Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6) (Gotts 

und Matthay, 2016). Die Zytokinfreisetzung führt zu einer Modulation 

verschiedenster Systeme wie dem Immunsystem, der Gerinnung, dem 

Hormonhaushalt, dem Stoffwechsel oder der Gefäß- und Kreislauffunktion 

(Abraham und Singer, 2007). 

Organdysfunktionen bei Sepsis 

Verschiedene Organsysteme werden während einer Sepsis in ihrer Funktion 

beeinträchtigt. Dazu gehören das Gehirn, die Lunge, die Nieren, die Leber, das 

Herzkreislauf- und das Immunsystem (siehe Abbildung 2). Neben den direkten 

Schäden durch das Pathogen kommt es durch die körpereigene Immunantwort 

sowohl zellvermittelt als auch durch inflammatorische Mediatoren zu einer 

Organdysfunktion. 

Eine Modulation der Gefäß- und Kreislauffunktion betrifft alle Organe und spielt 

in der Pathophysiologie der Sepsis eine wichtige Rolle. Hierbei verändern 

mehrere Mechanismen das zirkulierende Volumen und führen zu einem 

Volumenmangel. Hauptursache der Hypotonie während der Sepsis ist ein 

reduzierter Gefäßtonus verursacht vor allem durch Stickstoffmonoxid (NO) und 

Prostaglandine (Russell et al., 2018). Zudem reduziert sich durch eine Abnahme 

der Tight Junctions (auch: „Zonulae occludens“) die Barrierefunktion des 

Endothels und es kommt zu einem verstärkten Flüssigkeitsübertritt aus den 

Gefäßen ins Interstitium. Dies geschieht durch proinflammatorische Mediatoren 

ausgeschüttet von Immunzellen wie aktivierten neutrophilen Granulozyten oder 

durch DAMPs (Deutschman und Tracey, 2014, Russell et al., 2018). Die 

Reduktion der Permeabilitätsbarriere dient zum einen der Migration von 

Immunzellen in Richtung des Infektfokus (Hotchkiss et al., 2016), verursacht 

allerdings auf der anderen Seite auch die Bildung eines interstitiellen Ödems 

durch den Übertritt von Flüssigkeit. Die Permeabilitätsstörung und das 

interstitielle Ödem beeinträchtigen ebenfalls die Organfunktion (Russell et al., 

2018). Sehr gut kann dies in der Lunge veranschaulicht werden, wo das 

interstitielle bzw. alveoläre Ödem im Rahmen des Acute Respiratory Distress 
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Syndrom (ARDS) zu einer reduzierten Oxygenierung bzw. Decarboxylierung des 

Blutes führt (Bos und Ware, 2022). Auch in Darm, Leber, Niere und zentralem 

Nervensystem resultieren aufgrund der Permeabilitätsstörungen 

Organdysfunktionen (Abbildung 2) (Gotts und Matthay, 2016). Im Rahmen der 

Inflammation kommt es zu einer Aktivierung des Gerinnungssystems und hierbei 

vor allem zu einer Aktivierung der Thrombozyten. Die Aktivierung der 

Thrombozyten resultiert in der Bildung von Mikrothromben, welche die 

Mikrozirkulation stören und die Organfunktionen zusätzlich beeinträchtigen 

können. Der Verbrauch der Thrombozyten führt in Kombination mit einer 

septischen Knochenmarksdepression zu einer Reduktion der Plättchen im Blut 

(Thrombozytopenie) (Vardon-Bounes et al., 2019). 

Eine reduzierte kardiale Funktion trägt neben den Störungen auf vaskulärer 

Ebene zusätzlich zur eingeschränkten Kreislauffunktion bei. Dies ist 

vordergründig auf funktionelle und weniger auf strukturelle Defizite 

zurückzuführen (Rudiger und Singer, 2007). So wird beispielsweise durch 

Interaktion der Kardiomyozyten mit Leukozyten die Calciumfreisetzung im 

Herzmuskel und somit die Kontraktilität vermindert. Unter anderem durch die 

zusätzlich reduzierte Nachgiebigkeit des Herzmuskels in der Füllungsphase 

(diastolische Compliance) resultiert ein hypodynamer Kreislauf (Walley, 2018). 

Septisch bedingte Störungen der Zellorganellen, insbesondere der 

Mitochondrien, führen neben dem Herzen auch in weiteren Organen zu einer 

Abnahme der Organfunktionen (Abbildung 2) (Rudiger und Singer, 2007, Takasu 

et al., 2013, Gomez et al., 2014, Singer, 2014, Cecconi et al., 2018, Szabó und 

Módis, 2010, Deutschman und Tracey, 2014, Walley, 2018). 

Auch das Immunsystem ist während einer Sepsis fehlreguliert. Zu Beginn 

dominiert durch Aktivierung des angeborenen Immunsystems oft eine 

hyperinflammatorische Immunlage, die allerdings gleichzeitig oder im Verlauf mit 

einer Immunsuppression insbesondere durch eine Hemmung des adaptiven 

Immunsystems einhergeht (Hotchkiss et al., 2013b). Die Inflammationsreaktion 

während einer Sepsis beeinflusst die Funktion des Knochenmarks und der dort 

vorhandenen Stammzellen, wodurch beispielsweise die Reifung von 
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Lymphozyten beeinträchtigt wird (Skirecki et al., 2015, Venet und Monneret, 

2018). Somit ist zumindest teilweise die blutbildende Funktion des 

Knochenmarks eingeschränkt, welche als Myelosuppression bezeichnet wird. 

Sowohl die Apoptose von T-Zellen, B-Zellen und dendritischen Zellen als auch 

die gestörte Funktion und gesteigerte immunsuppressive Aktivität des adaptiven 

und auch des angeborenen Immunzellen spielen darüber hinaus eine Rolle bei 

der Inhibition des Immunsystems (Venet und Monneret, 2018, Hotchkiss et al., 

2013b). 

Die folgende Abbildung fasst die Organdysfunktionen im Rahmen einer Sepsis 

zusammen. 
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Abbildung 2: Organdysfunktionen bei Sepsis: Zahlreiche Organe und Organsysteme sind während 
Sepsis in ihrer Funktion gestört. Eine Infektion führt zu einer Erhöhung der proinflammatorischen 
Mediatoren im Blut. Diese beeinflussen die Funktionen des Endothels und verschiedener Zellorganellen und 
führen zu einer Reduktion der Organfunktionen und einer Dysregulation des Kreislaufs. Durch die 
entstandenen Schäden (DAMPs) und weitere Mechanismen (wie bspw. die gestörte Barrierefunktion des 
Darmepithels) wird die Inflammationsreaktion weiter angetrieben und verstärkt sich selbst. Die im SOFA-
Score (siehe oben) erscheinenden Organsysteme bzw. Parameter wurden fett bzw. kursiv hervorgehoben. 
PAMP: Pathogen-Associated Molecular Pattern, DAMP: Damage-Associated Molecular Pattern, ROS: 
Reaktive Sauerstoffspezies, NO: Stickstoffmonoxid, ARDS: Acute Respiratory Distress Syndrom. Der Blitz 
symbolisiert Dysregulation. Eigene Darstellung nach den angegebenen Quellen (Gotts und Matthay, 2016, 

Abraham und Singer, 2007, Cecconi et al., 2018, Singer, 2014).  
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Neutrophile Granulozyten und Sepsis 

Neutrophile Granulozyten („polymorphonuclear leukocytes“, PMNs) sind Zellen 

der angeborenen Immunabwehr und spielen eine wichtige Rolle in der frühen 

Bekämpfung pathogener Organismen. Dies geschieht durch Phagozytose, durch 

Ausschütten ihrer antimikrobiellen Granula und durch Freisetzung extrazellulärer 

DNA-Netze (NET-Formation, „neutrophil extracellular traps“, „NETosis“) 

(Kolaczkowska und Kubes, 2013). Sie werden aus dem Blut durch 

gewebsständige Immunzellen (Makrophagen, dendritische Zellen) über 

Adhäsionsmoleküle auf den Endothelzellen und Chemokine zum 

Inflammationsherd rekrutiert (Phillipson und Kubes, 2011). Chemotaktische 

Gradienten von Mediatoren wie Interleukin-8 oder Leukotrien-B4, sowie die 

Downregulation von Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1/CXCL12, siehe 

Abbildung 4) im Knochenmark regulieren die Freisetzung weiterer neutrophiler 

Granulozyten aus dem Knochenmark ins Blut (Furze und Rankin, 2008). In 

Nagetieren wird die Freisetzung von PMNs aus dem Knochenmark vornehmlich 

durch CXCL1 und CXCL2/3 gesteuert (Phillipson und Kubes, 2011). 

Trotz ihrer wichtigen Funktion in der frühen Immunabwehr kann eine übermäßige 

oder ungerichtete Aktivierung der PMNs gesundes Parenchym schädigen 

(Phillipson und Kubes, 2011). Über die Freisetzung zytotoxischer und 

proinflammatorischer Stoffe (reaktive Sauerstoffspezies, Enzyme, Zytokine und 

kationischen Polypeptide) oder NETs vermitteln sie Gewebsschäden (Grommes 

und Soehnlein, 2011, Clark et al., 2007) und beeinflussen die Endothelfunktion 

und die endotheliale Permeabilität (Russell et al., 2018). Zudem sind neutrophile 

Granulozyten bei Sepsis in ihrer Funktion gestört. Die Chemotaxis zum 

Infektionsherd wird durch erhöhte Konzentrationen inflammatorischer Zytokine 

im Gefäßsystem und eine gestörte Funktion der PRRs (bspw. der Toll-like 

Rezeptoren) beeinträchtigt. Die Transmigration durch das Endothel und das 

Gewebe wird zusätzlich durch eine erhöhte Rigidität der Zellmembran behindert 

und die Zell-Zell-Interaktion durch inflammatorische Zytokine, bakterielle 

Produkte und Stickstoffmonoxid verschlechtert (Reddy und Standiford, 2010, 

Hotchkiss et al., 2013b). 
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Thrombozyten und Sepsis 

Neben ihrer Funktion in der Blutgerinnung sind Thrombozyten wichtige Zellen der 

Immunabwehr. Ihre hohe Anzahl, die Fähigkeit Pathogene zu erkennen und 

einzufangen und die Möglichkeit andere Immunzellen zu aktivieren macht sie für 

die Initiation und die Aufrechterhaltung der Immunantwort unabdingbar (Semple 

et al., 2011, Phillipson und Kubes, 2011, Engelmann und Massberg, 2013). Eine 

Thrombozytopenie geht im Rahmen der Sepsis mit einer verschlechterten 

Prognose bei Intensivpatienten einher und ist Teil des SOFA-Scores (siehe 

Abbildung 1) (Vincent et al., 1996, Vardon-Bounes et al., 2019). 

Ein Beispiel für das Zusammenspiel der Thrombozyten mit der angeborenen 

Immunabwehr ist die Bildung von Plättchen-Neutrophilen-Komplexen (PNCs), 

die eine wichtige Rolle in der Aktivierung neutrophiler Granulozyten spielen 

(Semple et al., 2011). Thrombozyten erkennen Pathogene (zum Beispiel durch 

den Toll-like Receptor-4) und werden durch diese aktiviert (Semple et al., 2011). 

Aktivierte Plättchen exprimieren verstärkt Selektine. Selektine spielen eine 

wichtige Rolle in der Zell-Zell-Interaktion und sind an der Adhäsion von 

Leukozyten am Endothel und deren Migration zum Entzündungsort beteiligt 

(McEver, 2015). Sie vermitteln darüber hinaus Interaktionen der Leukozyten 

untereinander und zwischen Leukozyten und Thrombozyten (McEver, 2015). 

Aktivierte Thrombozyten induzieren durch Interaktionen mit PMNs eine verstärkte 

Expression von P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) auf neutrophilen 

Granulozyten, wodurch sie in der Lage sind diese zu aktivieren (Semple et al., 

2011, Vardon-Bounes et al., 2019). Dies verstärkt die Immunabwehr durch 

neutrophile Granulozyten, beispielsweise über die Induktion der Freisetzung 

neutrophiler extrazellulärer DNA-Netze (Clark et al., 2007). Weiterhin wurde eine 

verstärkte P-Selektin Expression auf den Thrombozyten septischer Patienten mit 

einer verstärkten Ausschüttung von Plättchen-Mikropartikeln in Verbindung 

gebracht (Semple et al., 2011). Diese aus der Zellmembran entstammenden 

Partikel sind durch Oberflächenmoleküle wie P-Selektin in der Lage weitere 

Thrombozyten, Endothelzellen oder Leukozyten zu aktivieren (Semple et al., 

2011). 
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Eine Thrombozytopenie während Sepsis ist daher nicht nur durch eine 

Knochenmarkssuppression und die Aktivierung der Gerinnung zu erklären, 

sondern auch durch deren Immunfunktion und das Anheften an Endothelien und 

anderen Immunzellen (Phillipson und Kubes, 2011). Aus der aktivierten 

Gerinnung und der Reduktion der Thrombozyten resultiert eine durch den 

Verbrauch an Gerinnungsfaktoren gekennzeichnete Verbrauchskoagulopathie 

(Extremform: disseminierte intravasale Gerinnung) (Levi, 2001). Sie trägt zur 

hohen Mortalität und dem Multiorganversagen einer Sepsis durch 

Mikrozirkulationsstörungen und eine erhöhte Blutungsneigung weiter bei 

(Semple et al., 2011, Gotts und Matthay, 2016). 

Abbildung drei fasst die Interaktion zwischen Thrombozyten und neutrophilen 

Granulozyten im Gefäßsystem sowie die daran beteiligten Rezeptoren 

zusammen. 
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Abbildung 3: Plättchen-Neutrophilen-Komplexe (PNCs) und die daran beteiligten Selektine. 
Thrombozyten binden und aktivieren neutrophile Granulozyten. Hierdurch werden proinflammatorische 
Granula aus den PMNs freigesetzt und die endotheliale Permeabilität erhöht. Darüber hinaus induzieren 
aktivierte Thrombozyten die NETosis (Freisetzung extrazellulärer DNA-Netze) aus PMNs und die Migration 
der PMNs ins Gewebe. An den dargestellten Vorgängen sind weitere Rezeptoren beteiligt, die aus Gründen 
der Übersichtlichkeit nicht dargestellt werden. Es ist eine eigene Darstellung in Bezug auf die angegebenen 
Quellen. In der Legende sind die beteiligten Zellen, die Rezeptoren, die NETs und die Neutrophilen-Granula 
dargestellt (Semple et al., 2011, Vardon-Bounes et al., 2019, McEver, 2015, Sreeramkumar et al., 2014, 

Etulain et al., 2015). 

2.2. SDF-1 Rezeptoren in der Inflammation 

Das Chemokin Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) aus der Klasse der CXC-

Chemokine wird nahezu ubiquitär exprimiert und besitzt zwei bekannte 

Rezeptoren: CXC-Rezeptor vier (CXCR4) und CXC-Rezeptor sieben (CXCR7). 

SDF-1 ist in verschiedene physiologische Prozesse involviert. Es reguliert 

gemeinsam mit CXCR4 die Knochenmarkskolonisation hämatopoetischer 

Stammzellen, die Differenzierung von B-Lymphozyten und spielt eine wichtige 

Rolle in der Organogenese (Zou et al., 1998). Darüber hinaus ist SDF-1 bei 

unterschiedlichen pathologischen Vorgängen verstärkt exprimiert, darunter 

während Inflammation, Hypoxie oder malignen Erkrankungen (Wang et al., 2018, 

Teicher und Fricker, 2010). 
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Wie in Abbildung vier gezeigt reguliert SDF-1 im Knochenmark gemeinsam mit 

seinem Rezeptor CXCR4 die Freisetzung von myeloischen Zellen (wie 

neutrophilen Granulozyten) aber auch lymphatischen Zellen ins Blut (Liu et al., 

2015). SDF-1 wird von den Stromazellen im Knochenmark exprimiert und 

inhibiert über seinen chemotaktischen Gradienten die Migration der PMNs ins 

Blut. Durch den Granulozyten-Kolonie stimulierenden Faktor (G-CSF) wird die 

SDF-1 Expression der Stromazellen sowie der CXCR4-Rezeptor der PMNs 

inhibiert und die neutrophilen Granulozyten gelangen in das Blut (Summers et 

al., 2010). Während inflammatorischer Prozesse ist hingegen die Produktion von 

SDF-1 im entzündeten Gewebe erhöht und es ist, neben anderen chemotaktisch 

wirksamen Zytokinen, wichtig für die Migration neutrophiler Granulozyten vom 

Kreislauf in Richtung Infektfokus (Summers et al., 2010, Konrad et al., 2017). 

Durch eine inflammationsbedingte Hochregulation der SDF-1 Rezeptoren der 

PMNs wird dies weiter gefördert (Summers et al., 2010). Chemotaktische 

Gradienten spielen insbesondere im Anschluss an die Migration durch das 

Endothel eine wichtige Rolle in der Neutrophilen-Migration (Kolaczkowska und 

Kubes, 2013). Neben den gewebsspezifischen Zellen sind Thrombozyten 

ebenfalls eine wichtige SDF-1 Quelle in der Inflammation. Hierdurch wird die 

Migration und Aktivierung der Leukozyten beeinflusst (Chatterjee et al., 2015, 

Stellos et al., 2008). An der PMN-Organmigration während Inflammation sind 

beide bekannten Rezeptoren für SDF-1 involviert (Xu et al., 2007, Summers et 

al., 2010, Ngamsri et al., 2017). Jedoch scheint CXCR7 mit seiner erhöhten SDF-

1 Affinität besonders in der Frühphase der Entzündung eine Rolle im PMN-Influx 

zu spielen (Ngamsri et al., 2017, Wang et al., 2018), während CXCR4 bei akuten 

Lungenschäden erst nach 24 Stunden am stärksten auf den neutrophilen 

Granulozyten exprimiert wird (Petty et al., 2007). Die Abbildung vier gibt einen 

Überblick über den Einfluss von SDF-1 und dessen Rezeptoren unter 

physiologischen Bedingungen und während Inflammation. 
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Abbildung 4: SDF-1, CXCR4 und CXCR7 und ihre Rolle in der Neutrophilen-Migration. Nach eigener 
Darstellung abgebildet sind SDF-1 (gelb) und seine Rezeptoren CXCR4 (rot) und CXCR7 (grün) unter 
physiologischen Bedingungen im Knochenmark (A) und während Inflammation (B). (A) SDF-1 (aus den 
Knochenmarks-Stromazellen) hält gemeinsam mit CXCR4 (auf den PMNs) in Abwesenheit einer 
Inflammation als Retentionsfaktor die PMNs im Knochenmark und hindert sie an der Migration ins Blut. (B) 
Durch die inflammatorische Reduktion der SDF-1 Expression der Stromazellen im Knochenmark werden die 
neutrophilen Granulozyten ins Blut freigesetzt. Während Sepsis ist durch die generalisierte Inflammation die 
SDF-1 Expression der Organe erhöht, die PMNs migrieren aus dem Blut in das Gewebe und vermitteln dort 
Organschäden (Summers et al., 2010, Liu et al., 2015, Xu et al., 2007, Phillipson und Kubes, 2011, Grommes 
und Soehnlein, 2011, Clark et al., 2007). 

Beide Rezeptoren unterscheiden sich in den von ihnen ausgelösten 

Signalkaskaden. CXCR4 ist hauptsächlich über die Aktivierung von G-Proteinen 

aktiv, wohingegen CXCR7 als „atypischer Chemokinrezeptor drei“ (ACKR3) 

vornehmlich keine G-Proteine aktiviert (Tsou et al., 2018, Wang et al., 2018). Die 

Aktivierung von inhibitorischen G-Proteinen durch CXCR4 führt zur Aktivierung 

der „Extracellular-signal Regulated Kinase 1/2“ (ERK1/2), des „Phosphoinositid-

3-Kinase / Proteinkinase B“ Signalweges (PI3K/Akt-Signalweg) und von NfκB. 

Darüber hinaus beeinflusst CXCR4 den „Januskinase / Signal Transducers and 

Activators of Transcription“ Signalweg (JAK/STAT-Signalweg) und wirkt über 

beta-Arrestin (Tsou et al., 2018). Hierdurch werden Chemotaxis, Genexpression 

und Zellzyklus beeinflusst (Tsou et al., 2018, Teicher und Fricker, 2010). CXCR7 
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wurde initial ausschließlich als Decoy-Rezeptor betrachtet, der mit seiner 

höheren Affinität für SDF-1 (Wang et al., 2018) als „Köder“ und damit kompetitiv 

antagonistisch um SDF-1 mit CXCR4 wirkt (Boldajipour et al., 2008). Er 

erleichtert hierdurch den Aufbau chemotaktischer Gradienten (Huynh et al., 

2020). Jedoch werden auch intrazelluläre Effekte über CXCR7 vermittelt: CXCR7 

kann sowohl inhibierend als auch verstärkend auf die SDF-1/CXCR4 Achse 

durch Heterodimerisation mit CXCR4 und durch Rekrutierung von β-Arrestin 

wirken (Levoye et al., 2009, Huynh et al., 2020). 

2.3. Adenosinrezeptor A2B in der Inflammation 

Sowohl ATP als auch Adenosin sind für die Regulation von 

Entzündungsprozessen von Bedeutung und ihre extrazellulären Konzentrationen 

können akut während Inflammation stark ansteigen (Ohta und Sitkovsky, 2001, 

Bours et al., 2006). Durch hohe intrazelluläre Konzentrationen spielt 

insbesondere ATP als DAMP eine wichtige Rolle und wird beim Zelluntergang 

freigesetzt (Gotts und Matthay, 2016). Zusätzlich können sowohl ATP als auch 

Adenosin aktiv im Rahmen einer Inflammation durch zum Beispiel neutrophile 

Granulozyten sezerniert werden (Bours et al., 2006). Bei der Kontrolle 

extrazellulärer ATP- und Adenosinkonzentrationen spielen Ektoenzyme eine 

wichtige Rolle (Bours et al., 2006). Die Apyrase CD39 baut ATP zu 

Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosinmonophosphat (AMP) ab und die 5´-

Nukleotidase CD73 reguliert als Schlüsselenzym den Abbau von AMP zu 

Adenosin (Barletta et al., 2012). Beide Ektoenzyme können membrangebunden 

oder in löslicher Form vorkommen (Bours et al., 2006). Das extrazelluläre 

Adenosin besitzt nur eine kurze Halbwertszeit und wird entweder von der 

Adenosindeaminase zu Inosin abgebaut oder von der Adenosinkinase wieder zu 

AMP phosphoryliert (Barletta et al., 2012). 

