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Zusammenfassung 
Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle in der Hämostase, indem sie unter phy-

siologischen Bedingungen Gerinnsel bilden, um traumatische Blutungen zu ver-

hindern. Neueste Erkenntnisse deuten jedoch darauf hin, dass Thrombozyten 

auch im Kontext von Entzündungsprozessen eine bislang wenig verstandene 

Funktion erfüllen. Einzelne immunreaktive Thrombozyten können gezielt an die 

entzündlich veränderte Gefäßwand rekrutiert werden und aktiv entlang des En-

dothels migrieren, um Mikroverletzungen zu detektieren und Blutungen zu ver-

hindern. Dieser Mechanismus scheint entscheidend zur Prävention einer über-

schießenden Bildung von Thromben im inflammatorischen Umfeld beizutragen. 

Die zugrunde liegenden molekularen und zellulären Mechanismen der entzün-

dungsabhängigen Regulation der Thrombozyten-Aktivität sind derzeit weitge-

hend ungeklärt. Ein vertieftes Verständnis der lokalen Mechanismen, die ein-

zelne Thrombozyten nutzen, um die vaskuläre Integrität im Rahmen von Entzün-

dungsreaktionen aufrechtzuerhalten, könnte potenzielle therapeutische Ansätze 

eröffnen. 

In dieser Dissertation konnte mithilfe von hochauflösender konfokaler Mikrosko-

pie und genetischen Mausmodellen demonstriert werden, dass die prokoagu-

lante Aktivierung einzelner Thrombozyten sowie die anschließende Rekrutierung 

der Gerinnungskaskade entscheidend für die Verhinderung inflammatorischer 

Blutungen sind. Phosphatidylserin (PS)-positive prokoagulante Thrombozyten 

konnten nach Induktion eines lokalen inflammatorischen Stimulus in der Lunge 

und dem Mesenterium nachgewiesen werden. Die Interaktion mit freigelegtem 

Kollagen konnte als zentraler Auslöser identifiziert werden, welcher Thrombozy-

ten an der Gefäßwand arretiert und die nachfolgende prokoagulante Aktivierung 

in einer CypD- und TMEM16F-abhängigen Weise sowohl in vivo als auch in vitro 

initiiert. Die prokoagulante Aktivierung der Thrombozyten fördert die Bindung des 

Prothrombinase-Komplexes an die Thrombozyten-Membran, was die Thrombin-

Aktivität signifikant steigert und zur Fibrinbildung führt. Es wurde mechanistisch 

aufgezeigt, dass die prokoagulante Aktivierung migrierender Thrombozyten 

durch die simultane Aktivierung des Integrin-αIIbβ3-(GPIIbIIIa)/Gα13-vermittelten 

Outside-in-Signalwegs und des GPVI-Signalwegs hervorgerufen wird. Durch 

diese prokoagulante Aktivierung migrierender Thrombozyten wird die Gerin-

nungskaskade gezielt an Stellen einer gestörten vaskulären Integrität rekrutiert. 
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Dies dient der Bildung von Mikrothromben und trägt dazu bei, inflammatorisch 

bedingte Blutungen effektiv zu verhindern, ohne eine überschießende Aktivie-

rung der intravaskulären Gerinnung auszulösen. Die spezifische genetische Ab-

lation von CypD oder TMEM16F in Thrombozyten sowie die kombinierte phar-

makologische Hemmung der thrombozytären Glykoprotein-Rezeptoren GPIIbIIIa 

und GPVI führten in vivo zu einer reduzierten prokoagulanten Aktivierung und 

einer verstärkten pulmonalen inflammatorischen Hämorrhagie.  