Extrazelluläres Adenosin bindet an einen der vier G-Protein gekoppelten 

Adenosinrezeptoren (Barletta et al., 2012). Die Adenosinrezeptoren A1 und A3 

werden aufgrund ihrer hohen Affinität zu Adenosin durch niedrige 

Adenosinkonzentrationen aktiviert, wohingegen erst hohe 

Adenosinkonzentrationen die Adenosinrezeptoren A2A und A2B aktivieren 
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können. Alle vier Adenosinrezeptoren werden von neutrophilen Granulozyten 

exprimiert. Neutrophile Granulozyten können darüber hinaus nach Aktivierung 

die extrazelluläre Adenosinkonzentration weiter erhöhen, sowohl über die 

Freisetzung von ATP oder Adenosin als auch über die Inhibierung der 

Adenosindeaminase (Barletta et al., 2012, Bours et al., 2006). Bei niedrigen 

Konzentrationen fördert Adenosin über A1 und A3 die PMN-Chemotaxis und 

deren Aktivierung. In höheren Konzentrationen hemmt es dagegen über die A2A 

und A2B Adenosinrezeptoren die proinflammatorische Reaktion der neutrophilen 

Granulozyten, die damit einhergehende Gewebsschädigung sowie die 

Transmigration der PMNs durch eine Verbesserung der endothelialen 

Barrierefunktion (Barletta et al., 2012). 

Der A2B Adenosinrezeptor wirkt primär über die Aktivierung von Gs-Proteinen und 

die Bildung von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) durch die 

Adenylatzyklase (Ham und Rees, 2008). Dieser Rezeptor wurde sowohl 

allgemein während Sepsis als auch auf zellulärer Ebene auf neutrophilen 

Granulozyten mit der Limitierung der Inflammationsreaktion in Verbindung 

gebracht (Csóka et al., 2010, Barletta et al., 2012, van der Hoeven et al., 2011). 

Seine Aktivierung vermindert die Permeabilität von Epithelien und Endothelien 

(Aherne et al., 2015, Barletta et al., 2012, Eckle et al., 2008, Konrad et al., 2017) 

und hemmt die PMN-Aktivierung (van der Hoeven et al., 2011). Mäuse ohne A2B 

Adenosinrezeptor zeigten während einer polymikrobiellen Sepsis eine erhöhte 

Mortalität einhergehend mit gesteigerten Zytokin- und Chemokinkonzentrationen 

in den Organen und im Blutplasma (Csóka et al., 2010). Im Rahmen von 

hypoxischen Bedingungen und Ischämie reduzierte der A2B Adenosinrezeptor 

kardiale und renale Zellschäden und die dortige Inflammation im Tierversuch 

(Grenz et al., 2008, Eckle et al., 2007). Entgegengesetzt hierzu gibt es auch 

experimentelle Hinweise auf proinflammatorische Auswirkungen des A2B 

Adenosinrezeptors bei chronisch-entzündlichen Erkrankungen wie Asthma 

bronchiale (Chandrasekaran et al., 2019, Zhong et al., 2004) oder chronischer 

Kolitis (Kolachala et al., 2008). Eine Verbindung des A2B Adenosinrezeptors zum 

SDF-1/CXCR4- beziehungsweise CXCR7-Signalweg wurde bereits mehrfach 

beschrieben (Yang et al., 2008, Konrad et al., 2017, Richard et al., 2006). Beide 
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Signalwege beeinflussen sich gegenseitig während Inflammation und Hypoxie 

und modulieren hierdurch Zellfunktionen. 

2.4. Fragestellungen der Arbeit 

Sepsis ist eine ebenso häufige wie schwerwiegende Erkrankung, deren 

Pathophysiologie unvollständig verstanden ist und deren Therapie bisher nicht 

die fehlregulierte Immunantwort beheben kann. Ein besseres Verständnis dieser 

Mechanismen würde den Weg zu neuen Therapieoptionen eröffnen. Das Ziel 

dieser Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses beider SDF-1 Rezeptoren auf 

die akute Inflammation bei Sepsis. Da Adenosin die Inflammationsreaktion 

beeinflusst und es Hinweise auf eine Verknüpfung des A2B Adenosinsignalweges 

mit dem SDF-1 Signalweg gibt, wurde dieser Zusammenhang ebenfalls 

berücksichtigt. Um die Fragestellungen dieser Arbeit zu untersuchen, wurde 

durch Zymosan oder Mäusefäkalien eine Peritonitis und Sepsis in Mäusen 

induziert, diese prophylaktisch oder therapeutisch mit SDF-1 

Rezeptorantagonisten behandelt und die Organmigration neutrophiler 

Granulozyten, die Bildung von PNCs und die Freisetzung inflammatorischer 

Mediatoren beurteilt. 

Diese Arbeit beschäftigt sich im Detail mit den folgenden Fragestellungen: 

• Welche Rolle besitzen die SDF-1 Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 in der 

Zymosan- und fäkal-induzierten Peritonitis und Sepsis? 

o Wie wird die PMN-Migration in die Organe durch die spezifische 

CXCR4- (AMD3100) und CXCR7-Antagonisierung (CCX771) 

beeinflusst? 

o Welchen Einfluss haben die Antagonisten auf die histologisch 

sichtbare Entzündungsreaktion und den immunhistochemischen 

Nachweis der PMNs und PNCs in den Organen? 

o Wie wird die PNC-Bildung im Blut durch den Antagonismus 

beeinflusst? 

o Wie wird die Konzentration inflammatorischer Zytokine und 

Chemokine im Plasma durch die Antagonisten beeinflusst? 
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o Besitzt eine therapeutische Behandlung mit den SDF-1 

Rezeptorantagonisten ebenfalls einen Einfluss auf die PMN-

Migration und auf die Konzentrationen der inflammatorischen 

Zytokine im Plasma? 

• Wird ein möglicher protektiver Effekt der SDF-1 Rezeptorantagonisten in 

der Zymosan-induzierten Sepsis durch den A2B Adenosinrezeptor 

vermittelt? 

o Wird die PMN-Migration in die Organe in A2B Knockout Tieren durch 

den CXCR4- und CXCR7-Antagonismus beeinflusst? 

o Welchen Einfluss haben die Antagonisten auf die histologisch 

sichtbare Inflammationsreaktion und den immunhistochemischen 

Nachweis der PMNs und PNCs in den Organen in A2B Knockout 

Tieren? 

o Verändert sich die PNC-Bildung im Blut nach Antagonistengabe 

und A2B Knockout? 

o Wie verändert sich in den Wildtyp-Tieren die Expression des A2B 

Adenosinrezeptors während Zymosan-induzierter Peritonitis und 

Sepsis und SDF-1 Rezeptorantagonismus? 

o Wie ist die Konzentration inflammatorischer Zytokine und 

Chemokine nach Antagonistengabe und A2B Knockout? 

Zusammenfassend beschäftigt sich diese Arbeit mit der Frage, ob ein protektiver 

Effekt der SDF-1 Rezeptorantagonisten bei Sepsis besteht und dieser über den 

A2B Adenosinrezeptor vermittelt wird. Die Ergebnisse werden im Hinblick auf ihre 

klinische Anwendbarkeit diskutiert.  
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3. Materialien und Methoden 

3.1. Materialien 

Für die in vivo Versuche wurden die Mäuse in natürlichen Tag-Nacht-Zyklen unter 

pathogenfreien Bedingungen gehalten. Die Mäuse waren männlich und bei 

Durchführung der Versuche zwischen acht und zwölf Wochen alt (Wildtyp: 

C57BL/6NCrl, Charles River, Sulzbach, Deutschland. A2B Knockout Tiere: Katya 

Ravid PhD, Boston University, School of Medicine, Department of Biochemistry, 

USA). Die Genehmigung der Tierversuche wurde durch das 

Regierungspräsidium Tübingen erteilt (A04/16). 

3.1.1. Geräte 

Produktbezeichnung Produkt-Nr. Hersteller 

BD FACS Canto II Flow Cytometer 338960 BD Bioscience, Heidelberg, DE 

Eismaschine AF-103 Scotsman, Vernon Hills, USA 

Einbettgerät / Paraffinausgießstation 

/ Histoembedder 

EG-1160 Leica, Wetzlar, DE 

Gewebeinfiltrationsautomat TP-1020 14042230543 Leica Biosystems, Nussloch, DE 

Heraeus Fresco 17 Zentrifuge 75002420 Thermo Scientific, Bonn, DE 

Homogenisator Precellys 24 03119-200-RD000 Bertin Technologies SAS, Montigny-

le-Bretonneux, FR 

Inkubationswasserbad Typ 1003 GFL, Burgwedel, DE 

Magnetrührer RCT basic 442-0603 IKA Labortechnik, Staufen, DE 

Paraffin-Strecktisch / Wärmeplatte HI-1220 Leica, Wetzlar, DE 

Rotationsmikrotom RM-2235 Leica, Wetzlar, DE 

Wasserbad HI-1210 Leica, Wetzlar, DE 

Mastercycler gradient 950000015 Eppendorf, Hamburg, DE 

Mehrkanalpipette 3114000158 Eppendorf, Hamburg, DE 

Mikroskop: Leica DM IL 30301 Leica, Wetzlar, DE 

Mikroskop: Leica DM IRB 55853 Leica, Wetzlar, DE 
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Nanodrop2000 Spectrophotometer 10045275 Peqlab Biotechnologie, Erlangen, 

DE 

Neo Lab Shaker 7-0952 neoLab Migge GmbH, Heidelberg, 

DE 

PerfectSpin P, PCR-Plattten-

Zentrifuge 

91-PSPIN-P Peqlab Biotechnologie, Erlangen, 

DE 

Pinzetten BD312R, BD311R Aesculap, Tuttlingen, DE 

Hydroflex Elisa (Plate-washer) 30045769 / 1211006442 Tecan, Crailsheim, DE 

Scheren BC590R, BC060R Aesculap, Tuttlingen, DE 

T100 Thermal Cycler 1861096 Bio-Rad, Hercules, USA 

CFX96 1855195 Bio-Rad, Hercules, USA 

CFX Connect 1855200 Bio-Rad, Hercules, USA 

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, DE 

Thermoschüttler AK-82 Infors AG, Bottmingen, CH 

Vortex–Genie 2 SI-0236-SI-0256 Scientific Industries Inc, New York, 

USA 

Waage HR-120 A&D Instruments Ltd, Abingdon, UK 

Waage PK-4800 Ohaus, Kirchheim, DE 

Zentrifuge Biofuge fresco 75003327 Heraeus Instruments GmbH, 

Hanau, DE 

Zentrifuge Megafuge 1.0R 75003060 Heraeus Instruments GmbH, 

Hanau, DE 
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3.1.2. Verbrauchsmaterialien 

Produktbezeichnung ID Hersteller 

Deckgläser 01-2460/1 R. Langenbrinck, Emmendingen, DE 

Zellsieb / EASYstrainer 70 μm steril 542070 Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 

Einbettkassetten Rotilapo K113.1 Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Falcon klein / Cellstar Tubes 188271 Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 

Filter Tip PP natural 0,1-10 μL super 

slim 

07-613-8300 Nerbe plus GmbH, Winsen, DE 

Filter Tip PP natural 0,1-10 μL short 07-602-8300 Nerbe plus GmbH, Winsen, DE 

Filter Tip PP natural 0-20 μL 07-622-8300 Nerbe plus GmbH, Winsen, DE 

Filter Tip PP natural 0-200 μL 07-662-8300 Nerbe plus GmbH, Winsen, DE 

Filter Tip PP natural 100-1000 μL 07-693-8300 Nerbe plus GmbH, Winsen, DE 

GAZIN Mullkompressen 18501 Lohmann & Rauscher, Neuwied, DE 

Gesichtsmaske 3m Aura 9320+ 3M, Saint Paul, USA 

Untersuchungshandschuhe 290418 Abena, Oberderdingen, DE 

Kanülen Microlance 20 G 301300 Becton Dickinson, Heidelberg, DE 

Kanülen Microlance 24 G 304100 Becton Dickinson, Heidelberg, DE 

Kanülen Microlance 25 G 300400 Becton Dickinson, Heidelberg, DE 

Kanülen Microlance 27 G 302200 Becton Dickinson, Heidelberg, DE 

Nunc Kryoröhrchen 368632 Thermo Scientific, Bonn, DE 

Microseal B MSB1001 Bio-Rad Laboratories, München, DE 

Mikrotiterplatte GB655101 Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 

Multiplate PCR Plates MLL9601 Bio-Rad, Hercules, USA 

Multi-Safe Seal Tubes 7083.1 Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Objektträger 03-0004 R. Langenbrinck, Emmendingen, DE 

Objektträger Superfrost+ 03-0060 R. Langenbrinck, Emmendingen, DE 

Parafilm M PM-999 Carl Roth, Karlsruhe, DE 
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Falcon konisches 

Zentrifugenröhrchen 50ml 

352070 Corning B.V. Life Sciences, 

Amsterdam, NLD 

Polystyrene Round-Bottom Tube 5 ml 352052 Corning B.V. Life Sciences, 

Amsterdam, NLD 

Pipettenspitze 10 μl VT0210 Biozym Scientific GmbH, Hessisch 

Oldendorf, DE 

Pipettenspitze 0,5-20 μl 2500170 Ratiolab GmbH, Dreieich, DE 

Pipettenspitze 200 μl 70760002 Sarstedt, Nürnberg, DE 

Pipettenspitze 1000 μl 686290 Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 

Pipettenspitze 2000 μl K315.1 Carl Roth, Heidelberg, DE 

Precellys Ceramic Beads 1.4 mm 432-0293 Peqlab Biotechnologie, Erlangen, DE 

Reaction Tubes 1.5 ml 616201 Greiner bio-one, Frickenhausen, DE 

Safe-lock Tubes 0.5 ml 30121023 Eppendorf, Hamburg, DE 

Spritze 1 ml 300013 Becton Dickinson, Heidelberg, DE 

Spritze 2 ml 4606027V Braun, Melsungen, DE 

Spritze 5 ml 4606051V Braun, Melsungen, DE 

Spritze 10 ml 4606108V Braun, Melsungen, DE 

Stripetten 10 ml 356551 Corning B.V. Life Sciences, 

Amsterdam, NLD 

Stripetten 25 ml 356525 Corning B.V. Life Sciences, 

Amsterdam, NLD 

Stripetten 5 ml 356543 Corning B.V. Life Sciences, 

Amsterdam, NLD 

Transfer-Pipette LW 4000 Alpha laboratories limited, Eastleigh, 

UK 

Zählkammer Neubauer 40441 Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & 

Co. KG, Sondheim vor der Rhön, DE 

 

3.1.3. Chemikalien 

Produktbezeichnung ID Hersteller 

2-Propanol I9516 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE 
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ABTS A1888-2G Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE 

Chloroform C2432 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE 

Ethanol 99 % ETO-10000-99-1 SAV-Liquid Produktion GmbH, 

Flintsbach, DE 

Methanol 106009 Merck, Darmstadt, DE 

Na-Citrat 35801 Carl Roth, Karlsruhe, DE 

NaCl 106404 Merck, Darmstadt, DE 

NaN3, Sodiumazide 101541869 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE 

Wasserstoffperoxid 30 % 108597 Merck, Darmstadt, DE 

Xylol 9713.3 Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Zitronensäure 818707 Merck, Darmstadt, DE 

Zymosan A, Saccharomyces 

cerevisiae 

Z4250 

 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE 

 

3.1.4. Medien 

Produktbezeichnung ID Hersteller 

Avidin Blocking Kit SP-2001 Vector Labs, Peterborough, UK 

BD Cytometer Setup & Tracking 

Beads 

641319 BD Bioscience, Heidelberg, DE 

Bluing Reagent 7301 Thermo Scientific, Bonn, DE 

Bovines Serumalbumin (BSA) A7906-50G Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE 

DAB-Peroxidase Substrat-Kid SK-4100 Vector Labs, Peterborough, UK 

DPBS ohne Mg2+ / Ca2+ 14190094 Gibco, Invitrogen, Darmstadt, DE 

DuoSet ELISA IL-6 DY 406 R&D Systems, Wiesbaden, DE 

DuoSet ELISA KC DY 453 R&D Systems, Wiesbaden, DE 

DuoSet ELISA MIP-2 DY 452 R&D Systems, Wiesbaden, DE 

DuoSet ELISA TNF-α DY 410 R&D Systems, Wiesbaden, DE 

Fish Skin Gelatine Oil (FSGO) G 7765 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE 
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Hämatoxylin GHS316 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE 

iScript cDNA Synthesis Kit 70-8891 Bio-Rad Laboratories, München, DE 

iTaq Universal SYBR Green 

Supermix 

172-5124 Bio-Rad Laboratories, München, DE 

Paraffin Rotiplast 6642.5 Carl Roth, Karlsruhe, DE 

PBS-Tabletten Gibco 18912014 Thermo Scientific, Bonn, DE 

Paraformaldehyd (PFA) 4 % P6148 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE 

Reagent Diluent DY995 R&D Systems, Wiesbaden, DE 

Stop Solution 80-184 Enzo Life Sciences, Hines Drive, 

USA 

Substrat Solution DY999 R&D Systems, Wiesbaden, DE 

TriFast peqGOLD 30-2010 Peqlab Biotechnologie, Erlangen, DE 

Triton X-100 A4975 AppliChem, Darmstadt, DE 

Türk’sche Lösung 109277 Merck, Darmstadt, DE 

Unmasking Solution H-3300 Vector Labs, Peterborough, UK 

Vectastain ABC-KIT PK-4004 Vector Labs, Peterborough, UK 

 

3.1.5. Enzyme 

Produktbezeichnung ID Hersteller 

Collagenase XI C7657 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE 

DNAse D4527 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE 

Hyaluronidase H3506 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE 

 

3.1.6. Medikamente 

Produktbezeichnung ID Hersteller 

Desinfektionsspray Softasept 16464M14 Braun, Melsungen, DE 

Heparin-Natrium 13083 Ratiopharm, Ulm, DE 

Ketamin 436057 Hameln Pharma plus GmbH, 

Hameln, DE 
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NaCl 0,9 % 19LA09WB Braun, Melsungen, DE 

Rompun 2 % KP09XOL Bayer, Leverkusen, DE 

 

3.1.7. Antikörper 

Produktbezeichnung ID Hersteller 

CD42b M040-1 EMFRET Analytics GmbH & Co. 

KG, Würzburg, DE 

CD45 103132 BioLegend, San Diego, USA 

CD62L 104424 BioLegend, San Diego, USA 

CD62P 148304 BioLegend, San Diego, USA 

CD162 / PSGL-1 555306 BD Bioscience, Heidelberg, DE 

Ly6G 127618 BioLegend, San Diego, USA 

Normal rat IgG sc-2026 Santa Cruz Biotechnology, 

Heidelberg, DE 

Rabbit Anti-Rat IgG Antibody BA-4000 Vector Labs, Peterborough, UK 

Rat Anti-Mouse CD11b MCA711G Bio-Rad Laboratories, München, DE 

Rat Anti-Mouse CD41 SM2035P OriGene, Herford, DE 

 

3.1.8. CXCR4- und CXCR7-Antagonisten 

Produktbezeichnung ID Hersteller 

AMD3100 155148-31-5 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE 

CCX771 PC-60212 ChemoCentryx, Mountain View, USA 
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3.2. Methoden 

3.2.1. In vivo PMN-Migration und PNC-Bildung 

Induktion der Peritonitis und Sepsis 

Die Peritonitis und Sepsis wurden durch eine intraperitoneale (i.p.) Injektion mit 

Zymosan (siehe Abbildung 5) oder Mäusefäkalien induziert. Zymosan ist ein 

Bestandteil des Hefepilzes Saccharomyces cerevisiae, der eine starke 

Immunreaktion hervorruft. Das Polysaccharid kommt in Verbindung mit Proteinen 

in der Zellwand von Hefen vor (Volman et al., 2005). 

 

 

Abbildung 5: Strukturformel Zymosan A 

Den Mäusen wurde vier Stunden vor der Entnahme der Peritoneallavage und der 

Organe ein ml Zymosanlösung injiziert (Konzentration: ein mg Zymosan pro ein 

ml 0,9 % NaCl). Für die fäkal-induzierte Peritonitis (FIP) wurde eine Lösung mit 

80 mg Mäusefäkalien in einem ml Glukoselösung (einprozentige Glukose, 0,9 % 

NaCl) hergestellt. Hierfür wurden 15 g Mäusekot in 100 ml Glukose / NaCl Lösung 

gelöst und für 30 Minuten bei 37 °C im Überkopfschüttler vermischt. 