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse dieser Arbeit auf eine bislang unbe-

kannte protektive Rolle von Thrombozyten im Kontext inflammatorischer Erkran-

kungen hin. Die gezielte Induktion der prokoagulanten Aktivierung könnte einen 

vielversprechenden neuen Therapieansatz zur Prävention inflammationsassozi-

ierter Blutungen darstellen, insbesondere bei intensivmedizinisch behandelten 

Patienten. 
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Abstract (English) 
Platelets play a central role in hemostasis by forming clots under physiological 

conditions to prevent traumatic bleeding. However, recent findings indicate that 

platelets also perform a previously less understood function in inflammatory pro-

cesses. Individual immunoreactive platelets can be specifically recruited to the 

inflamed vessel wall and actively migrate along the endothelium to detect defects 

and prevent bleeding. This mechanism appears essential for preventing exces-

sive microthrombus formation in an inflammatory environment. The molecular 

and cellular mechanisms underlying the inflammation-dependent regulation of 

platelet activity remain largely unclear. A deeper understanding of the local mech-

anisms by which individual platelets help maintain vascular integrity in the context 

of inflammatory responses could reveal potential therapeutic approaches.  

This dissertation illustrates, using high-resolution confocal microscopy and ge-

netic mouse models, that the procoagulant activation of individual platelets, cou-

pled with the engagement of the coagulation cascade, plays a vital role in pre-

venting inflammatory bleeding to the lungs. Phosphatidylserine (PS)-positive pro-

coagulant platelets were detected in the lungs and mesentery after the induction 

of a local inflammatory stimulus. The interaction with exposed collagen fibers was 

identified as the primary trigger, both in vivo and in vitro, that arrests platelets and 

initiates subsequent procoagulant activation, relying on CypD and TMEM16F. 

The procoagulant activation of migrating platelets facilitates the recruitment and 

assembly of the prothrombinase complex on the platelet membrane, thereby 

markedly enhancing thrombin generation and driving the subsequent formation 

of fibrin. Mechanistically, it was elucidated that the procoagulant activation of mi-

grating platelets is triggered by costimulation of the integrin αIIbβ3 

(GPIIbIIIa)/Gα13-mediated outside-in signaling pathway and the GPVI signaling 

pathway. This allows individual migrating platelets to selectively initiate the coag-

ulation cascade at sites of vascular injury, facilitating the formation of micro-

thrombi, without triggering excessive activation of the intravascular coagulation. 

This targeted response effectively prevents inflammatory bleeding. Genetic de-

pletion of CypD or TMEM16F specifically in platelets, along with the combined 

pharmacological inhibition of GPIIbIIIa and GPVI, attenuated procoagulant acti-

vation in vivo and aggravated pulmonary inflammatory hemorrhage.  
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In summary, the findings of this study suggest a previously unknown protective 

role of platelets in the context of inflammatory diseases. Targeted induction of 

procoagulant activation could represent a promising new therapeutic approach 

for the prevention of inflammation-associated bleeding, particularly in critically ill 

patients receiving intensive care. 
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1. Einleitung 

1.1 Klassische Funktion von Thrombozyten in der Hämostase 

Der Bildung von Thromben infolge von traumatischen Gefäßschäden liegt eine 

gut charakterisierte Kaskade aus Rekrutierung, Aktivierung und Aggregation von 

Thrombozyten zugrunde (Broos et al., 2011). Diese Signalkaskade wird durch 

die Bindung spezieller Thrombozyten-Rezeptoren (z. B. GPIb, GPVI) an extra-

zelluläre Matrixproteine wie von Willebrand-Faktor (vWF) oder Kollagen eingelei-

tet und führt im weiteren Verlauf zur Bildung eines hämostatischen Gerinnsels, 

des sogenannten Thrombus, um die vaskuläre Integrität zu bewahren und le-

bensbedrohliche Komplikationen wie Blutungen zu verhindern. Jedoch kann eine 

übermäßige Bildung von Thromben mit nachfolgender Embolisation, beispiels-

weise nach der Ruptur atherosklerotischer Plaques, zu schwerwiegenden Schä-

den in besonders anfälligen Endorganen wie dem Herzen und dem Gehirn führen 

(Jackson, 2011). Die klinische Relevanz von Herzinfarkten und Schlaganfällen, 

welche durch Thrombusbildung und Thromboembolie verursacht werden, wird 

durch epidemiologische Daten deutlich belegt. Als Bestandteil der kardiovasku-

lären Erkrankungen stellen sie weltweit die häufigste Todesursache dar 

(Dagenais et al., 2020).  

1.1.1 Primäre Hämostase 

Die primäre Hämostase, auch als zelluläre Hämostase bezeichnet, ist ein gut 

charakterisierter, mehrstufiger Prozess, der zur Bildung eines dreidimensionalen 

Netzwerks aus Thrombozyten führt. Diese Thrombozyten, auch Blutplättchen ge-

nannt (kurz: Plättchen, engl.: platelets), sind ca. 3 µm kernlose Zellen und stellen 

den zweithäufigsten Zelltyp des peripheren Blutes dar (Normbereich: 150.000–

400.000/μl) (Gremmel et al., 2016). Hierbei durchlaufen Thrombozyten die drei 

Phasen der Adhäsion (bzw. Rekrutierung), Aktivierung und Aggregation (Broos 

et al., 2011; Clemetson, 2012), welche in der graphischen Abbildung 1 visualisiert 

wurden. 

Die vaskuläre Blutstillung beschreibt die unmittelbare reflektorische Vasokon-

striktion der Endothel- und glatten Muskelzellen des verletzten Gefäßes. Damit 

wird die Durchblutung des betroffenen Areals gesenkt und die Adhäsion der 
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Thrombozyten an die Gefäßwand durch Reduktion des Gefäßdurchmessers und 

Erhöhung der resultierenden Scherkräfte gefördert (Zucker, 1947). 

Eingeleitet wird die Signalkaskade der Adhäsion durch die Bindung spezieller 

Thrombozyten-Rezeptoren an subendotheliale, extrazelluläre Matrixproteine wie 

beispielsweise Kollagen. Thrombozyten können mithilfe des membranständigen 

GPIb-IX-V-Rezeptorkomplexes (= von-Willebrand-Faktor-Rezeptor [vWR]) über 

den von-Willebrand-Faktor (vWF) indirekt mit Kollagen interagieren (Li et al., 

2010). Der vWF ist ein Glykoprotein (GP), welches frei löslich im Blut vorliegt und 

von Endothelzellen synthetisiert und gespeichert wird. Es wird bei Schädigung 

des Endothels freigesetzt und bindet an den freigelegten Kollagenfasern (Sadler, 

1998). Diese vorübergehende mechanische Interaktion bremst die Thrombozy-

ten weiter ab und leitet die nachfolgenden Schritte der Aktivierung ein (Varga-

Szabo et al., 2008). Neben dem vWR haben Thrombozyten auch die Möglichkeit 

direkt über einen Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif (ITAM) gekop-

pelten GPVI-Rezeptor mit Kollagen zu interagieren. Die ausgelöste, nachge-

schaltete Signalkaskade führt zu einer zusätzlichen Aktivierung und Formände-

rung der Thrombozyten (Babur et al., 2020). 

Nachdem Thrombozyten spezifisch an endotheliale Defekte adhärieren, sezer-

nieren sie verschiedene Inhaltsstoffe aus ihren zytoplasmatischen Granula. Es 

existieren drei Formen dieser Granula: α- und δ-Granula setzen gerinnungsför-

dernde Mediatormoleküle frei, während λ-Granula den thrombozytären Lysoso-

men entsprechen. Die α-Granula enthalten große Proteine, wie den von Wille-

brand-Faktor (vWF) zur Thrombozyten-Adhäsion, Fibrinogen sowie verschie-

dene Gerinnungsfaktoren. (Blair & Flaumenhaft, 2009). δ-Granula, auch als 

elektronendichte Granula (engl.: dense granules) bezeichnet, beinhalten hinge-

gen nur kleine Moleküle wie Adenosindiphosphat (ADP), den Plättchen-aktivie-

renden Faktor (PAF) und Calcium-Ionen (Ca2+) für die Thrombozyten-Aktivierung 

(Koseoglu & Flaumenhaft, 2013). ADP bindet auto- und parakrin an den P2Y12-

Rezeptor der Thrombozyten und aktiviert diesen. Dies führt zu einer charakteris-

tischen Morphologie der Thrombozyten mit Ausbildung von Lamellipodien durch 

Konformationsänderung der Aktin- und Filamin-Filamente des Zytoskeletts, wel-

che die Retraktion des sich bildenden Gerinnsels unterstützt. Darüber hinaus sti-

muliert die Bindung von ADP das Enzym Cyclooxygenase (COX) in den Throm-

bozyten, was zu einer gesteigerten Synthese des Arachidonsäure-Derivats 
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Thromboxan-A2 (TXA2) führt. TXA2 bindet an einen Gq-Protein-gekoppelten Re-

zeptor auf der Membran von Thrombozyten und glatten Muskelzellen, was eine 

Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration bewirkt. Dies fördert die weitere 