Anschließend wurde die Lösung mehrmals gefiltert und mit 87,5 ml Glukose / 

NaCl Lösung gespült. Die FIP-Lösung wurde zu je fünf ml aliquotiert und bei -20 

°C eingefroren. Im Tierversuch wurde den Mäusen zehn ml/kg Körpergewicht 

(KG) der Fäkalien-Lösung verabreicht. Bei Eintreten von bestimmten 

Abbruchkriterien wie Tachypnoe, gesträubtem Fell oder Apathie des Tieres 

erfolgte der Versuchsabbruch. 
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Behandlung mit CXCR4- und CXCR7-Antagonisten 

Es wurde zwischen einer prophylaktischen und einer therapeutischen 

Behandlung mit den CXCR4- und CXCR7-Antagonisten AMD3100 und CCX771 

unterschieden. Die prophylaktische Gabe des CXCR4-Antagonisten (AMD3100, 

zehn mg/kg KG) erfolgte intraperitoneal eine Stunde vor der Zymosan- oder 

Fäkalieninjektion. Die prophylaktische Gabe des CXCR7-Antagonisten 

(CCX771, zehn mg/kg KG) erfolgte subkutan eine Stunde vor der Zymosan- oder 

Fäkalieninjektion. Im Zymosanmodell wurde ebenfalls eine therapeutische Gabe 

der beiden Antagonisten bei gleicher Dosierung und gleichem Injektionsort eine 

Stunde nach der Zymosaninjektion durchgeführt. Die A2B Knockout Tiere wurden 

ausschließlich prophylaktisch eine Stunde vor der Zymosaninjektion mit den 

Antagonisten behandelt. Bei den A2B Knockout Tieren wurde keine fäkal-

induzierte-Peritonitis durchgeführt. Die folgende Abbildung fasst die 

Behandlungen in den Tierversuchen zusammen. 

 

 

Abbildung 6: Prophylaktische und therapeutische Behandlung mit den Antagonisten AMD3100 und 

CCX771 in der Zymosan- und fäkal-induzierten Peritonitis und Sepsis. 

Entnahme von Blut, Peritoneallavage und Organen 

Vor der Organentnahme wurden die Versuchstiere durch eine intraperitoneal 

verabreichte Narkoselösung (10 µl/g KG) anästhesiert. Diese setzte sich aus 200 

µl Ketamin (50 mg/ml), 50 µl Rompun (20 mg/ml) und 750 µl isotonischer 

Kochsalzlösung zusammen. Nach fünf Minuten wurde die Narkosetiefe überprüft 

(Ausbleiben der Reflexe, erniedrigte Herz- und Atemfrequenz) und die Mäuse mit 

Kanülen fixiert. Um Kontaminationen durch Tierhaare bei der Entnahme der 

Peritoneallavage (PL) und der Organe zu vermeiden, wurde das Fell mit Glycerin 
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benetzt. Anschließend wurde durch einen Hautschnitt die Sicht auf das 

Peritoneum und die darüberliegende Muskelschicht hergestellt und fünf ml kalte 

PBS-Lösung (Phosphate Buffered Saline, Ca2+/Mg2+-frei) intraperitoneal injiziert. 

Nach dem Verteilen der Flüssigkeit durch leichtes Massieren der Bauchdecke 

wurde die Haut abpräpariert und drei ml PL entnommen und kaltgestellt. Ein Teil 

des Peritoneums wurde gemeinsam mit der Bauchmuskulatur entfernt und für 

weitere Untersuchungen eingefroren. Das Zwerchfell wurde durchtrennt und der 

Thorax eröffnet. Aus dem rechten Ventrikel entnahmen wir 300-500 µl Blut und 

spülten den Kreislauf durch Injektion von drei ml PBS in den rechten Ventrikel 

nach Durchtrennen der Vena cava inferior oberhalb der Iliakalbifurkation. 

Hierdurch wurde das Blut aus den Organen entfernt. Das Herz-Lungen-Paket 

wurde entnommen. Der rechte Mittellappen der Lunge wurde gemeinsam mit der 

linken Lunge für durchflusszytometrische Untersuchungen in einer Petrischale 

zerkleinert und in einer Enzymlösung aus 2,5 ml PBS und je 2,5 µl Hyaluronidase, 

DNAse und Kollagenase auf Eis kaltgestellt. Der rechte Oberlappen der Leber 

wurde ebenfalls zerkleinert und in einer Enzymlösung mit gleicher 

Zusammensetzung kaltgestellt. Der Ober- und Unterlappen der rechten Lunge 

wurde zusammen mit restlicher Leber, Niere, Milz und Darm für weitere 

Untersuchungen in Kryo-Tubes bei -80° C eingefroren. 

Weitere Verarbeitung von Blut, PL, Lunge und Leber 

Verarbeitung der Blutproben 

Von den Blutproben wurden je zehn µl in 90 µl Türkscher Lösung gelöst und die 

Leukozyten in der Neubauer-Zählkammer bestimmt. In die Fluorescence 

Activated Cell Sorting (FACS) Röhrchen wurde 50 µl Antikörpermix vorgelegt, 

darauf 100 µl der Blutproben pipettiert und die Blutproben für 20 Minuten bei vier 

Grad Celsius im Dunkeln inkubiert. Die restlichen 200 – 400 µl der Blutproben 

wurden bei 1300 Umdrehungen pro Minute (rpm) und vier Grad Celsius für zehn 

Minuten zentrifugiert, der Überstand abpipettiert und das Plasma für weitere 

Untersuchungen eingefroren. 

Zusammensetzung Antikörper-Mix: 1 µl Ly6G PE-Cy7  

(Phycoerythrin-Cyanine 7)  
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1 µl CD45 PerCP (Peridinin-

Chlorophyll-Protein)  

1 µl CD42b FITC (Fluorescein-

Isothiocyanat)  

47 µl Färbepuffer (FP)  

Zusammensetzung FP:     1 l PBS 

       10 g bovines    

       Serumalbumin (BSA) 

       5 ml NaNO3 

Anschließend wurde ein ml Erythrozyten-Lyse-Puffer hinzugegeben und die 

Proben inkubierten für weitere zehn Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur 

(RT). 

Zusammensetzung Erythrozyten-Lyse-Puffer:  8 g NH4Cl 

840 mg NaHCO3 

37 mg EDTA 

(Ethylendiamintetraacetat) 

1 l Aqua dest. (destilliertes 
Wasser) 

Die Lyse wurde mit einem ml FP gestoppt und die Proben bei vier Grad Celsius 

und 1300 rpm für zehn Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 

die Lyse wiederholt. Dann wurden die Blutproben zweimal mit zwei ml FP 

gewaschen, jeweils bei 1300 rpm und vier Grad Celsius für zehn Minuten 

zentrifugiert und der Überstand verworfen. Es wurden 400 µl Cellfix 

hinzugegeben und die Proben bis zur Analyse im Durchflusszytometer 

lichtgeschützt bei vier Grad Celsius aufbewahrt. 

Zusammensetzung Cellfix: 200 µl FP 

200 µl Paraformaldehyd 

(PFA), vierprozentig 
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Verarbeitung von PL und Organen 

Die PL wurde für fünf Minuten bei 1300 rpm und vier Grad Celsius zentrifugiert 

und anschließend der Überstand für die Zytokinbestimmung aliquotiert. Das 

Zellpellet wurde in einem ml FP gelöst und die Zellzahl nach Anfärbung mit 

Türkscher-Lösung bestimmt. Die Organe in der Enzymlösung wurden für eine 

halbe Stunde bei 37 °C und 70 rpm im Schüttelinkubator inkubiert, durch ein 70 

µm Zellsieb gesiebt und auf 20 ml mit PBS aufgefüllt. Darauf erfolgte eine 

Zentrifugation der Lungen- und Leberzellen für zehn Minuten bei 1300 rpm und 

vier Grad Celsius. Der Überstand wurde verworfen und in jedes Falcon 2,5 ml 

Erythrozyten-Lyse-Puffer gegeben. Durch Vortexen wurde das Pellet gelöst und 

im Lysepuffer für fünf Minuten inkubiert. Die Lyse wurde durch die Zugabe 

weiterer 17,5 ml des FP gestoppt und die Zellsuspension für zehn Minuten bei 

1300 rpm und vier Grad Celsius zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der 

Überstand verworfen. Das Zellpellet der Lunge wurde in 500 µl und das Pellet 

der Leber in 2000 µl FP gelöst. Die Zellzahl der Leukozyten wurde wie 

beschrieben in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Die PL und die 

Organproben wurden vor der Anfärbung noch auf eine Konzentration von 2000 

Zellen/µl verdünnt oder resuspendiert. Zu 100 µl der verdünnten Zellsuspension 

wurden 50 µl Antikörper-Mix gegeben. Dieser inkubierte für 20 Minuten im 

Dunkeln bei vier Grad Celsius. 

Nach der Inkubationszeit wurden die Proben noch zweimal mit zwei ml FP 

gewaschen und bei 1300 rpm und vier Grad Celsius für fünf Minuten zentrifugiert. 

Der Überstand wurde jeweils verworfen und 400 µl Cellfix nach dem Waschen 

zur Fixierung der Zellen hinzugegeben. 

Durchflusszytometrische Bestimmung der transmigrierten neutrophilen 

Granulozyten und der Bildung von Plättchen-Neutrophilen-Komplexen (PNCs) 

Die in Peritonealraum, Lunge und Leber migrierten neutrophilen Granulozyten 

wurden durchflusszytometrisch bestimmt (BD FACS Canto II). Die Auswertung 

erfolgte mit FlowJo (Version 7.8.2). Im Blut wurden die neutrophilen Granulozyten 

und die Plättchen-Neutrophilen-Komplexe (PNCs) bestimmt. Hierfür wurden die 

Leukozyten zuerst anhand ihres charakteristischen Verhaltens im Forward 
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Scatter und Side Scatter aufgetrennt. Es erfolgte zur Auswahl der Leukozyten 

eine weitere Unterteilung in CD45+- und CD45--Populationen. CD45 ist ein 

allgemeiner Leukozytenmarker (Rheinländer et al., 2018). In der Population der 

CD45+ Zellen wurden die PMNs (Ly6G+-Zellen) ermittelt. Die Anzahl der PMNs 

wurde über die durchflusszytometrisch ermittelten prozentualen Anteile der 

CD45+- und Ly6G+-Zellen der in der Zählkammer ermittelten 

Leukozytengesamtzahlen errechnet. In den Blutproben wurde die Ly6G+-

Population der PMNs weiter in CD42b+-Zellen unterteilt, um die PNC-Bildung 

darzustellen. Auf den PNCs wurde die mediane Fluoreszenzintensität (MFI) von 

P-Selektin (CD62P), L-Selektin (CD62L) und PSGL-1 (P-Selektin Glykoprotein 

Ligand-1, CD162) bestimmt. Die MFI ist ein Maß für die Menge an gebundenem 

fluoreszierendem Farbstoff pro gemessene Partikel. Hierfür wird der Median der 

Fluoreszenzintensität des ausgewählten Farbstoffes durch die FlowJo-Software 

errechnet. In der folgenden Abbildung werden die durchflusszytometrischen 

Auswertungen mit FlowJo dargestellt: 

 

 

Abbildung 7: Auswertung mit FlowJo, Forward und Side Scatter. Die Gates fassen die 
Leukozytenpopulationen im Forward und Side Scatter. In (A) ist die peritoneale Lavage, in (B) die Lunge 
und in (C) die Leber abgebildet. 
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Abbildung 8: Auswertung der Leukozytengates am Beispiel der peritonealen Lavage. Links sind die 
Gates der CD45-- und CD45+-Populationen abgebildet, in der rechten Abbildung die Ly6G+-Population der 

PMNs innerhalb der CD45+-Zellen. 

 

 

Abbildung 9: Auswertung der PNC-Quantifizierung in den Blutproben. Links ist die Auswahl der PMNs 
innerhalb CD45+-Population abgebildet. Diese wurde anschließend in die CD42b+-Zellen unterteilt, um die 
PNCs zu quantifizieren (im rechten Teil der Abbildung dargestellt). 

3.2.2. Histologie 

Induktion der Peritonitis und Sepsis, Organentnahme und Fixierung der Organe 

Peritonitis und Sepsis wurde wie beschrieben durch eine intraperitoneale 

Injektion von Zymosan oder der Fäkalienlösung ausgelöst. Die Tiere wurden eine 

Stunde zuvor prophylaktisch mit den CXCR4- oder CXCR7-Antagonisten 

behandelt. Nach Narkotisierung wurde das Peritoneum und der Thorax eröffnet, 
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die Vena cava inferior durchtrennt und der Kreislauf durch Injektion von drei ml 

PBS in den rechten Ventrikel gespült. Anschließend wurden die Lungen mit 

vierprozentigem Formalin fixiert. Dazu wurde die Haut vom Unterkiefer abwärts 

abpräpariert und die Trachea freigelegt. Die Trachea wurde mit einer arteriellen 

Kanüle punktiert und der Bronchialbaum mit Formalin umspült. Dafür wurde eine 

20 ml Spritze 20 cm oberhalb der Maus befestigt und das Formalin passiv für fünf 

Minuten in die Lunge geleitet. Hierdurch wurde ein schonendes Entfalten der 

Lungen gewährleistet. Leber und Peritoneum wurden entnommen und 

gemeinsam mit der Lunge über 24 Stunden in Formalin gelagert. 

Paraffineinbettung und Anfertigung der Gewebeschnitte 

Die Organe wurden für zwei Stunden in 70 % Alkohol überführt. Mit dem 

Gewebeinfiltrationsautomaten wurde das Gewebe in Paraffin eingebettet und mit 

dem Histoembedder in Paraffinblöcke gegossen. Am Rotationsmikrotom wurden 

drei µm dicke Organschnitte erstellt. Diese wurden zuerst in ein kaltes und 

anschließend in ein 37 ºC warmes Wasserbad überführt. Von dort wurden sie auf 

Objektträgern fixiert und über Nacht auf einer Wärmeplatte getrocknet. 

Immunhistochemische Färbung der PNCs 

Die Objektträger wurden für fünf Minuten in Xylol und anschließend jeweils für 

fünf Minuten in einer Ethanolreihe fallender Konzentration inkubiert (100 %, 95 

%, 70 %, Aqua dest.). Dies diente der Entparaffinierung und Rehydrierung. Zur 

Inaktivierung der endogenen Peroxidase wurden die histologischen Präparate für 

30 Minuten in eine Lösung aus 200 ml Methanol und drei ml Wasserstoffperoxid 

(30 %) gegeben und danach zweimal für fünf Minuten in destilliertem Wasser 

gewaschen. Es wurden drei ml Unmasking-Solution in 320 ml Aqua dest. gelöst 

und die Objektträger für sieben Minuten in der Mikrowelle (600 Watt) in der 

Lösung erhitzt. Dabei wurde darauf geachtet die Präparate nicht Austrocknen zu 

lassen. Anschließend kühlten die Objektträger für eine Stunde bei RT ab. Die 

Präparate wurden in PBS gespült und mit dem Peroxidase-Anti-Peroxidase Pen 

(PAP-Pen) Kreise um die Organschnitte gezogen. In diese wurde die Avidin-

Blocking-Solution aufgetragen. 
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Avidin-Blocking-Solution:   1 ml 0,5 % Fish Skin Gelatine Oil  

      (FSGO) / PBS 

       100 µl Normal-Goat-Serum (NGS) 

       4 Tropfen Avidin-Blocking-Solution 

Die Präparate inkubierten in einer feuchten Kammer bei RT für eine Stunde und 

wurden in PBS gewaschen. Der Primär-Antikörper (Primär-AK, CD41 Rabbit 

Anti-Mouse), der an Thrombozyten bindet, wurde in Biotin-Blocking-Solution 

gelöst und aufgetragen. Es wurde darüber hinaus eine IgG-Kontrolle (Normal 

Rat-IgG) und eine Negativkontrolle angefertigt. Die Präparate wurden über Nacht 

bei vier Grad Celsius in einer feuchten Kammer belassen. 

Biotin-Blocking-Solution   1 µl Primär-AK / Normal Rabbit-IgG 

      1 ml 0,5 % FSGO/PBS 

      100 µl NGS 

      4 Tropfen Biotin-Blocking-Solution 

Der Primär-AK wurde entfernt, die Objektträger in FSGO/PBS- gewaschen und 

der Sekundär-AK (Goat Anti-Rabbit) aufgetragen. Die Objektträger inkubierten 

für eine Stunde in einer feuchten Kammer bei RT. 

Sekundär-AK pro ml:   10 µl Sekundär-AK 

      1 ml 0,5 % FSGO/PBS 

      100 µl NGS  

Während der Inkubationszeit wurde die Avidin-Biotin-Komplex Solution (ABC-

Solution) angesetzt.  

ABC-Solution:    1 ml Aqua dest. 

      20 µl Solution A 

      20 µl Solution B     

Der Sekundär-AK wurde abgekippt und die Präparate in FSGO/PBS gewaschen. 

Nun wurde die ABC-Solution aufgetragen und inkubierte für 30 Minuten in einer 

feuchten Kammer bei RT. Die Diaminobenzidin Solution (DAB-Solution) wurde 
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angesetzt und nach dem Waschen der Objektträger in PBS aufgetragen. Die 

Inkubationszeit betrug fünf Minuten bei RT. 

DAB-Solution:     2 Tropfen Puffer 

      4 Tropfen DAB 

      2 Tropfen H2O2 

Die DAB-Solution wurde abgekippt und die Objektträger in fließendem Wasser 

für fünf Minuten gewaschen. Die Avidin-Blocking-Solution wurde wie beschrieben 

erneut angesetzt, auf die Präparate aufgetragen und inkubierte für eine Stunde 

bei RT. Nach erneutem Waschen wurde der gegen PMNs gerichtete Primär-AK 

(Ly6B.2, Rat-Anti-Mouse), wie für den ersten Primär-AK beschrieben, in Biotin-

Blocking-Solution angesetzt und aufgetragen. Hierbei wurde nun Normal-Rabbit-

Serum (NRS) anstatt des NGS verwendet. Der Primär-AK inkubierte wieder bei 

vier Grad Celsius über Nacht. Die Objektträger wurden am nächsten Tag in 

FSGO/PBS gespült und der Sekundär-AK (Rabbit Anti-Rat) wurde in FSGO/PBS 

und NRS gelöst und aufgetragen. Anschließend wurden nach beschriebener 

Vorgehensweise die ABC- und DAB-Solution aufgetragen und mit PBS / Aqua 

dest. ausgewaschen. Die Gegenfärbung erfolgte mit dem Histogreen-Kit mit einer 

Inkubationszeit von 2,5 Minuten. 

Zusammensetzung Histogreen-Kit:  1 ml Puffer 

2 Tropfen Substrate Solution 

2 Tropfen H2O2    

Die Objektträger wurden für fünf Minuten in PBS gewaschen, kurz in Aqua dest. 

gehalten und für fünf Minuten mit Fast-Nuclear-Red angefärbt. Nach kurzem 

Waschen in PBS wurden die Organschnitte in Ethanol (96 % und 100 %) und 

Xylol dehydriert und in Eukitt eingebettet. 

Immunhistochemische Färbung der PMNs 

Die immunhistochemische Anfärbung der neutrophilen Granulozyten entsprach 

in weiten Teilen der beschriebenen PNC-Färbung. Die Objektträger wurden 

entparaffiniert und rehydriert, die endogene Peroxidase geblockt und die 

Antigenstrukturen durch die Unmasking Solution freigelegt. Im Anschluss wurde 
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die Avidin-Blocking-Solution mit NRS angesetzt und aufgetragen und danach der 

Primär-AK gemeinsam mit der Biotin-Blocking-Solution und NRS auf die 

Objektträger gegeben. Hierfür wurde ein PMN spezifischer AK (Rat Anti-Mouse, 

Ly6B.2) verwendet. Die Präparate inkubierten über Nacht bei vier Grad Celsius 

in einer feuchten Kammer. Am zweiten Tag wurde zuerst der Sekundär-AK 

(Rabbit Anti-Rat) aufgetragen und anschließend die ABC und DAB-Solutions wie 

in der PNC-Färbung aufgebracht. Die Gegenfärbung erfolgte mit Hämatoxylin für 

zehn Sekunden. Unter fließendem Wasser wurden die Objektträger für fünf 

Minuten gewaschen und die Präparate durch die aufsteigende Alkoholreihe und 

Xylol dehydriert. Die Einbettung erfolgte in Eukitt. 

3.2.3. RNA-Isolation 

Zur RNA-Isolation wurden die Organproben aufgetaut und mit Keramik-Beads 

und ein ml Trizol (Trifast) im Homogenisator bei 5500 rpm für 15 Sekunden 

homogenisiert. Nach fünf Minuten wurde 200 µl Chloroform hinzugegeben. Die 

Proben wurden stark geschüttelt oder erneut bei gleicher Einstellung 

homogenisiert. Nach zehn Minuten Inkubationszeit erfolgte eine Zentrifugation 

bei 12.000 g und RT für fünf Minuten. Der wässrige Überstand enthielt die RNA 

und wurde in neue 1,5 ml RNAse freie Eppendorf Cups überführt. Es wurden 500 

µl kaltes Isopropanol hinzugegeben, die Proben von Hand geschüttelt und für 15 

Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation bei 12.000 g und 

vier Grad Celsius für zehn Minuten bildete sich ein RNA-Pellet. Der Überstand 

wurde vollständig abpipettiert und die RNA zweimal mit 75 % Ethanol 

gewaschen. Die RNA wurde während den Waschschritten jeweils bei 12.000 g 

und vier Grad Celsius für zehn Minuten zentrifugiert. Das Ethanol wurde 

abpipettiert und die Proben trockneten für 15 Minuten bei RT. Zum Schluss wurde 

die RNA in 40 µl Nuklease freiem Wasser (NFW) gelöst und eingefroren. 

3.2.4. Umschrieb in complementary DNA (cDNA) 

Vor dem RNA-Umschrieb in cDNA musste die Konzentration der RNA 

photometrisch bei 260 nm bestimmt und die gelöste RNA gegebenenfalls 

verdünnt werden. Aus der Konzentration an RNA in µg/ml ergab sich das 

Mischungsverhältnis von NFW und RNA. Die Gesamtmenge musste 15 µl 
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betragen. Zum eigentlichen Umschrieb der RNA in cDNA wurde das iScript cDNA 

Sythesis Kid von Bio-Rad verwendet. Dieses enthielt einen Reaction-Mix und die 

Reverse-Transkriptase. 

Pro Probe (20 µl) wurde verwendet:  1 µl Reverse Transkriptase 

       4 µl Reaction-Mix 

       15 µl NFW + gelöste RNA 

Der Umschrieb erfolgte im Thermocycler: 5 Minuten bei 20 °C 

       20 Minuten bei 46 °C 

       1 Minuten bei 90 °C 

       4° C hold 

Zum Schluss wurde 140 µl NFW auf jede Probe gegeben. 