Ausbildung von Lamellipodien sowie eine verstärkte Vasokonstriktion des ver-

letzten Gefäßes, welche die Thrombozytenaggregation einleitet. Im Sinne eines 

positiven Rückkopplungsmechanismus verstärkt die zusätzliche Sekretion gerin-

nungsfördernder Granula die Aktivierung der Thrombozyten (Woulfe et al., 2001).  

Weiterhin bewirkt die Aktivierung des P2Y12-Rezeptores eine Erhöhung der Af-

finität des Integrin-Rezeptors αIIbβ3, auch bekannt als GPIIbIIIa-Rezeptor, zu 

seinem Liganden Fibrinogen (Li et al., 2010; Shen et al., 2012). Integrine sind 

transmembrane Proteine, die als Rezeptoren an der Thrombozyten-Zelloberflä-

che eine wichtige Rolle in der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion spielen. Sie 

sind in der Lage, Signale in beiden Richtungen über die Zellmembran zu vermit-

teln, was als inside-out und outside-in Signaling bezeichnet wird. Diese beiden 

Signalübertragungsmechanismen sind entscheidend für die Regulation der Akti-

vierung, Adhäsion und Aggregation von Thrombozyten. Beim inside-out Sig-

naling wird durch Bindung Intrazelluläre Signalproteine an die zytoplasmatische 

Domäne des Integrins eine Konformationsänderung des Rezeptors ausgelöst, 

welches die Bindungsfähigkeit von extrazellulären Liganden steigert (Li et al., 

2010). Das outside-in Signaling beschreibt den umgekehrten Prozess. Die Bin-

dung eines Liganden an die extrazelluläre Domäne des Integrin-Rezeptors führt 

durch direkte Interaktion zu einer Konformationsänderung, welches intrazelluläre 

Signalwege zur Reorganisation des Zytoskeletts initiiert (Durrant et al., 2017; 

O'Brien et al., 2012; Pang et al., 2018). Verschiedene Signalproteine, wie bei-

spielsweise Src-Kinasen, werden aktiviert und steuern zelluläre Prozesse, wie 

beispielsweise die Zellmigration von Thrombozyten (Kaiser, Anjum, et al., 2023). 

Diese beiden Mechanismen sind eng miteinander verbunden und stellen einen 

bidirektionalen Rückkopplungsprozess sicher, welcher essenziell für die primäre 

Hämostase ist.  

Die Thrombozyten-Aggregation wird durch Bindung von frei zirkulierendem Fib-

rinogen und vWF aus dem Blutplasma an den αIIbβ3/GPIIbIIIa-Rezeptorkomplex 

eingeleitet und aktiviert das Integrin outside-in Signaling. Fibrinogen (= Faktor I) 

ist ein Glykoprotein und Vorstufe des Fibrins, welches im Laufe der späteren 

plasmatischen Gerinnung gebildet wird. Durch Verbindung mehrerer 
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Thrombozyten-Ausläufer untereinander mittels Fibrinogen-Brücken entsteht ein 

dichtes zelluläres Netzwerk aus aktivierten Thrombozyten, dem sogenannten 

Thrombozyten-Pfropf oder weißen Abscheidungsthrombus (Furie & Furie, 2008; 

Hoffman & Monroe, 2001; van der Meijden & Heemskerk, 2019). 

 

Abbildung 1: Mechanismen der primären Hämostase nach traumatischer Gefäßverletzung 

Traumatische Verletzung des Endothels führt zur Exposition von extrazellulären Matrixproteinen 
(EZM) wie Kollagen und zur Bindung des von-Willebrand-Faktors (vWF), welcher aus Endothel-
zellen und Thrombozyten sezerniert wird. Adhäsion von Thrombozyten an die verletzte Gefäß-
wand wird durch das vWF-bindende Glykoprotein GPIbα vermittelt. Aktivierung der rekrutierten 
Thrombozyten durch auto- und parakrine Sekretion prothrombotischer Faktoren wie ADP führt zu 
morphologischen Veränderungen und Erhöhung der Affinität des αIIbβ3/GPIIbIIIa-Rezeptors. Die 
Bindung von Fibrinogen aktiviert das Integrin outside-in Signaling und fördert die Aggregation 
benachbarter Thrombozyten, resultierend in der Bildung eines stabilen Thrombus.  

Adaptiert nach (Kaiser, Escaig, et al., 2023). 

1.1.2 Sekundäre Hämostase 

Die sekundäre Hämostase, auch als plasmatische Hämostase bezeichnet, führt 

zur Gerinnung und Fibrinausfällung im Blutplasma. Sie wird durch eine Abfolge 

von Aktivierungsschritten spezifischer Gerinnungsfaktoren initiiert und aufgrund 

ihres stufenweisen, sich selbst verstärkenden Verlaufs als Gerinnungskaskade 

bezeichnet. Die Thrombozyten-Membran stellt hierbei die erforderliche Oberflä-

che für die Gerinnungsfaktoren bereit, an die sie binden müssen, um effizient 
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miteinander zu interagieren. Dadurch wird eine zielgerichtete Gerinnungsreaktion 

ermöglicht, da die im Plasma frei löslichen Gerinnungsfaktoren in räumlicher 

Nähe zueinander positioniert werden (Furie & Furie, 2008; Schenone et al., 

2004). 

Gerinnungsfaktoren sind Plasmaproteine, welche als inaktive Vorstufen frei lös-

lich im Blut zirkulieren. Nach Aktivierung fungieren sie als Serinproteasen und 

können durch limitierte proteolytische Spaltung weitere Gerinnungsfaktoren in 

eine aktive und gerinnungsfördernde Form umwandeln. Calcium-Ionen sind hier-

bei sowohl für die Serinproteasen als auch für die Thrombozytenaggregation der 

primären Hämostase ein essenzieller Cofaktor (Schenone et al., 2004). 

Die Kaskade kann durch das intrinsische oder das extrinsische System in Gang 

gesetzt werden. Diese endogene und exogene Aktivierung resultiert in der Bil-

dung des TENase-Komplexes, welcher aus verschiedenen Gerinnungsfaktoren, 

Phospholipiden und Calcium-Ionen besteht. Dieser aktiviert hochspezifisch den 

Faktor X (engl.: factor ten), welcher den Faktor-Xa-Va-Komplex, auch Prothom-

binase-Komplex genannt, bildet, um Thrombin umzusetzen (Grover & Mackman, 

2019; Mackman et al., 2007).  

In vivo laufen beide Kaskaden immer parallel ab und münden in einer Endstre-

cke, welche die Schlüsselreaktion der Hämostase beinhaltet. Die aktivierte Ser-

inprotease Thrombin wandelt lösliches Fibrinogen in Fibrinmonomere um und 

wird im Anschluss über kovalente Bindungen durch Faktor XIII quervernetzt. Die-

ser unlösliche Fibrinthrombus stellt die Grundsubstanz des eigentlichen stabilen 

Thrombus dar und wird durch Retraktion der Thrombozyten-Lamellipodien gefes-

tigt (Wolberg, 2007). Zusätzlich lagern sich rote Blutkörperchen an, wodurch der 

finale rote Thrombus entsteht. Dieser kann den Endotheldefekt effektiv verschlie-

ßen und dadurch potenzielle Blutungskomplikationen verhindern (Furie & Furie, 

2008).  

1.2 Brücke zwischen primärer und sekundärer Hämostase: 
prokoagulante Thrombozyten 

Interessanterweise zeigen nicht alle Thrombozyten die gleiche Reaktion auf ex-

terne Stimulation. Abhängig von zeitlich-räumlichen Faktoren, wie lokal vorhan-

denen, löslichen Agonisten, mechanischen Scherkräften sowie Zell-Zell-
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Interaktionen mit Endothel und Immunzellen, können Thrombozyten entweder 

aktiviert werden und aggregieren oder durch Sekretion ihrer Granula die Aktivie-

rung benachbarter Thrombozyten stimulieren (Broos et al., 2011; Ollivier et al., 

2014; van der Meijden & Heemskerk, 2019). Eine weitere, besondere Subpopu-

lation hochaktivierter Thrombozyten sind sogenannte prokoagulante Thrombozy-

ten (engl.: necrotic, ballooning, zombie platelet). Diese werden nur durch eine 

starke, multivalente Stimulation induziert und fördern die sekundäre Hämostase 

durch vermehrte Bindung von Gerinnungsfaktoren auf ihrer Oberfläche (Agbani 

& Poole, 2017; van der Meijden & Heemskerk, 2019) (Abbildung 2).  