3.2.5. Real-time Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) 

Vor dem Pipettieren der Proben auf die PCR-Platte (96 wells) wurde der Primer-

Mix (PM) und der Master-Mix (MM) hergestellt. 

Zusammensetzung PM:    20 µl Forward-Primer 

       20 µl Reverse-Primer 

       160 µl NFW 

Zusammensetzung MM für eine Platte:  500 µl Sybr Green 

       250 µl NFW 

       50 µl Primer Mix 

Die Primer waren auf die Zielgene SDF-1, CXCR4, CXCR7 und A2B gerichtet. Es 

wurden nun zuerst je vier µl der Proben, des Standards und des NFWs 

aufgetragen und dabei vier wells pro Probe verwendet. Somit wurden jeweils 

Duplikate des Zielgens und der Kontrolle angefertigt. Darauf folgten 16 µl des 

MM für Housekeeping- und Zielgen. Hierfür wurde zur Normalisierung der Werte 

des Zielgens ein Primer für die ribosomale 18S RNA als Housekeeping-Gen 

verwendet. Als Standard wurde mit einer positiv-Kontrolle (Lungengewebe von 

Zymosan- oder fäkal-stimulierten Mäusen ohne Antagonistengabe) eine 

Verdünnungsreihe (1:2, 1:4, 1:8, 1:16) hergestellt. Die PCR-Platte wurde 
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gevortext, zentrifugiert und im Cycler gestartet. Die Auswertung erfolgte mit CFX-

Manager von Bio-Rad. 

3.2.6. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Die Konzentration der Zytokine TNFα, IL-6, CXCL1 und CXCL2/3 im Plasma 

wurde mittels Sandwich-ELISA bestimmt. 

Zusammensetzung ELISA-PBS:   4 l Aqua dest. 

       32 g NaCl 

       0,8 g KCl 

       5,6 g Na2HPO4 

       0,8 g KH2PO4 

Das ELISA-PBS wurde filtriert (0,2 µm) und der pH-Wert bei 7,2 - 7,4 eingestellt. 

Zu Beginn wurde der Capture-Antikörper auf die 96-well Platten gegeben. Der 

Antikörper wurde zuvor nach Herstellerangaben in ELISA-PBS gelöst und 100 

µl/well pipettiert. Die Platten inkubierten über Nacht bei RT. Anschließend wurden 

die Platten zum Entfernen des ungebundenen Antikörpers mit 0,05 % Tween-

Lösung gewaschen und mit 200 µl Reagent-Diluent geblockt. Sie inkubierten für 

eine Stunde bei RT. Die Platten wurden gewaschen und 100 µl der Plasma- und 

Standardproben in Duplikaten aufgetragen. Der Standard bestand aus einer 

siebenfachen Verdünnungsreihe mit bekannten Konzentrationen des Zytokins 

und Reagent-Diluent. Die Platten inkubierten für zwei Stunden bei RT. Nicht 

gebundenes Antigen wurde durch einen weiteren Waschschritt entfernt und der 

Detektions-Antikörper auf die Platten gegeben. Dieser inkubierte wieder für zwei 

Stunden bei RT. Überschüssiger Antikörper wurde durch Waschen entfernt und 

das für die Farbreaktion verantwortliche Enzym (Streptavidin-Horseradish-

Peroxidase) auf die Platten pipettiert. Über das Streptavidin band das Enzym den 

biotinylierten Detektions-Antikörper. Nach 20 Minuten Inkubation wurde das 

Substrat (bestehend aus Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin) 

hinzugegeben. Dieses inkubierte für weitere 20 Minuten. Die Reaktion wurde 

durch Zugabe der Stop-Solution beendet. Die Extinktion der Proben wurde bei 

450 und 540 nm gemessen. Die Extinktion ist abhängig von der Menge an 
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gebundenem Detektions-Antikörper, beziehungsweise dem gebundenen 

Antigen, und lässt somit über den Vergleich mit der Standardreihe Rückschlüsse 

auf deren Konzentrationen in der Probe zu. 

3.2.7. Statistische Analyse 

Die statistische Auswertung erfolgte mit Graph Pad Prism 9.0.1 (Graph Pad 

Software, San Diego, USA). Zum Vergleich von zwei Gruppen wurde der 

unpaired Student´s t-test genutzt. Statistische Analysen von mehr als zwei 

Gruppen erfolgten per one-way ANOVA gefolgt vom Bonferroni post-hoc Test. P-

Werte <0,05 wurden als signifikant angesehen. Die errechneten P-Werte wurden 

wie folgt angegeben: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. 
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4. Ergebnisse 

4.1. Gesteigerte Expression von SDF-1, CXCR4 und CXCR7 während 

Peritonitis und Sepsis 

Um die Relevanz von SDF-1 und seinen Rezeptoren in der Inflammation der 

Zymosan- und fäkal-induzierten Peritonitis und Sepsis aufzuzeigen, wurde deren 

Genexpression in den Organen mittels real-time Polymerase-Kettenreaktion 

bestimmt. Die Genexpression wurde in Peritoneum, Lunge und Leber der 

unstimulierten und der stimulierten Wildtyp-Tiere vier Stunden nach Beginn der 

Inflammation bestimmt und in den beiden folgenden Abbildungen dargestellt. Vier 

Stunden nach der Zymosan- oder Fäkalieninjektion kam es, mit Ausnahme von 

SDF-1 in der Leber, zu einem Anstieg der Expression von SDF-1 und seinen 

Rezeptoren in Peritoneum, Lunge und Leber. 

Im Peritoneum stieg die normalisierte Expression von SDF-1 im Vergleich der 

unstimulierten Kontrolltiere mit den Tieren vier Stunden nach Zymosaninjektion 

von 0,47 ± 0,36 auf 2,26 ± 1,51 (Mittelwerte ± Standardabweichung) an. In der 

Lunge zeigte sich durch die Zymosangabe eine noch stärkere Erhöhung der 

SDF-1 Expression von 0,31 ± 0,37 auf 2,20 ± 1,16. Im Gegensatz hierzu kam es 

in der Leber zu keiner signifikanten Änderung der Expression von SDF-1. Die 

Kontrolle ohne Zymosan lag bei 1,05 ± 0,54 und die Gruppe vier Stunden nach 

Zymosaninjektion bei 0,95 ± 1,00. 

Die Expression von CXCR4 steigerte sich in allen untersuchten Organen durch 

die Zymosaninjektion. Insbesondere in Peritoneum und Lunge zeigte sich ein 

deutlicher Anstieg vier Stunden nach der Stimulation mit Zymosan. Im 

Peritoneum lag die CXCR4-Expression der Kontrolle ohne Zymosan bei 0,22 ± 

0,19 und vier Stunden nach der Zymosangabe bei 2,66 ± 2,44. In der Lunge 

wurde sie durch die Zymosangabe von 0,18 ± 0,16 auf 1,85 ± 1,53 erhöht. Auch 

in der Leber konnte eine signifikant gesteigerte Expression von CXCR4 

nachgewiesen werden. Hier lag die Kontrolle ohne Zymosan bei einer CXCR4-

Expression von 0,19 ± 0,31 und erhöhte sich durch die Zymosangabe auf 0,88 ± 

0,74. 
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Auch für CXCR7 konnte durch die Inflammation im Rahmen der 

Zymosaninjektion eine Verstärkung der Expression in den untersuchten Organen 

nachgewiesen werden. Im Peritoneum wiesen wir in den unstimulierten 

Kontrolltieren eine CXCR7-Expression von 0,31 ± 0,55 nach, welche in den 

stimulierten Tieren nach vier Stunden auf 1,56 ± 1,36 anstieg. In der Lunge 

erhöhte sich die CXCR7-Expression von 0,07 ± 0,16 auf 4,56 ± 4,53 und in der 

Leber von 0,24 ± 0,31 auf 1,02 ± 0,72. 

In der folgenden Abbildung ist die Expression von SDF-1 und seinen Rezeptoren 

in Peritoneum, Lunge und Leber bei der Kontrolle ohne Zymosangabe und vier 

Stunden nach intraperitonealer Zymosanapplikation dargestellt. 



52 
 

 

 

Abbildung 10: Verstärkte Genexpression von SDF-1, CXCR4 und CXCR7 während der Zymosan-
induzierten Peritonitis und Sepsis in Peritoneum, Lunge und Leber beim Wildtyp. Diese Abbildung 
vergleicht die Kontrollgruppe ohne intraperitoneale Injektion von Zymosan mit der stimulierten Gruppe vier 
Stunden nach Zymosaninjektion. Angegeben sind die Mittelwerte der normalisierten Expression mit den 
Standardabweichungen (n=8-14), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. (Ngamsri et al., 
2020) 

In der fäkal-induzierten Peritonitis ergaben sich in Bezug auf die Expression von 

SDF-1 und seinen Rezeptoren ähnliche Ergebnisse. Durch die Inflammation 

erhöhte sich auch hier die Expression von SDF-1 und seinen Rezeptoren in den 

untersuchten Organen. Eine Ausnahme stellte wiederum die SDF-1 Expression 

der Leber dar und zeigte, wie im Zymosanmodell, keine durch die Inflammation 

verstärkte Expression. Die Kontrolle ohne FIP lag hier bei 1,42 ± 1,05 und die 

Tiere vier Stunden nach Injektion der Fäkalienlösung bei 0,90 ± 0,45. Im 
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Peritoneum und der Lunge wurde vier Stunden nach der intraperitonealen 

Injektion der Fäkalienlösung eine verstärkte Expression von SDF-1 im Vergleich 

mit den Kontrolltieren festgestellt. Sie erhöhte sich im Peritoneum von 0,24 ± 0,32 

in den unstimulierten Kontrollen auf 2,31 ± 1,41 nach fäkal-induzierter 

Inflammation. In der Lunge wurde eine Erhöhung der SDF-1 Expression von 0,11 

± 0,11 auf 0,79 ± 0,25 nachgewiesen (Abbildung 11). 

In allen untersuchten Organen verstärkte sich die CXCR4-Expression durch die 

intraperitoneale Injektion der Fäkalienlösung. Im Peritoneum stieg diese von 0,19 

± 0,21 in der unstimulierten Kontrolle auf 3,11 ± 1,74 bei den Tieren vier Stunden 

nach Inflammationsbeginn an. In der Lunge konnten wir eine Erhöhung der 

CXCR4-Expression von 0,12 ± 0,18 auf 3,14 ± 1,60 und in der Leber von 0,08 ± 

0,07 auf 3,72 ± 1,46 nachweisen. 

Bezogen auf CXCR7 sahen wir insbesondere in der Lunge eine verstärkte 

Expression durch die Injektion mit der Fäkalienlösung. Die Expression erhöhte 

sich hier von 0,01 ± 0,01 bei den Kontrolltieren auf 0,52 ± 0,36 vier Stunden nach 

Fäkalieninjektion. Im Peritoneum steigerte sich die CXCR7-Expression von 0,05 

± 0,07 in der Kontrolle auf 2,32 ± 2,85 in den Tieren vier Stunden nach Injektion 

der Fäkalienlösung. In der Leber sahen wir bei den unstimulierten Tieren eine 

CXCR7-Expression von 0,00 ± 0,00, welche sich durch die Inflammation im 

Rahmen Peritonitis und Sepsis auf 1,23 ± 1,43 änderte. 

In der nachfolgenden Abbildung wird die Expression von SDF-1, CXCR4 und 

CXCR7 in Peritoneum, Lunge und Leber während der fäkal-induzierten 

Peritonitis dargestellt. 
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Abbildung 11: Gesteigerte Genexpression von SDF-1 und dessen Rezeptoren während der fäkal-
induzierten Peritonitis (FIP) und Sepsis in den Organen der Wildtyp-Mäuse. Es wird die Kontrollgruppe 
ohne Fäkalieninjektion mit den Tieren vier Stunden nach Injektion der polymikrobiellen Fäkalienlösung 
verglichen. Angegeben werden die Mittelwerte der normalisierten Expression mit den 
Standardabweichungen (n=6-12), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. (Ngamsri et al., 
2020) 

4.2. Reduktion der PMN-Migration in die Organe durch den SDF-1 

Rezeptorantagonismus 

Neutrophile Granulozyten oder PMNs sind wichtige Zellen des angeborenen 

Immunsystems und spielen in der Sepsis eine herausragende Rolle. Aus diesem 

Grund haben wir mittels durchflusszytometrischen Untersuchungen deren 

Ansammlung im Blut, der Peritoneallavage, der Lunge und der Leber bestimmt. 

In den Wildtyp-Mäusen wurde zwischen einer unstimulierten Kontrolle ohne 

Zymosangabe, einer stimulierten Kontrolle vier Stunden nach Zymosaninjektion 
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und den prophylaktisch mit den CXCR4- und CXCR7-Antagonisten behandelten 

Gruppen unterschieden. Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie wurden in 

Abbildung zwölf dargestellt. Zusätzlich wurden die neutrophilen Granulozyten in 

Peritoneum, Lunge und Leber immunhistochemisch angefärbt (siehe Abbildung 

13). Zur Veranschaulichung wurden die Aufnahmen der PMNs hier einmalig 

vergrößert und getrennt dargestellt. In den folgenden Abbildungen wurden die 

Ergebnisse der Durchflusszytometrie und histologischen Aufnahmen gemeinsam 

abgebildet. Die PMNs stellen sich in der Histologie braun dar. 

Im Blut kam es vier Stunden nach Zymosangabe aufgrund der Durchwanderung 

der Granulozyten in die Organe zu keinem signifikanten Anstieg der Zellzahlen 

(Mittelwerte ± Standardabweichung). Die Kontrolle ohne Zymosangabe lag bei 

4,07 ± 3,61*104 im Vergleich zu 9,62 ± 11,43*104 Zellen vier Stunden nach 

Inflammationsbeginn. Durch die CXCR4- und CXCR7-Blockade ergab sich im 

Vergleich zur alleinigen Zymosangabe keine signifikante Änderung der 

Zellzahlen. Die Zellzahlen lagen nach CCX771-Gabe bei 3,22 ± 3,05*105 und 

nach AMD3100-Gabe bei 3,33 ± 1,55*105. 

Durch die Inflammation migrierten vier Stunden nach Zymosangabe verstärkt 

PMNs in die Organe und in die Peritoneallavage. Hier steigerten sich die 

nachgewiesenen Neutrophilen von 1,31 ± 2,76*105 bei der unstimulierten 

Kontrolle auf 5,29 ± 1,73*106 bei den Tieren vier Stunden nach Beginn der 

Inflammation. In der Lunge erhöhte sich die PMN-Anzahl von 1,30 ± 0,72*105 bei 

der Kontrolle auf 6,92 ± 2,44*105 vier Stunden nach der Zymosaninjektion und in 

der Leber von 1,18 ± 0,55*105 auf 6,61 ± 2,34*105. 

Durch den prophylaktischen Antagonismus der SDF-1 Rezeptoren wurde diese 

Migration reduziert und es befanden sich vier Stunden nach der 

Zymosaninjektion weniger PMNs in der PL und den Organen. Eine Ausnahme 

stellte hierbei der CXCR4-Antagonismus mit AMD3100 in der Leber dar, wo es 

zu keiner signifikanten Reduktion der migrierten PMNs kam. In der PL sank durch 

den CXCR7-Antagonismus die PMN-Anzahl von 5,29 ± 1,73*106 in den 

stimulierten Kontrolltieren auf 3,32 ± 0,70*106 und durch die Antagonisierung von 

CXCR4 auf 3,04 ± 0,87*106. In der Lunge ergab sich eine Reduktion von 6,92 ± 
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2,44*105 bei der stimulierten Kontrolle auf 4,00 ± 0,80*105 durch den CXCR7-

Antagonismus und durch den CXCR4-Antagonismus auf 3,94 ± 1,20*105. In der 

Leber verminderten sich die migrierten PMNs lediglich bei Antagonisierung von 

CXCR7. Die PMN-Anzahl sank hier von 6,61 ± 2,34*105 in den lediglich mit 

Zymosan behandelten Mäusen auf 1,89 ± 0,74*105 nach Verabreichung von 

CCX771 und zeigte keine signifikante Reduktion bei Gabe von AMD3100. Die 

Zellzahl lag hier bei 4,37 ± 3,66*105. 

In der Histologie waren in den unstimulierten Kontrollgruppen der Wildtyptiere 

kaum oder keine PMNs im Stroma oder den Gefäßen sichtbar. Das 

Peritonealepithel zeigte sich intakt und die Lungenalveolen präsentierten sich 

schmal und nicht ödematös verändert. Vier Stunden nach der Zymosaninjektion 

migrierten verstärkt PMNs in die Organe und die Epithelstruktur erschien 

aufgelockert. Die prophylaktische Behandlung mit den CXCR4- und CXCR7-

Antagonisten AMD3100 und CCX771 führte in den Wildtyptieren zu einer 

reduzierten Migration der PMNs. Somit bestätigt die Histologie die Ergebnisse 

aus der Durchflusszytometrie hinsichtlich einer Reduktion der PMN-Migration 

durch die prophylaktische Antagonisierung der SDF-1 Rezeptoren. 
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Abbildung 12: Durchflusszytometrisch erfasste PMN-Migration beim Wildtyp in Blut, 
Peritoneallavage (PL), Lunge und Leber. Die Organmigration der neutrophilen Granulozyten der Tiere 
ohne Zymosaninjektion wird hier mit der PMN-Migration der mittels Zymosan stimulierten Kontrolltiere (vier 
Stunden nach i.p. Injektion) und der PMN-Migration der prophylaktisch mit den Antagonisten behandelten 
Gruppen (ebenfalls vier Stunden nach Zymosangabe) verglichen. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte ± 
der Standardabweichung (n=4-8), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. (Ngamsri et al., 
2020) 
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Abbildung 13: Immunhistochemische Anfärbung der PMNs (braun) beim Wildtyp in Peritoneum (A), 
Lunge (B) und Leber (C). Dargestellt ist die unstimulierte Kontrolle ohne Zymosan, die stimulierte Kontrolle 
vier Stunden nach Zymosangabe und die prophylaktisch mit den Antagonisten behandelten Gruppen vier 
Stunden nach Zymosangabe. Die PMNs wurden mit Pfeilen markiert. Zur Anschaulichkeit wurden die 
histologischen Abbildungen der PMNs hier vergrößert dargestellt. 100x Vergrößerung, n=3 (Ngamsri et al., 
2020). 

Die immunhistochemisch gefärbten PMNs wurden zur Quantifizierung in 

repräsentativen Ausschnitten von Peritoneum, Lunge und Leber ausgezählt und 

deren Zellzahlen während der Zymosan-induzierten Peritonitis und Sepsis in der 

nachfolgenden Abbildung dargestellt. Im Peritoneum stieg im Vergleich der 

unstimulierten Kontrolle mit den Tieren vier Stunden nach Inflammationsbeginn 

die Anzahl der PMNs von 0,00 ± 0,00 auf 10,00 ± 4,36 an. In der histologischen 

Auszählung konnte keine signifikante Reduktion der PMN-Migration ins 

Peritoneum durch die SDF-1 Rezeptorantagonisten nachgewisen werden und die 

PMN-Zahlen lagen bei CCX771-Gabe bei 6,33 ± 5,13 und bei AMD3100-Gabe 

bei 3,33 ± 0,58. In der Lunge zeigte sich ebenfalls ein Anstieg der PMN-

Organmigration durch die Inflammation: Die Kontrolle ohne Zymosan lag bei 0,67 

± 0,58 ausgezählten Zellen im Vergleich zu 18,00 ± 3,61 vier Stunden nach 
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Zymosaninjektion. Es ergab sich eine Reduktion durch die SDF-1 

Rezeptorblockade auf 6,67 ± 2,31 bei CCX771-Gabe und auf 8,67 ± 4,04 nach 

prophylaktischer Gabe von AMD3100. Gleiches sahen wir in der Leber. Durch 

die Inflammation vermehrte sich die PMN-Anzahl von 0,33 ± 0,58 bei der 

unstimulierten Kontrolle auf 7,76 ± 2,08 vier Stunden nach Zymosangabe an und 

reduzierte sich durch die Gabe der Antagonisten. Die ausgezählten Zellen lagen 

bei 2,33 ± 0,58 nach Gabe von CCX771 und bei 4,33 ± 1,16 bei AMD3100-Gabe. 

 

 

Abbildung 14: Auszählung der PMNs in Peritoneum, Lunge und Leber in der Zymosan-induzierten 
Peritonitis und Sepsis beim Wildtyp. Die PMNs wurden in repräsentativen Ausschnitten ausgezählt. 
Verglichen wird eine unstimulierte mit einer stimulierten Kontrolle und die Änderung der PMN-Zahlen nach 
Antagonistengabe im Vergleich zu den stimulierten Kontrolltieren. Angegeben sind Mittelwerte ± 
Standardabweichung (n=3), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. 

4.3. Aufhebung des protektiven Effektes der CXCR4- und CXCR7-

Antagonisten durch den A2B Knockout 

Um die Verbindung der SDF-1 Rezeptoren mit dem A2B Adenosinrezeptor zu 

untersuchen wurden anstatt der Wildtyp-Mäuse A2B-KO-Tiere für den in vivo 

Transmigrationsversuch verwendet. Die nachfolgende Abbildung fasst die 

durchflusszytometrisch und histologisch erfassten Veränderungen der PMN-

Migration im Blut und den Organen während Zymosan-induzierter Peritonitis 

zusammen. 

Vier Stunden nach Zymosaninjektion stieg die durchflusszytometrisch ermittelte 

Anzahl der PMNs in Blut, PL, Lunge und Leber an (Mittelwerte ± 

Standardabweichung). Im Blut erhöhte sich die Anzahl der PMNs durch die 

Inflammation von 0,00 ± 0,00 in der unstimulierten Kontrolle auf 3,46 ± 2,30*105 
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vier Stunden nach Zymosaninjektion, in der PL von 5,36 ± 6,11*104 auf 3,74 ± 

1,61*106, in der Lunge von 8,85 ± 6,46*104 auf 3,80 ± 1,68*105 und in der Leber 

von 8,85 ± 6,46*104 auf 7,48 ± 3,68*105. Die prophylaktische Behandlung mit den 

SDF-1 Rezeptorantagonisten hatte in den A2B-KO-Tieren keine Auswirkung auf 

die PMN-Zahlen im Blut, der PL oder den Organen. Im Blut lag die PMN-Zahl 

nach Behandlung mit CCX771 bei 3,69 ± 1,26*105 und nach Gabe von AMD3100 

bei 3,71 ± 1,20*105. In der PL befanden sich nach der CCX771-Gabe 4,00 ± 

1,20*106 PMNs pro ml PL und nach AMD3100-Behandlung 3,04 ± 0,87*106 

PMNs. Die PMN-Zahlen in den Organen fanden sich nach CCX771-Gabe bei 

2,64 ± 0,54*105 in der Lunge und bei 6,72 ± 2,69*105 in der Leber. Nach 

Behandlung mit AMD3100 konnten wir 5,03 ± 1,53*105 PMNs in der Lunge und 

8,74 ± 3,58*105 Neutrophile in der Leber nachweisen. 

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie wurden durch die 

immunhistochemische Anfärbung der PMNs in Peritoneum, Lunge und Leber 

bestätigt: Der Antagonismus mit AMD3100 und CCX771 hatte in den A2B-KO-

Tieren keine sichtbare Auswirkung auf die PMN-Migration. Unbehandelt zeigten 

die A2B-KO-Tiere in den Organen und insbesondere in der Lunge eine erhöhte 

Anzahl an neutrophilen Granulozyten. Vier Stunden nach Zymosangabe sahen 

wir bei den A2B-KO-Tieren eine im Vergleich zum Wildtyp verstärkte Ausprägung 

der Inflammationsreaktion, erkennbar durch vermehrte PMN-Zahlen und eine 

verstärkte Auflockerung der Organstruktur. Die Behandlung mit den Antagonisten 

führte bei den A2B-KO-Tieren zu keiner ersichtlichen Reduktion der 

Neutrophilenanzahl oder der Inflammationsreaktion. 
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Abbildung 15: Ergebnisse der Durchflusszytometrie in Bezug auf die PMN-Migration (A) im Blut, der 
PL, der Lunge und der Leber. Immunhistochemische Anfärbung (C-D) der PMNs der A2B-KO-Tiere 
während Zymosan-induzierter Peritonitis und Sepsis. (A) Durchflusszytometrie: Angegeben sind 
Mittelwerte ± Standardabweichung (n=4-14), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. 
Immunhistochemische Anfärbung der PMNs in Peritoneum (B), Lunge (C) und Leber (D). Die PMNs sind 
braun und wurden mit Pfeilen markiert, 100x Vergrößerung, n=3. Sowohl in der Durchflusszytometrie als 
auch in den histologischen Abbildungen werden die unstimulierten Tiere mit den stimulierten Tieren und mit 
den prophylaktisch mit den SDF-1 Rezeptorantagonisten behandelten Gruppen (jeweils vier Stunden nach 
Zymosangabe) verglichen (Ngamsri et al., 2020). 

In der repräsentativen Auszählung der PMNs der A2B-KO-Mäuse während 

Zymosan-induzierter Sepsis (Abbildung 16) stieg vier Stunden nach 

Inflammationsbeginn die Anzahl migrierter PMNs im Peritoneum von 0,00 ± 0,00 

auf 5,67 ± 1,16 an. In der Lunge verstärkte sich die PMN-Anzahl durch die 
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Inflammation von 5,33 ± 0,58 auf 22,00 ± 8,54 und in der Leber erhöhte sich diese 

von 0,67 ± 0,58 auf 8,00 ± 1,73. In allen Organen der A2B-KO-Tiere konnte wie 

auch in der Durchflusszytometrie keine signifikante Reduktion der PMNs nach 

prophylaktischem SDF-1 Antagonismus nachgewiesen werden. Im Peritoneum 

lag die Zahl der ausgezählten PMNs nach CCX771-Gabe bei 3,67 ± 2,52 und 

nach AMD3100-Gabe bei 7,00 ± 1,73. In der Lunge wurden bei CXCR7-

Antagonismus 14,67 ± 1,53 und nach CXCR4-Antagonismus 17,67 ± 3,51 PMNs 

ausgezählt. Die Zahlen der PMNs fanden sich in der Leber bei 6,00 ± 1,00 nach 

CXCR7-Antagonismus und bei 5,67 ± 0,58 nach prophylaktischem CXCR4-

Antagonismus. 

 

 

Abbildung 16: Ausgezählte PMNs in Peritoneum, Lunge und Leber in der Zymosan-induzierten 
Peritonitis und Sepsis bei den A2B-KO-Tieren. Es zeigt sich keine Reduktion der PMN-Zahlen durch den 
SDF-1 Antagonismus in repräsentativen Ausschnitten. Verglichen wird die unstimulierte mit der stimulierten 
Kontrolle und die prophylaktisch mit den Antagonisten behandelten Gruppen (je vier Stunden nach 
Zymosangabe). Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung (n=3), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 
und ****p < 0,0001. 

4.4. Expression des A2B Adenosinrezeptors unter SDF-1 

Rezeptorantagonismus während Zymosan-induzierter Peritonitis 

und Sepsis 

Um die Verbindung des A2B Adenosinrezeptors mit den SDF-1 Rezeptoren weiter 

zu untersuchen, wurde die A2B Expression im Wildtyp in der Zymosan-induzierten 

Peritonitis und Sepsis bestimmt. Die Expression wurde im Peritoneum der 

unstimulierten und der stimulierten Kontrolle vier Stunden nach Zymosaninjektion 
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und bei den prophylaktisch mit den Antagonisten AMD3100 und CCX771 

behandelten Tieren bestimmt (Abbildung 17). 

Durch die Zymosaninjektion reduzierte sich die Expression des A2B 

Adenosinrezeptors im Peritoneum. Die A2B Expression der Kontrolle ohne 

Zymosangabe lag bei 13,65 ± 4,58 im Vergleich zu 1,30 ± 1,23 (Mittelwerte ± 

Standardabweichung) in den behandelten Tieren vier Stunden nach der Injektion 

von Zymosan. Durch den prophylaktischen CXCR4- oder CXCR7-Antagonismus 

stieg die A2B Expression im Peritoneum wieder an. Sie lag bei 11,88 ± 8,86 nach 

CCX771-Gabe und bei 10,94 ± 6,35 nach der Gabe von AMD3100. 

Die folgende Abbildung zeigt die Expression des A2B Adenosinrezeptors im 

Peritoneum während Zymosan-induzierter Inflammation und bei zusätzlicher 

SDF-1 Rezeptorblockade. 

 

 

Abbildung 17: Expression des A2B Adenosinrezeptors im Peritoneum beim Wildtyp während 
Zymosan-induzierter Peritonitis. Durch die Inflammation sinkt die Expression des Rezeptors im 
Peritoneum und steigt bei zusätzlicher SDF-1 Antagonistengabe wieder an. Zu sehen sind die unstimulierte 
Kontrolle ohne Zymosan, die stimulierte Kontrolle vier Stunden nach der Zymosangabe und die 
prophylaktisch mit den Antagonisten behandelten Gruppen ebenfalls vier Stunden nach Zymosangabe. 
Mittelwerte ± Standardabweichung (n=7-8), **p < 0,01 und ***p < 0,001. (Ngamsri et al., 2020). 



65 
 

4.5. Reduktion der PMN-Organmigration durch SDF-1 

Rezeptorantagonismus während polymikrobieller Peritonitis und 

Sepsis 

Um die Ätiologie und Pathophysiologie der Peritonitis-assoziierten Sepsis besser 

abzubilden, wurde in einem weiteren in vivo Modell beim Wildtyp die Inflammation 

durch eine polymikrobielle Fäkalienlösung induziert. Die PMN-Migration wurde 

wie im Modell der Zymosan-induzierten Sepsis vier Stunden später 

durchflusszytometrisch bestimmt und immunhistochemisch dargestellt. Die 

nachfolgende Abbildung fasst die Ergebnisse der PMN-Migration während fäkal-

induzierter Peritonitis zusammen. 

Vier Stunden nach der Injektion der Fäkalienlösung erhöhte sich die 

durchflusszytometrisch erfasste PMN-Anzahl in Blut, Peritoneallavage, Lunge 

und Leber (Mittelwerte ± Standardabweichung). Im Blut steigerte sie sich von 

4,07 ± 3,61*104 in der unstimulierten Kontrolle auf 3,16 ± 2,28*105 vier Stunden 

nach Inflammationsbeginn. In der PL ergab sich eine Erhöhung der PMN-Zahl 

von 1,31 ± 2,76*105 auf 3,97 ± 0,88*106. In den Organen vermehrten sich die 

nachgewiesenen PMNs im Verlauf der Inflammation von 1,30 ± 0,72*105 auf 1,74 

± 0,57*106 in der Lunge und von 1,18 ± 0,55*105 auf 1,29 ± 0,39*106 in der Leber. 

Die prophylaktische Antagonisierung der SDF-1 Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 

reduzierte die Migration der neutrophilen Granulozyten in die Organe und die 

Peritoneallavage. In der PL lag die PMN-Anzahl nach CCX771-Gabe bei 2,72 ± 

1,00*106 PMNs pro ml und nach AMD3100-Behandlung bei 2,70 ± 0,93*106. In 

der Lunge verminderte sich die Zahl der migrierten PMNs bei prophylaktischer 

CCX771-Gabe auf 1,04 ± 0,37*106 und nach AMD3100-Behandlung auf 7,99 ± 

2,83*105. Wir wiesen in der Leber nach CCX771-Gabe 6,35 ± 4,61*105 PMNs 

nach und nach AMD3100-Gabe 3,57 ± 1,97*105. Im Blut reduzierte der CXCR7-

Antagonismus mit CCX771 die PMN-Anzahl auf 1,10 ± 0,81*105. Durch die 

AMD3100-Behandlung ergab sich keine signifikante Veränderung und die PMN-

Anzahl lag bei 1,46 ± 1,42*105. 

In der immunhistochemischen Anfärbung der PMNs wurden die 

durchflusszytometrischen Ergebnisse bestätigt. Vier Stunden nach der Injektion 
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der Fäkalienlösung migrierten verstärkt PMNs in die Organe. Das Epithel des 

Peritoneums stellte sich gelockert und die Alveolarsepten der Lunge verdickt dar. 

Es zeigte sich histologisch beurteilt eine verstärkte Ausprägung der Inflammation 

im Vergleich zum Zymosan-induzierten Modell. Durch den Antagonismus der 

SDF-1 Rezeptoren konnten im FIP-Modell die protektiven Eigenschaften in 

Bezug auf eine reduzierte PMN-Migration histologisch bestätigt werden. 

 

Abbildung 18: Migration (A) und immunhistochemische Anfärbung (C-D) der PMNs des Wildtyps 
während polymikrobieller bzw. fäkal-induzierter Peritonitis und Sepsis (FIP). (A) Durchflusszytometrie: 
Abgebildet ist hier die unstimulierte Kontrolle im Vergleich zur fäkal-stimulierten Kontrolle (vier Stunden nach 
Injektion der Fäkalienlösung). Zusätzlich sind die prophylaktisch mit den Antagonisten behandelten Gruppen 
zu sehen, ebenfalls vier Stunden nach Injektion der Fäkalienlösung. Dargestellt sind hier die Mittelwerte ± 
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der Standardabweichung (n=6-12), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. 
Immunhistochemische Anfärbung der PMNs in Peritoneum (B), Lunge (C) und Leber (D). Die PMNs sind 
braun und wurden durch Pfeile markiert, 100x Vergrößerung, n=3. (Ngamsri et al., 2020) 

Zur Quantifizierung wurden die immunhistochemisch angefärbten PMNs wie 

auch im Zymosanmodell in repräsentativen Ausschnitten ausgezählt und in der 

folgenden Abbildung dargestellt. In Peritoneum, Lunge und Leber führte die 

Injektion der Fäkalienlösung nach vier Stunden zu höheren PMN-Zahlen 

verglichen mit der unstimulierten Kontrolle im Parenchym der Organe. Im 

Peritoneum stieg die Anzahl von 0,00 ± 0,00 auf 10,67 ± 3,22, in der Lunge 

erhöhte sie sich von 0,67 ± 0,58 auf 12,00 ± 3,00 und in der Leber ergab sich ein 

Zuwachs von 0,33 ± 0,58 auf 7,33 ± 1,53. Die Antagonisierung der SDF-1 

Rezeptoren reduzierte die PMN-Organinfiltration in den repräsentativen 

Ausschnitten: Nach CXCR7-Antagonismus lag die PMN-Anzahl im Peritoneum 

bei 3,33 ± 2,31, in der Lunge bei 4,33 ± 3,22 und in der Leber bei 2,33 ± 0,58. 

Der CXCR4-Antagonismus führte im Peritoneum zu einer signifikanten Reduktion 

der PMNs auf 2,33 ± 1,56, in der Lunge auf 3,67 ± 1,53 PMNs und in der Leber 

auf 1,33 ± 0,58 PMNs. 

 

 

Abbildung 19: Auszählung der PMNs in Peritoneum, Lunge und Leber in der fäkal-induzierten 
Peritonitis und Sepsis beim Wildtyp. In dieser Abbildung sind die ausgezählten neutrophilen 
Granulozyten dargestellt. Es bestätigen sich die Ergebnisse der Durchflusszytometrie in einem Vergleich 
der unstimulierten Kontrolle mit der fäkal-stimulierten Kontrolle und den prophylaktisch mit den Antagonisten 
behandelten Gruppen (je vier Stunden nach Inflammationsbeginn). Angegeben sind Mittelwerte ± 
Standardabweichung (n=3), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. 
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4.6. Reduktion der Bildung von Plättchen-Neutrophilen-Komplexen 

durch SDF-1 Rezeptorantagonismus 

Der Einfluss der SDF-1 Rezeptorantagonisten auf die Bildung von Plättchen-

Neutrophilen-Komplexen (PNCs) im Blut und in den Organen wurde durch 

durchflusszytometrische Auszählung und immunhistochemische Anfärbung der 

PNCs bestimmt. Im Blut wurden neben den PNCs ebenfalls die beteiligten 

Selektine (P-Selektin, L-Selektin und PSGL-1) bzw. deren Fluoreszenzintensität 

durchflusszytometrisch ermittelt und in der folgenden Abbildung dargestellt. Zur 

Darstellung der PNCs in den Organen wurden zuerst die PMNs blaugrün und 

anschließend die Thrombozyten braun angefärbt. Die histologischen Aufnahmen 

der PNCs während Zymosan-induzierter Peritonitis werden hier zur 

Veranschaulichung erneut einmalig vergrößert dargestellt (siehe Abbildung 21).  

Ebenfalls wurden die PNCs in den Organen in repräsentativen Ausschnitten 

ausgezählt und die Ergebnisse in Abbildung 22 zusammengefasst. 

Vier Stunden nach der Zymosaninjektion bildeten sich im Blut vermehrt 

Komplexe aus neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten. Angegeben ist der 

Anteil der PNCs an der Gesamtzahl der PMNs (Anteil der CD42b- und Ly6G-

positiven Zellen innerhalb aller Ly6G-positiven Zellen; Mittelwerte ± 

Standardabweichung). Der PNC-Anteil stieg von 1,71 ± 1,53 % in der 

unstimulierten Kontrolle auf 25,30 ± 8,83 % in den Tieren vier Stunden nach 

Zymosaninjektion an. Durch die prophylaktische Gabe der SDF-1 

Rezeptorantagonisten reduzierte sich der PNC-Anteil innerhalb der PMNs auf 

4,55 ± 2,12 % bei CCX771-Gabe und auf 4,32 ± 1,11 % nach Gabe von 

AMD3100. Die mediane Fluoreszenzintensität (MFI) von P-Selektin auf den 

PNCs erhöhte sich im Blut vier Stunden nach der Zymosaninjektion und nahm 

durch den prophylaktischen CXCR4- und CXCR7-Antagonismus wieder ab. In 

den unstimulierten Kontrollen konnte kein P-Selektin auf den PNCs 

nachgewiesen werden (0,00 ± 0,00) und in der stimulierten Kontrolle lag die MFI 

bei 2,40 ± 0,54*103. Durch die Gabe von CCX771 reduzierte sich P-Selektin auf 

den PNCs auf 8,04 ± 4,41*102 und durch AMD3100 auf 8,74 ± 4,98*102. Die MFI 

von L-Selektin vermehrte sich auf den PNCs durch die Inflammation von 51,84 ± 

5,41 auf 31,96 ± 6,82*102. L-Selektin wurde nur durch die prophylaktische 
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CCX771-Gabe signifikant im Vergleich zur stimulierten Kontrolle auf 23,21 ± 

5,30*102 reduziert. Durch AMD3100 ergab sich keine Veränderung und die MFI 

von L-Selektin lag hier bei 25,67 ± 7,52*102. Dagegen reduzierte nur die 

prophylaktische AMD3100-Gabe PSGL-1 auf den PNCs. Die MFI von PSGL-1 

stieg von 7,85 ± 1,44*102 bei der Kontrolle ohne Zymosangabe auf 2,31 ± 

0,34*103 in den Mäusen vier Stunden nach Zymosaninjektion an, wurde durch 

die CCX771-Gabe nicht reduziert und lag hier bei 3,54 ± 0,27*103. Die AMD3100-

Gabe führte zu einer Reduktion der MFI auf 1,45 ± 0,51*103. 

 

Abbildung 20: PNC-Bildung im Blut und mediane Fluoreszenzintensität (MFI) von P-Selektin, L-
Selektin und PSGL-1 auf den PNCs beim Wildtyp während Zymosan-induzierter Peritonitis und 
Sepsis. Es werden die unstimulierten Tiere mit denen der alleinigen Zymosangabe (stimulierte Kontrollen) 
und mit den zusätzlich prophylaktisch mit den SDF-1 Rezeptorantagonisten behandelten Tieren verglichen. 
Angegeben sind jeweils die Mittelwerte mit der Standardabweichung (n=4-14), *p < 0,05; **p < 0,01 und 
****p < 0,0001. (Ngamsri et al., 2021) 

Um die Einwanderung der PNCs in die Organe in den histologischen Bildern zu 

quantifizieren, wurden die PNCs in Peritoneum, Lunge und Leber angefärbt und 

anschließend in repräsentativen Ausschnitten ausgezählt. Vier Stunden nach der 

Zymosaninjektion bildeten sich verstärkt PNCs in den Organen. Durch die 

prophylaktische Gabe der SDF-1 Antagonisten AMD3100 und CCX771 
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reduzierten sich die nachgewiesenen PNCs (im Folgenden werden Mittelwerte ± 

Standardabweichung angegeben). Im Peritoneum stieg die Anzahl der PNCs von 

1,00 ± 1,16 bei den unstimulierten Tieren auf 7,75 ± 2,75 bei den Tieren mit 

alleiniger Zymosaninjektion an. Durch den Antagonismus von CXCR7 

reduzierten sich die PNCs im Peritoneum auf 2,50 ± 1,29 und auf 3,25 ± 1,26 

durch CXCR4-Antagonismus. In der Lunge erhöhte sich die PNC-Anzahl von 

0,75 ± 1,50 ohne Zymosaninjektion auf 5,50 ± 1,73 vier Stunden nach Injektion 

und reduzierte sich durch den Antagonismus auf 2,75 ± 0,96 (CCX771) und 1,25 

± 0,96 (AMD3100). Die PNCs der repräsentativen Ausschnitte der Leber lagen 

ohne Stimulation bei 0,25 ± 0,50 und bildeten sich hier durch die Zymosangabe 

verstärkt (14,00 ± 0,82). Der CXCR7-Antagonismus reduzierte die PNCs in der 

Leber auf 5,00 ± 2,16 und die Antagonisierung von CXCR4 auf 8,75 ± 1,89. 
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Abbildung 21: Immunhistochemische Anfärbung der PNCs in Peritoneum (A), Lunge (B) und Leber 
(C) während Zymosan-induzierter Peritonitis und Sepsis beim Wildtyp. Durch den Antagonismus stellt 
sich in den histologischen Bildern das Epithel des Peritoneums intakter, die Alveolarsepten verschmälert 
und die PNC-Bildung (durch Pfeile markiert) reduziert dar. In dieser Färbung erscheinen die PMNs bläulich, 
die Thrombozyten braun und die PNCs blau / schwarz. Diese Abbildung wurde zur Veranschaulichung 
vergrößert dargestellt. Es werden die unbehandelten Mäuse mit den stimulierten Mäusen (vier Stunden nach 
Zymosangabe) und die prophylaktisch mit den Antagonisten behandelten Tiere (ebenfalls vier Stunden nach 

Zymosangabe) abgebildet. 100x Vergrößerung, n=4. (Ngamsri et al., 2021) 

 

 

Abbildung 22: Auszählung der PNCs in Peritoneum, Lunge und Leber in der Zymosan-induzierten 
Peritonitis und Sepsis beim Wildtyp. Es bestätigen sich die Ergebnisse der Durchflusszytometrie in der 
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Auszählung der PNCs in repräsentativen Ausschnitten. Es wird die stimulierte mit der nicht-stimulierten 
Kontrolle verglichen sowie die beiden prophylaktisch mit den Antagonisten behandelten Gruppen. 
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung (n=4), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 
0,0001. (Ngamsri et al., 2021) 

4.7. Aufhebung der Effekte der SDF-1 Rezeptorantagonisten auf die PNC-

Bildung durch A2B Knockout 

Um die Auswirkungen des A2B Adenosinrezeptors auch auf die PNC-Bildung 

unter SDF-1 Rezeptorantagonismus zu untersuchen, wurde die PNC-Bildung in 

A2B-KO-Mäusen in der unstimulierten Kontrolle, der stimulierten Kontrolle vier 

Stunden nach Zymosangabe und nach prophylaktischem CXCR4- und CXCR7-

Antagonismus betrachtet. Die nachfolgende Abbildung fasst die Ergebnisse der 

durchflusszytometrisch erfassten PNC-Bildung im Blut, die daran beteiligten 

Selektine und die histologischen Aufnahmen der PNCs in den Organen 

zusammen. 

Wie in den Wildtyptieren bildeten sich im Blut vier Stunden nach der 

Zymosaninjektion verstärkt Komplexe aus Thrombozyten und neutrophilen 

Granulozyten (Mittelwerte ± Standardabweichung). Der Anteil der PNCs an der 

PMN-Gesamtzahl stieg von 2,12 ± 1,56 % bei der unstimulierten Kontrolle auf 

29,28 ± 6,03 % vier Stunden nach Zymosaninjektion an. Ebenso erhöhte sich die 

mediane Fluoreszenzintensität von P-Selektin auf den PNCs durch die 

Inflammation von 6,29 ± 2,53*102 auf 2,22 ± 0,60*103. Die MFI von L-Selektin 

steigerte sich durch die Inflammation von 8,50 ± 2,38*10 auf 1,83 ± 0,28*103 und 

die von PSGL-1 von 8,89 ± 7,65*102 auf 3,58 ± 2,19*103. Der SDF-1 

Rezeptorantagonismus führte in den A2B Knockout Tieren zu keiner Reduktion 

der PNCs oder der Adhäsionsmoleküle. Der Anteil der PNCs lag nach 

prophylaktischer CCX771-Gabe bei 23,99 ± 8,24 % und nach Gabe von 

AMD3100 bei 25,50 ± 5,91 %. P-Selektin wurde durch den Antagonismus bei den 

KO-Tieren nicht reduziert nachgewiesen und dessen Fluoreszenzintensität auf 

den PNCs wiesen wir bei erfolgter CCX771-Gabe mit 3,42 ± 0,59*103 nach und 

mit 2,70 ± 1,49*103 nach AMD3100-Gabe. L-Selektin konnte durch den 

Antagonismus der SDF-1 Rezeptoren ebenfalls nicht vermindert werden und 

wurde nach CCX771-Gabe mit einer medianen Fluoreszenzintensität von 1,89 ± 

0,98*103 und mit 1,44 ± 0,80*103 nach AMD3100-Gabe auf den PNCs 
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nachgewiesen. Ebenso ergab sich für PSGL-1 keine Reduktion und die MFI lag 

nach dem Antagonismus von CXCR7 bei 4,36 ± 1,57*103 und nach dem CXCR4-

Antagonismus bei 4,10 ± 0,76*103. 

 

 

Abbildung 23: Bildung von PNCs im Blut und in den Organen in den A2B Knockout Tieren. In (A) ist 
die durchflusszytometrisch erfasste PNC-Bildung im Blut und die mediane Fluoreszenzintensität (MFI) von 
P-Selektin, L-Selektin und PSGL-1 auf den PNCs in den A2B-KO-Tieren während Zymosan-induzierter 
Peritonitis und Sepsis abgebildet. Im Vergleich der unstimulierten Kontrolle, der stimulierten Kontrolle und 
den prophylaktisch mit den Antagonisten behandelten Gruppen zeigt sich in den Knockout Tieren keine 
Reduktion der PNC-Bildung oder der Selektine durch den SDF-1 Rezeptorantagonismus. Angegeben sind 
Mittelwerte ± Standardabweichung (n=4-12), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. (B-D) 
bildet die immunhistochemische Anfärbung der PNCs in Peritoneum (B), Lunge (C) und Leber (D) ab. Die 
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PNCs stellen sich blau / schwarz dar und wurden durch Pfeile gekennzeichnet, 100x Vergrößerung, n=4. 
(Ngamsri et al., 2021) 

Die durchflusszytometrischen Ergebnisse zur PNC-Bildung im Blut konnten 

durch immunhistochemische Anfärbung und Auszählung der PNCs in den 

Organen bestätigt werden (siehe Abbildung 24). Durch die Inflammation stieg die 

PNC-Anzahl in den Organen an und konnte durch den prophylaktischen 

Antagonismus der SDF-1 Rezeptoren in den A2B-KO-Tieren nicht reduziert 

werden (angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung). Im Peritoneum 

vermehrten sich die ausgezählten PNCs von 0,00 ± 0,00 in den unbehandelten 

Mäusen auf 10,75 ± 3,59 in der stimulierten Kontrolle. Durch die CCX771-Gabe 

ergab sich wie durch die AMD3100-Gabe keine Reduktion der Zellzahlen. Die 

ausgezählten PNCs lagen hier bei 9,50 ± 1,73 nach Gabe von CCX771 und bei 

20,25 ± 3,40 in der AMD3100-Gruppe. In den repräsentativen Ausschnitten der 

Lunge konnte eine Steigerung der PNCs von 1,25 ± 0,96 auf 8,75 ± 1,71 in den 

unbehandelten und den alleinig mit Zymosan behandelten Tieren ausgezählt 

werden. Nach dem Antagonismus fanden sich die PNCs ohne signifikante 

Reduktion bei 7,50 ± 1,29 nach CCX771-Gabe und bei 7,25 ± 0,50 nach Gabe 

von AMD3100. Die PNCs der Leber steigerten sich von 1,00 ± 0,82 in der 

unstimulierten Kontrolle auf 16,75 ± 3,30 vier Stunden nach Zymosaninjektion. 

Durch den Antagonismus der SDF-1 Rezeptoren ergab sich keine Reduktion: 

Nach CCX771-Gabe zählten wir 14,50 ± 1,29 PNCs und nach Gabe von 

AMD3100 13,25 ± 2,63. 
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Abbildung 24: Ausgezählte PNCs in den Organen während der Zymosan-induzierten Peritonitis und 
Sepsis in den A2B-KO-Tieren. Es wurden repräsentative Ausschnitte ausgewählt und die PNCs in diesen 
ausgezählt. Verglichen wird die nicht-behandelte Kontrolle mit der mit Zymosan stimulierten Kontrolle und 
die prophylaktisch mit den Antagonisten behandelten Gruppen je vier Stunden nach Zymosangabe. 
Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung (n=4), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 

0,0001. (Ngamsri et al., 2021) 

4.8. Reduktion der Bildung von Plättchen-Neutrophilen-Komplexen 

durch SDF-1 Rezeptorantagonismus in der polymikrobiellen 

Peritonitis und Sepsis 

Die PNC-Bildung im Blut und die mediane Fluoreszenzintensität (MFI) der 

Selektine auf den PNCs wurde während der fäkal-induzierten Peritonitis und 

Sepsis durchflusszytometrisch bestimmt. In den Organen wurden die PNCs 

zudem immunhistochemisch angefärbt und ausgezählt. Die Ergebnisse zur PNC-

Bildung während polymikrobieller Sepsis werden in den beiden nachfolgenden 

Abbildungen dargestellt. 

Es konnte vier Stunden nach Injektion der Fäkalienlösung eine verstärkte PNC-

Bildung im Blut beobachtet werden (Mittelwerte ± Standardabweichung). Der 

Anteil der PNCs an der PMN-Gesamtanzahl lag bei der unstimulierten Kontrolle 

bei 1,71 ± 1,53 % und steigerte sich vier Stunden nach Injektion der 

Fäkalienlösung auf 13,05 ± 7,12 %. Durch die Antagonisierung der SDF-1 

Rezeptoren ergab sich auch im Modell der fäkalen Stimulation eine Reduktion 

der PNCs im Blut. Der Anteil der PNCs lag nach CCX771-Behandlung bei 7,11 ± 

6,90 % und bei AMD3100-Gabe bei 5,79 ± 4,10 %. Die MFI der Selektine auf den 
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PNCs verstärkte sich durch die fäkal-induzierte Inflammation: P-Selektin 

steigerte sich von 0,00 ± 0,00 bei den unstimulierten Tieren auf 8,54 ± 0,76*102 

vier Stunden nach intraperitonealer Injektion der Fäkalienlösung. L-Selektin 

erhöhte sich von 0,00 ± 0,00 auf 1,73 ± 4,50*103 und PSGL-1 von 1,20 ± 0,49*103 

auf 2,65 ± 1,28*103. Der Antagonismus beider SDF-1 Rezeptoren führte zu einer 

Reduktion der auf den PNCs bestimmten MFI von PSGL-1. Die Gabe von 

CCX771 ergab eine MFI von 1,38 ± 0,36*103 und die von AMD3100 von 1,50 ± 

0,50*103. Für die P-Selektin-Intensität ergab sich keine Reduktion durch den 

CXCR4- oder CXCR7-Antagonismus und die medianen Fluoreszenzwerte lagen 

nach CCX771-Gabe bei 8,89 ± 2,26*102 und bei 1,03 ± 0,51*103 nach AMD3100-

Behandlung. L-Selektin konnte nur durch den CXCR4-Antagonismus signifikant 

auf den PNCs vermindert werden. Nach AMD3100-Gabe lag die mediane 

Intensität bei 1,11 ± 0,21*103 und nach CCX771-Gabe bei 1,49 ± 0,01*103. 

Die in den Organpräparaten immunhistochemisch gefärbten und ausgezählten 

PNCs steigerten sich im Rahmen der Inflammationsreaktion nach Injektion der 

polymikrobiellen Fäkalienlösung. Der prophylaktische Antagonismus mit 

CCX771 und AMD3100 reduzierte mit Ausnahme von CCX771 in der Lunge die 

Anzahl der PNCs in den Organen. Im Peritoneum ergab sich eine Erhöhung der 

PNC-Anzahl von 1,00 ± 1,16 bei der unstimulierten Kontrolle auf 8,00 ± 2,16 in 

der stimulierten Kontrolle. Durch den CXCR7-Antagonismus reduzierte sich die 

Anzahl der ausgezählten PNCs auf 4,50 ± 1,73 und auf 4,00 ± 1,41 nach CXCR4-

Antagonismus. In der Lunge lag die PNC-Anzahl bei der Kontrolle ohne FIP bei 

0,75 ± 1,50 und stieg vier Stunden nach der Stimulation mit der Fäkalienlösung 

auf 6,75 ± 0,96 an. Nur durch den CXCR4-Antagonismus wurde die PNC-Anzahl 

auf 3,50 ± 1,29 reduziert. Nach CXCR7-Antagonisierung lagen die PNCs in der 

Lunge bei 5,50 ± 0,58. In der Leber betrug die Zahl der PNCs 0,25 ± 0,50 in der 

Kontrolle ohne FIP und erhöhte sich signifikant auf 10,50 ± 2,08 im Rahmen der 

Inflammation. Die Gabe von CCX771 reduzierte die PNCs auf 4,00 ± 1,41 und 

die Behandlung mit AMD3100 auf 6,00 ± 2,00. 
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Abbildung 25: PNC-Bildung im Blut und in den Organen während fäkal-induzierter Peritonitis und 
Sepsis im Wildtyp (FIP). (A) zeigt die durchflusszytometrisch erfasste PNC-Bildung im Blut und die 
mediane Fluoreszenzintensität (MFI) der Selektine auf den Wildtyp-PNCs in der polymikrobiellen 
Inflammation. Es werden die unbehandelten Mäuse mit den alleinig mit Fäkalienlösung stimulierten Tieren 
und die prophylaktisch mit den Antagonisten behandelten Gruppen verglichen (jeweils vier Stunden nach 
Injektion der Fäkalienlösung). Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung (n=5-17), *p < 0,05; **p 
< 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. In (B-D) ist die immunhistochemische Anfärbung der PNCs im 
Peritoneum (B), der Lunge (C) und der Leber (D) dargestellt. Die PNCs stellen sich blau bzw. schwarz dar 
und wurden zusätzlich mit Pfeilen markiert, 100x Vergrößerung, n=4. (Ngamsri et al., 2021) 
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Abbildung 26: Quantifizierung der PNCs in den Organen während der polymikrobiellen Peritonitis 
und Sepsis im Wildtyp (FIP). Die PNCs wurden in repräsentativen Ausschnitten ausgezählt. Verglichen 
wird die unstimulierte mit der stimulierten Kontrolle und die mit den Antagonisten prophylaktisch behandelten 
Gruppen (alle vier Stunden nach Injektion der Fäkalienlösung). Angegeben sind Mittelwerte ± 

Standardabweichung (n=4), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. (Ngamsri et al., 2021) 

4.9. Reduktion inflammatorischer Zytokine und Chemokine im Plasma 

durch SDF-1 Rezeptorantagonismus 

Die Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine TNFα und IL-6 und der 

Chemokine CXCL1 und CXCL2/3 wurden im Blutplasma der Mäuse während 

Zymosan-induzierter Peritonitis und Sepsis bestimmt und in Abbildung 27 

dargestellt. 

Vier Stunden nach der Zymosaninjektion stiegen bei allen untersuchten 

Zytokinen bzw. Chemokinen die Plasmakonzentrationen an und wurden durch 

die SDF-1 Rezeptorantagonisten reduziert (Mittelwerte ± Standardabweichung, 

Angaben in pg/ml Plasma und *102). Im Plasma der unbehandelten Tiere lag 

TNFα bei 0,26 ± 0,05 und erhöhte sich durch die Inflammation auf 2,07 ± 0,12. 

Es wurde durch den CXCR7-Antagonismus auf 1,85 ± 0,02 und durch die 

Antagonisierung von CXCR4 auf 1,71 ± 0,07 reduziert. IL-6 wurde im Plasma der 

unstimulierten Kontrolle nicht nachgewiesen (0,00 ± 0,00 pg/ml). Im Rahmen der 

Inflammation konnte es mit gestiegener Konzentration mit 2,51 ± 0,72 (vier 

Stunden nach Zymosaninjektion) gemessen werden und wurde durch die 

CCX771-Gabe auf 1,64 ± 0,54 und durch die AMD3100-Behandlung auf 0,81 ± 

0,52 reduziert. CXCL1 steigerte sich von 0,30 ± 0,02 in der nicht-behandelten 
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Gruppe auf 0,67 ± 0,31 nach alleiniger Zymosangabe. Es reduzierte sich durch 

den Antagonismus mit CCX771 auf 0,44 ± 0,14 und die Behandlung mit 

AMD3100 auf 0,34 ± 0,07. Der Plasmaspiegel von CXCL2/3 vermehrte sich von 

1,59 ± 0,08 auf 6,49 ± 3,09 im Rahmen der Inflammation. Die Behandlung mit 

CCX771 konnte die Konzentration des Zytokins auf 3,35 ± 1,83 senken und die 

prophylaktische Gabe von AMD3100 auf 3,74 ± 0,60. 

 

 

Abbildung 27: Proinflammatorische Mediatoren bzw. Chemokine im Plasma während Zymosan-
induzierter Peritonitis und Sepsis bei den Wildtyp Tieren. In der Abbildung sind die Zytokine TNFα, IL-
6, CXCL1 und CXCL2/3 beim Wildtyp dargestellt. Nach einer Steigerung im Rahmen der Inflammation 
kommt es zu einer Reduktion der Plasmakonzentrationen durch den SDF-1 Rezeptorantagonismus. Es 
werden die unstimulierten Kontrollen, die stimulierten Kontrollen vier Stunden nach Zymosaninjektion und 
die prophylaktisch mit den SDF-1 Rezeptorantagonisten behandelten Gruppen vier Stunden nach 
Zymosaninjektion verglichen. Angegeben sind Mittelwerte und die Standardabweichung (n=6-10), *p < 0,05; 
**p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. (Ngamsri et al., 2020) 
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4.10. Einfluss der SDF-1 Rezeptorantagonisten auf die Zytokine im Plasma 

der A2B-KO-Tiere bei Zymosan-induzierter Peritonitis und Sepsis 

und während polymikrobieller Peritonitis und Sepsis beim Wildtyp 

Die Zytokinkonzentrationen von TNFα und CXCL2/3 wurden im Plasma während 

der Zymosan-induzierten Peritonitis und Sepsis auch in den A2B-KO-Tieren 

untersucht. Vier Stunden nach der intraperitonealen Zymosaninjektion zeigte sich 

eine Erhöhung der Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine im 

Plasma (Mittelwerte ± Standardabweichung, pg/ml). TNFα steigerte sich hier von 

2,74 ± 0,70*10 in den unbehandelten Tieren auf 9,68 ± 8,39*10 in den nur mit 

Zymosan behandelten Mäusen (vier Stunden nach Injektion). Auch CXCL2/3 

stieg im Rahmen der Inflammation von 2,03 ± 5,73*10 auf 1,71 ± 1,86*103 an. 

Der prophylaktische SDF-1 Rezeptorantagonismus führte in den A2B-KO-Tieren 

zu keiner Reduktion beider Zytokine. Die TNFα-Plasmakonzentration lag nach 

CXCR7-Antagonisierung bei 7,27 ± 2,39*10 und nach Antagonisierung von 

CXCR4 bei 8,68 ± 2,89*10. CXCL2/3 wurde ebenfalls in den KO-Tieren nicht 

durch den Antagonismus beeinflusst und die Plasmakonzentrationen des 

Zytokins waren 1,48 ± 0,92*103 bei CCX771-Gabe und 2,53 ± 1,20*103 nach 

Behandlung mit AMD3100. 

Im Modell der polymikrobiellen Peritonitis und Sepsis stiegen vier Stunden nach 

Injektion der polymikrobiellen Fäkalienlösung die Plasmakonzentrationen der 

Zytokine TNFα und CXCL2/3 an. Die Plasmalevel von TNFα lagen bei den nicht-

stimulierten Wildtyptieren unterhalb der Nachweisgrenze (0,00 ± 0,00) und 

erhöhten sich im Rahmen der fäkal-induzierten Inflammation auf 1,64 ± 0,63*102. 

Ebenfalls verstärkte sich inflammationsbedingt die Konzentration von CXCL2/3 

im Plasma von 2,17 ± 0,31*102 auf 5,02 ± 2,35*103. Durch den prophylaktischen 

CXCR4- und CXCR7-Antagonismus kam es zu einer Reduktion der Zytokine im 

Plasma. TNFα wurde durch die Gabe von CCX771 auf 1,00 ± 0,24*102 und durch 

die Gabe von AMD3100 auf 9,65 ± 3,14*10 reduziert. Der Antagonismus mit 

CCX771 führte zu einer Reduktion der Plasmakonzentration von CXCL2/3 auf 

2,24 ± 1,26*103 und die AMD3100-Behandlung zu einer Reduktion auf 1,95 ± 

1,45*103. 
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Die folgende Abbildung fasst die Zytokinkonzentrationen im Plasma der A2B-KO-

Tiere im Zymosan-induzierten Sepsismodell und die der Wildtyptiere während 

polymikrobieller Peritonitis und Sepsis zusammen. 
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Abbildung 28: Zytokine im Plasma bei den A2B Knockout Tieren während Zymosan-induzierter 
Peritonitis und Sepsis und während polymikrobieller Peritonitis und Sepsis beim Wildtyp (FIP). Es 
werden die Zytokine TNFα und CXCL2/3 im Blutplasma der unbehandelten und der stimulierten Tiere (je 
vier Stunden nach Zymosan- oder Fäkalieninjektion) und die zusätzlich prophylaktisch mit den CXCR4- oder 
CXCR7-Antagonisten behandelten Gruppen verglichen (ebenfalls vier Stunden nach Inflammationsbeginn). 
Der Antagonismus der SDF-1 Rezeptoren zeigt keine Auswirkungen in den Knockout Tieren, jedoch im 
Wildtyp im Rahmen der fäkalen Inflammation. Angegeben sind die Mittelwerte und die Standardabweichung 
(n=7-16), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. (Ngamsri et al., 2021) 

4.11. Therapeutischer SDF-1 Rezeptorantagonismus: Reduktion der PMN-

Organmigration und der Zytokine im Plasma 

Im Modell der Zymosan-induzierten Peritonitis und Sepsis wurde bei den 

Wildtyptieren eine therapeutische Behandlung mit den CXCR7- und CXCR4-

Antagonisten CCX771 und AMD3100 eine Stunde nach der Zymosaninjektion 

durchgeführt. Durch diese therapeutische Gabe konnte eine Reduktion der PMN-

Migration in die Peritoneallavage und eine reduzierte Konzentration von TNFα 

und CXCL2/3 im Plasma erzielt werden (siehe Abbildung 29 und 30). 
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Im Blut erhöhte sich die PMN-Anzahl von 1,83 ± 2,51*105 (Mittelwerte ± 

Standardabweichung) bei der mit Zymosan stimulierten Kontrolle auf 5,08 ± 

3,07*105 in der Gruppe mit zusätzlich therapeutischer AMD3100-Behandlung. 

Ansonsten ergaben sich im Blut keine signifikanten Veränderungen. Die PMN-

Zahl lag in der Kontrolle ohne Zymosan bei 4,07 ± 3,61*104 und bei 1,35 ± 

0,94*105 nach therapeutischer CCX771-Gabe. 

Vier Stunden nach der intraperitonealen Zymosaninjektion migrierten verstärkt 

PMNs in Peritoneallavage, Lunge und Leber. In der PL steigerte sich die PMN-

Zahl durch die Inflammation von 1,31 ± 2,76*105 bei den unstimulierten Tieren 

auf 4,08 ± 1,71*106 vier Stunden nach Zymosaninjektion. In der Lunge ergab sich 

eine Steigerung der PMNs von 1,30 ± 0,72*105 auf 7,05 ± 3,81*105 und in der 

Leber von 1,18 ± 0,55*105 auf 7,33 ± 2,25*105. Nur in der PL konnte die PMN-

Migration durch die therapeutische Gabe der Antagonisten CCX771 und 

AMD3100 reduziert werden. Die PMN-Zahlen lagen nach therapeutischem 

CXCR7-Antagonismus bei 1,84 ± 0,35*106 und bei 2,49 ± 0,96*106 nach 

therapeutischer CXCR4-Antagonisierung. In Lunge und Leber konnte keine 

signifikante Veränderung der Migration der PMNs durch die therapeutische SDF-

1 Rezeptorblockade nachgewiesen werden. In den Lungen befanden sich nach 

therapeutischer CCX771-Gabe 5,75 ± 3,19*105 PMNs und nach therapeutischer 

AMD3100-Behandlung 4,64 ± 1,83*105 PMNs. In der Leber wurden nach 

therapeutischer CXCR7-Antagonisierung 5,95 ± 4,05*105 und nach 

therapeutischer Behandlung mit AMD3100 5,95 ± 2,39*105 PMNs 

durchflusszytometrisch erfasst. 

Die folgende Abbildung zeigt die therapeutischen Effekte der SDF-1 

Rezeptorantagonisten bezogen auf die PMN-Migration in Blut, PL, Lunge und 

Leber. 
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Abbildung 29: Durchflusszytometrisch erfasste PMN-Migration beim Wildtyp während Zymosan-
induzierter Peritonitis und Sepsis und therapeutischem SDF-1 Rezeptorantagonismus. In den ersten 
beiden Säulen ist jeweils die PMN-Organmigration der unbehandelten und der alleinig mit Zymosan 
behandelten Kontrollen abgebildet. Die mit Zymosan stimulierte Kontrolle wird mit den zusätzlich 
therapeutisch mit den Antagonisten behandelten Gruppen verglichen (Zeitpunkt des Antagonismus: Eine 
Stunde nach Zymosaninjektion, Zeitpunkt der Operation: Vier Stunden nach Zymosaninjektion). Durch die 
therapeutische Antagonisierung zeigt sich eine signifikante Reduktion der neutrophilen Granulozyten in der 
Peritoneallavage. Angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung (n=6-12), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p 

< 0,001 und ****p < 0,0001. 

Die Konzentration der Zytokine TNFα und CXCL2/3 wurde mittels ELISA im 

Plasma der therapeutisch mit den Antagonisten behandelten Wildtyptiere 

bestimmt und in der folgenden Abbildung dargestellt. Die Zytokine erhöhten sich 

durch die Inflammation und wurden nach der therapeutischen Behandlung mit 

CCX771 und AMD3100 reduziert im Plasma nachgewiesen (Angabe in pg/ml). 

Die Plasmakonzentration von TNFα stieg von 5,37 ± 0,25*10 bei der 

unstimulierten Kontrolle auf 1,95 ± 0,88*102 bei der stimulierten Kontrolle an. Die 

Konzentration von CXCL2/3 steigerte sich ebenfalls inflammationsbedingt von 

1,93 ± 0,06*102 auf 6,30 ± 2,30*102. Durch die therapeutische Gabe von CCX771 

reduzierte sich das TNFα-Plasmalevel auf 9,36 ± 2,82*10 und die Konzentration 

von CXCL2/3 auf 3,63 ± 1,59*102. Die therapeutische Behandlung mit AMD3100 
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führte zu einer Reduktion des TNFα-Plasmaspiegels auf 9,86 ± 3,65*10 und 

senkte den CXCL2/3-Spiegel auf 3,40 ± 1,53*102. 

 

 

Abbildung 30: Zytokine im Plasma während Zymosan-induzierter Peritonitis und Sepsis und 
therapeutischem SDF-1 Rezeptorantagonismus beim Wildtyp. TNFα und CXCL2/3 sind hier in der 
unstimulierten Kontrolle, der mit Zymosan stimulierten Kontrolle und in der therapeutisch mit den CXCR4- 
und CXCR7-Antagonisten behandelten Gruppen dargestellt und wurden beide durch den therapeutischen 
Antagonismus reduziert im Plasma nachgewiesen (je vier Stunden nach Zymosaninjektion). Der 
therapeutische Antagonismus erfolgte eine Stunde nach Zymosaninjektion. Angegeben sind Mittelwerte ± 

Standardabweichung (n=7-16), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. 
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5. Diskussion 

In dieser Arbeit wurde die Rolle der SDF-1 Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 in 

der akuten Inflammation der Peritonitis-assoziierten Sepsis untersucht. Dazu 

wurde in zwei Modellen eines in vivo Migrationsversuches durch intraperitoneale 

Injektion von Zymosan oder Fäkalienlösung eine Peritonitis und Sepsis in 

Mäusen induziert. Die Tiere wurden prophylaktisch oder therapeutisch mit den 

SDF-1 Rezeptorantagonisten AMD3100 (CXCR4-Antagonist) oder CCX771 

(CXCR7-Antagonist) behandelt. Die Transmigration neutrophiler Granulozyten 

und die Bildung von Plättchen-Neutrophilen-Komplexen (PNCs) wurde 

anschließend durchflusszytometrisch und durch immunhistochemische 

Anfärbung bestimmt. Die systemische Inflammationsreaktion wurde durch die 

Bestimmung der proinflammatorischen Zytokine und Chemokine im Plasma 

abgebildet. Ebenfalls wurde der Einfluss des A2B Adenosinrezeptors während 

SDF-1 Rezeptorblockade bei Zymosan-bedingter Peritonitis und Sepsis 

untersucht. 

SDF-1 ist als Chemokin an der Migration neutrophiler Granulozyten vom 

Knochenmark zum Entzündungsfokus beteiligt. Durch eine reduzierte SDF-1 

Expression der Stromazellen des Knochenmarks und eine Internalisierung von 

CXCR4 seitens der PMNs werden diese aus dem Knochenmark freigesetzt 

(Furze und Rankin, 2008). Gleichzeitig ist SDF-1 mit seinen Rezeptoren an der 

Migration der neutrophilen Granulozyten in das entzündete Gewebe durch seine 

Rolle als Chemokin involviert (Summers et al., 2010, Konrad et al., 2017). Um 

die Relevanz von SDF-1 und seinen Rezeptoren während akuter Inflammation 

darzulegen, wurde deren Expression im Zymosan- und fäkal-induzierten Modell 

in den Organen unstimulierter und stimulierter Tiere verglichen. SDF-1, CXCR4 

und CXCR7 wurden durch die Entzündungsreaktion verstärkt in den Organen 

exprimiert. Unsere Expressionsdaten decken sich mit Studien aus Inflammations- 

oder Hypoxie-Modellen, welche ebenfalls eine vermehrte SDF-1 Expression 

nachweisen konnten (Kollet et al., 2003, Tsou et al., 2018, Costello et al., 2012). 

In klinischen Studien wurde aufgrund der gesteigerten Expression der SDF-

1/CXCR4 Achse sowohl das Chemokin als auch sein Rezeptor als möglicher 

Biomarker für eine Sepsis in Betracht gezogen (Franchini et al., 2015, Tunc et 
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al., 2015, Badr et al., 2018). Die Zymosan- bzw. Fäkalien-bedingte systemische 

Inflammation führte in unserer Arbeit zusätzlich zur erhöhten SDF-1 Expression 

im Peritoneum auch zu einer gesteigerten SDF-1 Expression im pulmonalen 

Gewebe der Wildtyp-Tiere. Vergleichbar konnten im Tierversuch bei direkter 

Lungenschädigung durch Lipopolysaccharid-Inhalation erhöhte SDF-1 Level in 

der Lunge nachgewiesen werden (Ngamsri et al., 2017, Konrad et al., 2017). 

Auch weitere Inflammationsprozesse gehen mit einer verstärkten Expression von 

SDF-1 bzw. seinen Rezeptoren einher und bestätigen unsere Ergebnisse 

(Konrad et al., 2017, Petty et al., 2007, Tsou et al., 2018). Hypoxie und 

Zellschäden scheinen ebenso die Expression der SDF-1 Rezeptoren CXCR4 und 

CXCR7 auf endothelialen (Vorläufer-) Zellen zu steigern (Costello et al., 2012, 

Mousavi, 2020). Im Rahmen der Inflammation kommt es häufig zur 

Gewebshypoxie, welche eine Stabilisierung der durch Hypoxie induzierbaren 

Faktoren (HIFs) induziert (Eltzschig et al., 2014). HIF sind eine Gruppe von 

intrazellulären Signalproteinen, die einen Sauerstoffmangel detektieren können. 

Diese Signalproteine bestehen aus einer sauerstoffabhängigen α- und einer 

sauerstoffunabhängigen β-Domäne. Beim Menschen sind drei verschiedene 

HIF-Unterformen bekannt: HIF-1α, HIF-2α und HIF-3α. Während der Hypoxie 

stabilisieren sich diese α-Untereinheiten, binden β-Untereinheiten im Kern und 

bewirken durch eine Veränderung der Genexpression eine Anpassung an 

hypoxische Bedingungen (Eltzschig et al., 2014, Balamurugan, 2016). Die 

Optimierung des Sauerstoffangebotes und -verbrauches spielt hierbei eine 

zentrale Rolle (Semenza, 2014). Des Weiteren wird der (Glukose-) Stoffwechsel 

im inflammatorischen Gewebe (beispielsweise durch Beeinflussung des 

Glukosetransporters GLUT1) und die Migration, Aktivierung und Regulation von 

Immunzellen durch HIF beeinflusst (Balamurugan, 2016). In Bezug auf SDF-1 

wurde HIF-1 in Tierversuchen mit einer gesteigerten SDF-1, CXCR4- und 

CXCR7-Expression in Verbindung gebracht (Liu et al., 2010, Ceradini et al., 

2004, Loh et al., 2009). Übereinstimmend stieg in unseren Versuchen die 

Expression der SDF-1 Rezeptoren im Rahmen der Sepsis in den untersuchten 

Organen an. Auch beim Myokardinfarkt spielt SDF-1 durch die beschriebene 

Verbindung von Inflammation und Hypoxie eine Rolle und wird in der 
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ischämischen Region verstärkt exprimiert (Tsou et al., 2018). Ebenso zeigten 

Mäuse ohne endothelialen CXCR7-Rezeptor eine gestörte Angiogenese nach 

Myokardinfarkt (Hao et al., 2017). Das alles legt übereinstimmend mit unseren 

Ergebnissen eine Beteiligung von SDF-1 und seinen Rezeptoren an der 

Inflammationsreaktion und der Migration der Leukozyten nahe. Eine Ausnahme 

bildete in unseren Versuchen die Expression von SDF-1 in der Leber, welche in 

beiden Modellen im Rahmen der Inflammation nicht anstieg. Im Gegensatz 

hierzu konnten in einer durch Bestrahlung ausgelösten Leberzellschädigung 

erhöhte SDF-1 Werte in der murinen Leber in ELISAs festgestellt werden (Kollet 

et al., 2003). Eine reduzierte Inflammationsreaktion in der Leber könnte Ursache 

für diesen Unterschied sein. Jedoch konnten wir trotz der unveränderten SDF-1 

Expressionslage in der Leber in der FACS-Analyse sowie histologisch sowohl 

nach fäkal- als auch nach Zymosan-induzierter Peritonitis eine signifikant 

gesteigerte PMN-Migration beobachten, welche durch die pharmakologische 

CXCR4- und CXCR7-Inhibition größtenteils aufgehoben werden konnte. Die von 

uns ebenfalls nachgewiesene und durch den SDF-1 Rezeptorantagonismus 

reduzierte systemische Inflammation könnte diesen scheinbaren Widerspruch 

erklären. 

PMNs spielen eine Schlüsselrolle in der Pathophysiologie der Sepsis und 

vermitteln durch ihre Aktivierung Organschäden. Dabei spielt die Freisetzung 

zytotoxischer und proinflammatorischer Mediatoren wie reaktiver 

Sauerstoffspezies, verschiedener Enzyme und proinflammatorischer Zytokine 

eine wichtige Rolle (Phillipson und Kubes, 2011, Grommes und Soehnlein, 2011, 

Clark et al., 2007, Gotts und Matthay, 2016). Durch den prophylaktischen 

Antagonismus der SDF-1 Rezeptoren wurde sowohl im Zymosan- als auch im 

fäkal-induzierten Modell unserer Arbeit eine reduzierte PMN-Migration in die 

verschiedenen Organe detektiert. Unsere Daten decken sich mit eigenen 

Vorarbeiten aus der akuten pulmonalen Inflammation. Hierbei konnte zudem 

gezeigt werden, dass der SDF-1 Rezeptorantagonismus nicht nur die PMN-

Migration, sondern auch die endotheliale Permeabilität verbessert (Konrad et al., 

2017, Ngamsri et al., 2017). Auch Petty et al. konnten darlegen, dass die PMN-

Migration in die Lunge mit SDF-1 und seinen Rezeptoren in Verbindung steht. 
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Ein SDF-1 Antagonismus führte in einem murinen Modell der pulmonalen 

Inflammation zu einer Reduktion der PMNs in der bronchoalveolären Lavage 

(BAL) 24 Stunden nach Inflammationsbeginn (Petty et al., 2007). Auch bei 

allergischem Asthma wurde ein Nutzen der Inhibierung der SDF-1 Rezeptoren 

nachgewiesen. Im Mausmodell konnte eine Inhibierung von CXCR4 und CXCR7 

die Leukozytenmigration in die BAL und die inflammatorisch bedingte 

Hyperreagibilität der Atemwege reduzieren (Chang et al., 2018, Gonzalo et al., 

2000). Im Tiermodell zu chronisch entzündlichen Darmerkrankungen konnte eine 

gesteigerte CXCR4-Expression auf Leukozyten bzw. eine erhöhte SDF-1 

Präsentation auf dem Darmepithel nachgewiesen werden (Mikami et al., 2008). 

Durch einen CXCR4-Antagonismus konnte während experimenteller Kolitis die 

intestinale Inflammation und die histologisch betrachtete Leukozyteninfiltration 

reduziert werden (Mikami et al., 2008). In einem murinen Modell zur 

rheumatoiden Arthritis wurde ebenfalls eine verstärkte CXCR4-positive 

Zellmigration in die Synovialflüssigkeit beobachtet (Matthys et al., 2001). Ebenso 

konnte ein CXCR4-Antagonismus in einem Tiermodell zur rheumatoiden Arthritis 

die Erkrankungshäufigkeit einhergehend mit einer reduzierten Migration 

proinflammatorischer Zellen verringern (De Klerck et al., 2005). Auch bei 

systemischem Lupus erythematodes wurde der CXCR4-Antagonismus im 

Tiermodell unter anderem durch eine Limitation der Leukozytenmigration mit 

einer Reduktion der Organschäden und einer verminderten Krankheitsaktivität in 

Verbindung gebracht (Wang et al., 2009, Chong und Mohan, 2009). In 

Tiermodellen zum Myokardinfarkt oder Apoplex konnte durch einen CXCR4-

Antagonismus sowohl der inflammationsbedingte Schaden durch eine reduzierte 

Leukozytenmigration und -aktivierung vermindert werden als auch eine 

verstärkte Freisetzung protektiver Vorläuferzellen aus dem Knochenmark erwirkt 

werden (Tsou et al., 2018, Hsu et al., 2015, Wu et al., 2017). Die genetische 

Depletion von CXCR4 führte im Mausmodell der Myokardischämie ebenfalls zu 

einer reduzierten PMN-Infiltration und bestätigt unsere Ergebnisse über die 

Effekte einer spezifischen CXCR4-Blockade auf die PMN-Migration (Liehn et al., 

2011). Ausschließlich die in die Leber migrierten neutrophilen Granulozyten 

konnten durch den CXCR4-Antagonismus im prophylaktischen Zymosan-Modell 
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nicht signifikant reduziert werden, im Modell der fäkal-induzierten Peritonitis 

ergab sich allerdings eine Reduktion durch die AMD3100-Gabe. In einem LPS-

Endotoxin-Modell konnten erhöhte PMN-Zahlen nach CXCR4-Antagonismus mit 

AMD3100 in Leber und Milz festgestellt werden. Die Autoren der Arbeit führen 

dies auf eine gestörte Rezirkulation der neutrophilen Granulozyten ins 

Knochenmark zurück (Seemann und Lupp, 2016). Neben der prophylaktischen 

resultierte auch die therapeutische Behandlung mit AMD3100 und CCX771 in 

unserer Arbeit in einer eingeschränkten PMN-Migration in die Peritoneallavage 

und einer Reduktion der proinflammatorischen Zytokine im Blutplasma. Es finden 

sich somit in Übereinstimmung mit unseren Ergebnissen vielfach Hinweise auf 

eine Begrenzung der Inflammationsreaktion durch die SDF-1 Rezeptorblockade 

vermittelt durch eine Limitation der Leukozytenmigration und -aktivierung am 

Entzündungsfokus. 

Dennoch existieren ebenfalls widersprüchliche Daten zum SDF-1 

Rezeptorantagonismus während Inflammation oder Ischämie. Im Gegensatz zu 

unseren Daten zeigte Delano et al., dass die direkte SDF-1 Inhibition in der 

polymikrobiellen Sepsis negative Effekte haben kann (Delano et al., 2011). 

Hierbei führte die SDF-1 Blockade zur gesteigerten Bakterienlast und damit 

einhergehend zur erhöhten Letalität. Im Gegensatz zu unserer Studie könnte die 

direkte SDF-1 Inhibition zur Beeinträchtigung der PMN-Freisetzung im 

Knochenmark führen und somit die widersprüchlichen Ergebnisse erklären. In 

Ischämie- und Reperfusionsmodellen des Myokards und des Gehirns konnten 

der SDF-1/CXCR4 Achse protektive Effekte zugesprochen werden (Tsou et al., 

2018, Hsu et al., 2015, Wu et al., 2017). Hierbei wurde gezeigt, dass eine 

längerfristige CXCR4-Inhibition die Migration von Vorläuferzellen zum Infarktort 

und die Revaskularisierung reduziert (Mao et al., 2014, Dai et al., 2010, Petit et 

al., 2007, Tsou et al., 2018). Ähnliches wurde für die Rolle von CXCR7 während 

Hypoxie beschrieben: Bei Mäusen ohne endotheliale CXCR7-Expression wurde 

eine gestörte Angiogenese und Endothelzellproliferation nach Myokardinfarkt 

beobachtet (Hao et al., 2017). Diese Unterschiede lassen sich einerseits auf 

Unterschiede in der Beeinflussung der SDF-1 Achse und abweichende 

verwendete Modelle zurückführen. Andererseits zeigen sie zeigen die vielfältige 
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Wirkung der SDF-1 Rezeptorantagonisten auf unterschiedliche Zellen während 

Inflammation und Ischämie auf. 

Gesteigerte IL-1, IL-6 oder TNFα Konzentrationen werden häufig im Rahmen der 

dysregulierten Immunantwort während einer Sepsis beobachtet (Gotts und 

Matthay, 2016). In unserer Arbeit führte die pharmakologische Blockade von 

CXCR4 und CXCR7 zu einer signifikant reduzierten Freisetzung von TNFα und 

IL-6. Die Chemokine CXCL1 und CXCL2/3 spielen eine wichtige Rolle in der 

Migration der PMNs zum Inflammationsort (Phillipson und Kubes, 2011, Cheng 

et al., 2019). In der vorliegenden Arbeit reduzierte die Gabe der SDF-1 

Rezeptorantagonisten ebenfalls die Konzentrationen von CXCL1 und CXCL2/3 

im Plasma der Wildtyptiere. Übereinstimmend mit unseren Ergebnissen führte 

die CXCR4- und CXCR7-Blockade in einem murinen Modell zur akuten 

pulmonalen Inflammation zu einer reduzierten Freisetzung von TNFα, IL-6, 

CXCL1 und CXCL2/3 in der BAL (Ngamsri et al., 2017, Konrad et al., 2017). 

Yaxin et al. konnten in einem Modell der akuten Lungenschädigung an Mäusen 

auch während der fortgeschrittenen Phase der Inflammation nach 24 und 72 

Stunden eine Reduktion von IL-1β und TNFα in der BAL durch die 

prophylaktische Gabe von AMD3100 nachweisen (Yaxin et al., 2014). Der 

Einfluss der SDF-1 Rezeptorantagonisten auf die systemische Inflammation bzw. 

die proinflammatorischen Mediatoren konnte in weiteren entzündlichen 

Erkrankungen nachgewiesen werden. In einem Mäusemodell zur rheumatoiden 

Arthritis konnte die IL-6 Serumkonzentration durch einen CXCR4-Antagonismus 

reduziert werden (De Klerck et al., 2005). Auch in einem murinen Modell der 

experimentellen Kolitis führte der Antagonismus von CXCR4 zu einer reduzierten 

TNFα Produktion in mesenterialen Lymphknotenzellen (Mikami et al., 2008). Im 

Gegensatz zu diesen Daten konnte ein CXCR4-Antagonismus in einem Modell 

der polymikrobiellen Sepsis bei Mäusen die inflammatorischen Zytokine im 

Serum 24 Stunden nach Inflammationsbeginn nicht signifikant reduzieren 

(Ramonell et al., 2017). Der prophylaktische SDF-1 Rezeptorantagonismus von 

CXCR4 und CXCR7 konnte in dem polymikrobiell- bzw. fäkal-induzierten Modell 

unserer Studie sowohl TNFα als auch CXCL2/3 signifikant reduzieren. Durch die 

Bestimmung der Zytokine nach 24 Stunden, die fehlende Bestimmung der 
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Chemokine CXCL1 und CXCL2/3 und im Allgemeinen die Konzentration auf die 

späte Immunreaktion weicht die Arbeit von Ramonell et al. in wichtigen Punkten 

von der unsrigen ab, wodurch die Unterschiede erklärt werden können. 

Thrombozyten sind in der Lage Pathogene zu erkennen und können neutrophile 

Granulozyten aktivieren (Phillipson und Kubes, 2011). Die Bildung von PNCs 

führt zu einer verstärkten Aktivierung der PMNs (Clark et al., 2007) und 

begünstigt deren Migration zum Inflammationsort (Sreeramkumar et al., 2014). 

Selektine spielen eine wichtige Rolle in der Interaktion verschiedener Zellen und 

insbesondere auch im Zusammenspiel von PMNs mit Thrombozyten (McEver, 

2015). Das Zusammenspiel von P-Selektin (auf Thrombozyten) und PSGL-1 (auf 

PMNs) ist notwendig für die Bildung von PNCs und fördert die Aktivierung der 

PMNs und deren weitere Migration zum Ort der Inflammation (McEver, 2015, 

Kornerup et al., 2010, Yang et al., 1999). In unserer Arbeit führte die CXCR4- 

und CXCR7-Blockade in beiden Peritonitis-bedingten Sepsis-Modellen zu einer 

reduzierten Bildung von Plättchen-Neutrophilen-Komplexen im Blut und in den 

untersuchten Organen. Übereinstimmend konnte in einer Vorarbeit gezeigt 

werden, dass CXCR4 in der Thrombozyten-vermittelten leukozytären Migration 

involviert ist (Witte et al., 2021). Zusätzlich konnte in einer Arbeit zur 

Sichelzellanämie die CXCR4-Expression auf PMNs durch lösliche, von 

Thrombozyten stammende Mediatoren gesteigert werden (Garcia et al., 2020). 

In der erwähnten Arbeit präsentierten zudem neutrophile Granulozyten von 

Patienten mit Sichelzellanämie vermehrt CXCR4 auf ihrer Oberfläche und 

bildeten in vitro verstärkt Plättchen-Neutrophilen-Aggregate im Vergleich zu 

gesunden Kontrollprobanden. Chatterjee et al. konnten in einem murinen 

Peritonitismodell vermehrte Plättchen-Makrophagen Komplexe im Rahmen der 

Inflammation nachweisen. In vitro beeinflusste in der erwähnten Arbeit von 

Plättchen stammendes SDF-1 in Verbindung mit CXCR4 die Chemotaxis bei 

Monozyten und in Verbindung mit CXCR7 deren Adhäsion an Plättchen 

(Chatterjee et al., 2015). Diese Ergebnisse bestätigen unsere Daten über die 

Effekte der SDF-1 Rezeptoren bezüglich der Interaktion von Leukozyten und 

Thrombozyten. Bezogen auf thrombozytäres SDF-1 gibt es neben der 

Rekrutierung von pro-inflammatorischen Zellen ebenfalls Hinweise auf 
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schützende Effekte im Rahmen von Hypoxie. In einem murinen Ischämie-

Reperfusionsmodell konnte von Thrombozyten stammendes SDF-1 schützende 

Progenitorzellen mobilisieren (Stellos et al., 2008). Auch die erwähnten, an der 

Komplexbildung beteiligten Selektine wurden in unserer Studie durch die Gabe 

von AMD3100 oder CCX771 weitestgehend reduziert auf den PNCs 

nachgewiesen. In weiteren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass eine Blockade 

des P-Selektins oder des PSGL-1 zu einer verminderten Aktivierung neutrophiler 

Granulozyten und zu einer reduzierten PNC-Bildung führt (Etulain et al., 2015, 

Pircher et al., 2019, Evangelista et al., 1999). Weiter konnte eine Selektin-

Inhibition in einem murinen Modell der akuten Lungenschädigung die 

proinflammatorischen Zytokine bzw. Chemokine TNFα, IL-1α, IL-6 und CXL2/3 

in der BAL reduzieren (Shao und Qin, 2015). Somit unterstützen die erwähnten 

Arbeiten die protektiven Effekte der SDF-1 Rezeptorantagonisten im 

Zusammenhang mit einer Reduktion der von uns auf den PNCs nachgewiesenen 

Selektine. Thrombozyten können sowohl die neutrophilen Granulozyten 

aktivieren als auch von diesen (bspw. durch freigesetzte DNA-Netze) aktiviert 

werden und im Anschluss Einfluss auf die Inflammationsreaktion und Hämostase 

nehmen (Mandel et al., 2022). Es ergaben sich in murinen Sepsismodellen keine 

einheitlichen Ergebnisse bezüglich der protektiven Eigenschaften einer direkten 

Inhibition der thrombozytären Aktivierung (Cox, 2023, Seidel et al., 2009, 

Rabouel et al., 2021). Zudem ist eine direkte Inhibition der Plättchenfunktion mit 

einem erhöhten Blutungsrisiko vergesellschaftet (Khan et al., 2017). In diesem 

Kontext könnte eine indirekte Thrombozyteninhibition (wie durch den SDF-1 

Rezeptorantagonismus unserer Arbeit) ein Ansatz sein, über eine Reduktion der 

Interaktion zwischen PMNs und Thrombozyten die verstärkte 

Neutrophilenaktivierung zu hemmen (Etulain et al., 2015, Sreeramkumar et al., 

2014, Clark et al., 2007, Mutua und Gershwin, 2021) und die inflammatorische 

Reaktion zu modulieren, ohne das Blutungsrisiko derart stark zu beeinflussen. 

Der A2B Adenosinrezeptor scheint protektive Effekte im Rahmen verschiedenster 

Inflammationsprozesse, wie auch der Sepsis, zu vermitteln (Ham und Rees, 

2008, Csóka et al., 2010). Vorarbeiten haben eine mögliche Verbindung 

zwischen dem A2B Adenosinrezeptor und den beiden SDF-1 Rezeptoren CXCR4 
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und CXCR7 beschrieben (Yang et al., 2008, Richard et al., 2006, Konrad et al., 

2017). Um den Einfluss des A2B Adenosinrezeptors auf die pharmakologische 

Blockade der SDF-1 Rezeptoren zu untersuchen, wurde das Modell der 

Zymosan-induzierten Sepsis gemeinsam mit dem prophylaktischen SDF-1 

Rezeptorantagonismus an A2B Knockout Mäusen durchgeführt. Hierbei hob die 

genetische Depletion des A2B Adenosinrezeptors die protektiven Effekte der 

CXCR4- und CXCR7-Antagonisten auf. Yang et al. konnten einen protektiven 

Effekt des A2B Adenosinrezeptors in Verbindung mit CXCR4 nach induzierter 

Gefäßschädigung darlegen (Yang et al., 2008). Übereinstimmend mit diesen 

Ergebnissen verstärkte der A2B Knockout in unserer Arbeit die 

Inflammationsreaktion und hob zusätzlich bei gleichzeitiger CXCR4- und 

CXCR7-Antagonistengabe deren Effekte auf. Die PNC-Bildung, die PMN-

Migration und die Zytokinfreisetzung konnten durch die spezifische Blockade der 

SDF-1 Rezeptoren nicht mehr positiv beeinflusst werden. Diese Ergebnisse sind 

konsistent mit denen von Konrad et al. zum A2B Adenosinrezeptor und dem SDF-

1 Rezeptorantagonismus im Rahmen der akuten pulmonalen Inflammation 

(Konrad et al., 2017): Die genetische Depletion des A2B Adenosinrezeptors hob 

die protektiven Effekte der SDF-1 Rezeptorantagonisten in Bezug auf die PMN-

Migration und die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine auf. Ob 

hämatopoetische oder nicht-hämatopoetische Zellen für den ausbleibenden 

protektiven Effekt des SDF-1 Rezeptorantagonismus in den A2B Knockout 

Mäusen verantwortlich sind ist umstritten. Einerseits wurden die protektiven 

Effekte des A2B Adenosinrezeptors nach induzierter Gefäßschädigung und 

während Lipopolysaccharid-induzierter akuter Lungenentzündung bei Mäusen 

über hämatopoetische Zellen vermittelt (Yang et al., 2008, Konrad et al., 2017). 

Andererseits konnten nicht-hämatopoetische Zellen in einem murinen Modell zur 

polymikrobiellen Sepsis für die schützenden Effekte des A2B Adenosinrezeptors 

verantwortlich gemacht werden (Csóka et al., 2010). Die Unterschiede 

polymikrobieller und Endotoxin-assoziierter Inflammation könnten diese 

Differenz erklären. Dass der protektive Effekt der SDF-1 Rezeptorantagonisten 

auch über den A2B Adenosinrezeptor vermittelt wird, konnte in unserer Arbeit 

durch eine gesteigerte Expression des A2B Adenosinrezeptors nach AMD3100- 
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oder CCX771-Gabe weiter unterstützt werden. Gleiches zeigte sich bei Konrad 

et al. während der akuten pulmonalen Inflammation (Konrad et al., 2017). 

Inflammationsbedingt wurde der A2B Adenosinrezeptor in unserer Arbeit reduziert 

exprimiert, wohingegen dessen Expression in anderen Arbeiten durch 

Inflammation verstärkt wurde (Konrad et al., 2017, Ledderose et al., 2016, Bours 

et al., 2006). ATP und Adenosin wirken in der frühen Phase einer Entzündung 

durch steigende extrazelluläre Konzentrationen nach Zellschäden vorwiegend 

proinflammatorisch. Insbesondere Adenosin kann jedoch vor allem in späteren 

Entzündungsphasen auch immunregulatorisch wirken (Bours et al., 2006). 

Beispielsweise fördert Adenosin über die Adenosinrezeptoren A1 und A3 die 

Aktivierung neutrophiler Granulozyten und inhibiert deren proinflammatorische 

Reaktion über A2A und A2B (Barletta et al., 2012). Somit kann Adenosin durch die 

Aktivierung seiner verschiedenen Rezeptoren und deren Signalkaskaden sowohl 

pro- als auch antiinflammatorische Effekte vermitteln. Die Expression der 

Adenosinrezeptoren unterliegt zur Modulation des Immunsystems 

Schwankungen, welche besonders im fehlregulierten Immunsystem während 

Sepsis die unterschiedliche Expression erklären können (Bours et al., 2006). 

Zusätzlich könnten unterschiedliche Messzeitpunkte nach Inflammationsbeginn 

gemeinsam mit dem abweichenden Inflammationsmodell die unterschiedliche 

A2B Expression von Konrad et al. erklären. 

5.1. Limitationen der Studie und Ausblick zum klinischen Einsatz von 

CXCR4- und CXCR7-Antagonisten 

Die Inflammation wurde in der vorliegenden Arbeit durch die Induktion einer 

Peritonitis ausgelöst. Weitere Ätiologien sollten zur Untersuchung des SDF-1 

Rezeptorantagonismus während akuter Inflammation mit einbezogen werden. 

Weiterhin wirken immunsuppressive Therapien in den Endotoxin-Modellen der 

Sepsis (ähnlich dem in dieser Arbeit verwendeten Zymosanmodell) meist 

protektiv (Fink, 2014), da kein aktiv-schädigendes Pathogen vorhanden ist. 

Daher führten wir ebenfalls ein polymikrobielles Sepsismodell durch, in dem der 

protektive Effekt des SDF-1 Rezeptorantagonismus bestätigt werden konnte. Ein 

Großteil der Sepsispatienten der USA ist älter als 65 Jahre und hohes Alter geht 

mit erhöhter Sepsis-assoziierter Mortalität einher (Martin et al., 2006). Für die 
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Versuche wurden ausschließlich junge, männliche und genetisch annähernd 

identische Tiere verwendet. Da Alter, Komorbiditäten, Geschlecht und Genetik 

die Empfänglichkeit gegenüber Infektionen und Sepsis beeinflussen, sollten sie 

ebenfalls berücksichtigt werden (Gotts und Matthay, 2016, Osuchowski et al., 

2014, Fink, 2014). Hierbei spielt beispielsweise die Immunoseneszenz eine 

wichtige Rolle, welche mit dem Alter einhergehende, funktionelle 

Einschränkungen sowohl der zellulären als auch der humoralen Abwehr 

beschreibt (Martín et al., 2017). Genetische Variationen, beispielsweise der Toll-

like Rezeptoren, könnten ebenfalls den Verlauf einer Sepsis beeinflussen, 

bedürfen allerdings weiterer Erforschung (Cecconi et al., 2018, Thompson et al., 

2014). Septische Patienten werden des Weiteren mit Antibiotika und anderen 

supportiven Maßnahmen (wie Flüssigkeitssubstitutionen oder Katecholaminen) 

behandelt. Da die therapeutische Gabe der SDF-1 Rezeptorantagonisten in 

unseren Tierversuchen ebenfalls protektive Wirkungen besaß, könnte sie im 

Modell der fäkal-induzierten Peritonitis und Sepsis mit diesen supportiven 

Maßnahmen, soweit diese an Mäusen durchgeführt werden können, kombiniert 

werden.  

Weiterhin muss die Übertragungsfähigkeit von Ergebnissen aus dem Tierversuch 

auf den Menschen bedacht werden. Die septische Inflammationsreaktion 

unterscheidet sich bei Mäusen von der beim Menschen (Seok et al., 2013), da 

Mäuse weniger anfällig für systemische Infektionen sind und deutlich höhere 

Endotoxin-Konzentrationen notwendig sind, um ein septisches Krankheitsbild 

auszulösen (Fink, 2014). Zudem ist das Organversagen während Sepsis in 

Mäusen später und weniger stark ausgeprägt (Phillipson und Kubes, 2011). 

Daher besitzt die weitere Verbesserung und Anpassung der Tiermodelle an die 

humane Sepsis, bezogen auf Induktion der Krankheit, die Auswahl der Tiere und 

die weitere supportive Behandlung eine entscheidende Bedeutung für die 

Möglichkeit die Pathophysiologie der Sepsis besser abzubilden (Efron et al., 

2015). Im Hinblick auf eine mögliche klinische Anwendbarkeit der CXCR4- und 

CXCR7-Antagonisten ergibt sich kein einheitliches Bild. Hierbei muss wie oben 

beschrieben die Heterogenität der septischen Patienten bedacht werden. In der 

vorliegenden Arbeit wird die proinflammatorische Reaktion durch die 
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neutrophilen Granulozyten zwar reduziert, andere pathophysiologische Aspekte 

der Sepsis wie die bei vielen Patienten vorliegende Immunsuppression 

(Hotchkiss et al., 2013a) wurden jedoch nicht genauer untersucht. Die 

Immunsuppression während einer Sepsis geht mit einer Reduktion der 

Lymphozyten und dendritischen Zellen durch Apoptose und Funktionsstörungen 

dieser und anderer Immunzellen einher (Venet und Monneret, 2018, Hotchkiss 

et al., 2013b). Ob ein Patient von einer Immunstimulation oder einer Blockade 

der Immunantwort (wie der Reduktion der PMN-Migration in unserer Arbeit) 

profitiert wird in erster Linie von dessen aktueller Immunlage beeinflusst 

(Hotchkiss et al., 2013a). Daher könnte die Erfassung unterschiedlicher 

Patientengruppen basierend auf deren Immunfunktion hilfreich sein, um eine 

Therapieentscheidung zu treffen (Venet und Monneret, 2018). Beispielsweise ist 

der A2A Adenosinrezeptor auf PMNs nach muriner LPS-Stimulation oder bei 

septischen Patienten in seiner antiinflammatorischen Funktion eingeschränkt, da 

trotz verstärkter Expression seine Adenosin-Bindungsfähigkeit reduziert ist 

(Kreth et al., 2009). Bezogen auf eine mögliche therapeutische Anwendung der 

SDF-1 Rezeptorantagonisten und deren Verknüpfung mit dem A2B Signalweg 

könnte eine Prüfung der Adenosinrezeptorenexpression und  

-funktionalität vor der Verabreichung von SDF-1 Rezeptorantagonisten von 

klinischer Relevanz sein. 
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6. Zusammenfassung 

Für die Dysregulation des Immunsystems während einer Sepsis gibt es bisher 

keine kausale Therapie. In der Sepsis spielen neutrophile Granulozyten (PMNs) 

eine pathophysiologische Schlüsselrolle. Das Chemokin Stromal cell-derived 

factor-1 (SDF-1) beeinflusst die PMN-Migration in die Organe und ist mit dem 

Adenosinrezeptor A2B verbunden. Der Adenosinrezeptor A2B besitzt wichtige 

antiinflammatorische Eigenschaften und moduliert verschiedene 

Inflammationsprozesse. 

Diese Arbeit befasst sich mit der Rolle der SDF-1 Rezeptoren CXCR4 und 

CXCR7 und deren Verbindung zum A2B Adenosinrezeptor im Hinblick auf die 

PMN-Organmigration, die Bildung von Plättchen-Neutrophilen-Komplexen 

(PNCs) und die Freisetzung inflammatorischer Mediatoren in der Peritonitis-

assoziierten Sepsis. In einem murinen in vivo Transmigrationsversuch wurde 

eine prophylaktische Behandlung mit CXCR4- (AMD3100) und CXCR7-

Antagonisten (CCX771) durchgeführt und anschließend eine Sepsis durch 

intraperitoneale Injektion von Zymosan oder Fäkalienlösung induziert. 

Anschließend wurde die PMN-Organmigration, die PNC-Bildung im Blut und den 

Organen sowie die Konzentrationen inflammatorischer Zytokine im Plasma 

bestimmt. Um den Einfluss des A2B Adenosinrezeptors abzubilden, wurde das 

prophylaktische Zymosanmodell zudem an A2B Knockout Mäusen durchgeführt. 

Ebenfalls wurden die Effekte einer therapeutischen Behandlung im 

Zymosanmodell untersucht. 

Inflammationsbedingt konnte eine gesteigerte SDF-1, CXCR4- und CXCR7- 

Expression in Peritoneum, Lunge und Leber (mit Ausnahme von SDF-1 in der 

Leber) beobachtet werden. Die prophylaktische CXCR4- und CXCR7-Blockade 

reduzierte in beiden Sepsismodellen die PMN-Migration in die peritoneale 

Lavage (PL), die Lunge und die Leber. Des Weiteren wurde eine reduzierte PNC-

Bildung sowie verringerte Freisetzung von TNFα, IL-6, CXCL1 und CXCL2/3 

detektiert. Die genetische Depletion des Adenosinrezeptors A2B hob die Effekte 

der beiden Antagonisten auf. Der therapeutische CXCR4- und CXCR7-
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Antagonismus führte ebenfalls zur reduzierten PMN-Migration in die PL sowie 

einer eingeschränkten Freisetzung von TNFα und CXCL2/3. 

Die Ergebnisse unserer Arbeit deuten auf die protektiven Effekte einer 

spezifischen CXCR4- und CXCR7-Inhibition während einer Zymosan- und 

polymikrobiell-bedingten Peritonitis hin. Hierbei könnte die pharmakologische 

Blockade der SDF-1 Rezeptoren einen therapeutischen Ansatz in der Sepsis 

bedeuten, welcher aber im heterogenen Bild der Sepsis durch klinische Studien 

untermauert werden muss. 
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Zytokine TNFα, IL-6, CXCL1 und CXCL2/3 beim Wildtyp 
dargestellt. Nach einer Steigerung im Rahmen der 
Inflammation kommt es zu einer Reduktion der 
Plasmakonzentrationen durch den SDF-1 
Rezeptorantagonismus. Es werden die unstimulierten 
Kontrollen, die stimulierten Kontrollen vier Stunden nach 
Zymosaninjektion und die prophylaktisch mit den SDF-1 
Rezeptorantagonisten behandelten Gruppen vier Stunden 
nach Zymosaninjektion verglichen. Angegeben sind Mittelwerte 
und die Standardabweichung (n=6-10), *p < 0,05; **p < 0,01; 
***p < 0,001 und ****p < 0,0001. (Ngamsri et al., 2020) .............. 80 
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Abbildung 28: Zytokine im Plasma bei den A2B Knockout Tieren 
während Zymosan-induzierter Peritonitis und Sepsis und 
während polymikrobieller Peritonitis und Sepsis beim 
Wildtyp (FIP). Es werden die Zytokine TNFα und CXCL2/3 im 
Blutplasma der unbehandelten und der stimulierten Tiere (je 
vier Stunden nach Zymosan- oder Fäkalieninjektion) und die 
zusätzlich prophylaktisch mit den CXCR4- oder CXCR7-
Antagonisten behandelten Gruppen verglichen (ebenfalls vier 
Stunden nach Inflammationsbeginn). Der Antagonismus der 
SDF-1 Rezeptoren zeigt keine Auswirkungen in den Knockout 
Tieren, jedoch im Wildtyp im Rahmen der fäkalen Inflammation. 
Angegeben sind die Mittelwerte und die Standardabweichung 
(n=7-16), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001. 
(Ngamsri et al., 2021) .................................................................. 83 

Abbildung 29: Durchflusszytometrisch erfasste PMN-Migration beim 
Wildtyp während Zymosan-induzierter Peritonitis und 
Sepsis und therapeutischem SDF-1 
Rezeptorantagonismus. In den ersten beiden Säulen ist 
jeweils die PMN-Organmigration der unbehandelten und der 
alleinig mit Zymosan behandelten Kontrollen abgebildet. Diese 
Gruppen werden mit den therapeutisch mit den Antagonisten 
behandelten Gruppen verglichen (Zeitpunkt des 
Antagonismus: Eine Stunde nach Zymosaninjektion, Zeitpunkt 
der Operation: Vier Stunden nach Zymosaninjektion). Durch 
die therapeutische Antagonisierung zeigt sich eine signifikante 
Reduktion der neutrophilen Granulozyten in der 
Peritoneallavage. Angegeben sind Mittelwerte ± 
Standardabweichung (n=6-12), *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 
0,001 und ****p < 0,0001. ............................................................ 85 

Abbildung 30: Zytokine im Plasma während Zymosan-induzierter 
Peritonitis und Sepsis und therapeutischem SDF-1 
Rezeptorantagonismus beim Wildtyp. TNFα und CXCL2/3 
sind hier in der unstimulierten Kontrolle, der mit Zymosan 
stimulierten Kontrolle und in der therapeutisch mit den CXCR4- 
und CXCR7-Antagonisten behandelten Gruppen dargestellt 
und wurden beide durch den therapeutischen Antagonismus 
reduziert im Plasma nachgewiesen (je vier Stunden nach 
Zymosaninjektion). Der therapeutische Antagonismus erfolgte 
eine Stunde nach Zymosaninjektion. Angegeben sind 
Mittelwerte ± Standardabweichung (n=7-16), *p < 0,05; **p < 
0,01; ***p < 0,001 und ****p < 0,0001.......................................... 86 
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