Abbildung 2: Thrombozyten-Subpopulationen mit distinkten Aufgaben bei der Thrombusbildung 

Heterogenes Aktivierungsmuster von Thrombozyten durch lokal unterschiedliche Agonisten, me-
chanische Stimulation sowie Zell-Zell-Kontakte im Rahmen der Thrombusbildung nach Endothel-
schädigung. Dargestellt sind aggregierende (blau), sekretorische (orange) und prokoagulante 
Thrombozyten (engl.: nectrotic/ballooning/zombie platelet) (grüne Box).  

Adaptiert nach (van der Meijden & Heemskerk, 2019). Mit freundlicher Genehmigung von Sprin-
ger Nature, Nature Reviews Cardiology, Copyright © 2018. 

1.2.1 Funktionelle Eigenschaften prokoagulanter Thrombozyten 

Prokoagulante Thrombozyten zeichnen sich durch eine charakteristische runde 

Zellmorphologie aus. Nach ihrer Aktivierung erfolgt ein vermehrter Einbau von 

Wasserkanälen, wie Aquaporin-1 (AQP1), in die Zellmembran, was zu einem An-

schwellen der Thrombozyten führt – ein Prozess, der als "Ballooning" bezeichnet 

wird (Agbani & Poole, 2021; Agbani et al., 2015; Agbani et al., 2018). Sie 
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exprimieren verstärkt Aktivierungsmarker wie P-Selektin und das negativ gela-

dene Phospholipid Phosphatidylserin (PS) auf ihrer Oberfläche und setzten nach 

Aktivierung PS-positive Mikrovesikel frei (Agbani & Poole, 2017; Hua et al., 2015; 

van der Meijden & Heemskerk, 2019) (Abbildung 3). Namensgebend für die Sub-

population der prokoagulanten Thrombozyten ist ihre Fähigkeit, große Mengen 

an Calcium-Ionen auf ihrer vergrößerten, negativ geladenen Zelloberfläche zu 

binden. Diese Eigenschaft ermöglicht die lokale Interaktion mit Gerinnungsfakto-

ren, wie dem Prothrombinase- oder TENase-Komplex. Dadurch wird die plasma-

tische Gerinnung effizienter gefördert, insbesondere durch eine erhöhte Affinität 

zu allen Vitamin-K-abhängigen Gerinnungsfaktoren, was wesentlich zum Throm-

bin-Umsatz und zur Fibrinbildung beiträgt. Bisherige Studien deuten darauf hin, 

dass prokoagulante Thrombozyten durch die Rekrutierung von Gerinnungsfakto-

ren eine effektive Verbindung zwischen zellulärer und plasmatischer Blutgerin-

nung darstellen (Agbani & Poole, 2017; Fujii et al., 2015; Hua et al., 2015; Jobe 

et al., 2008).  

1.2.2 Aktivierung und Signalwege prokoagulanter Thrombozyten 

Die prokoagulante Aktivierung von Thrombozyten wird hauptsächlich durch eine 

duale Stimulation starker Agonisten wie GPVI-Rezeptor-Agonisten (z.B. Kollagen 

oder Convulxin) sowie Thrombin (Agbani & Poole, 2017; Agbani et al., 2015) in-

duziert. Weitere Studien konnten belegen, dass auch mechanischer Stress, wie 

lokal erhöhte intravaskuläre Scherkräfte, zu einer verstärkten Aktivierung führt 

(Delaney et al., 2014; Pang et al., 2018). Der GPIb-Rezeptor spielt ebenso eine 

Rolle in der prokoagulanten Aktivierung von Thrombozyten, die durch das proin-

flammatorische Protein S100A8/A9 (Calprotectin) vermittelt wird (Colicchia et al., 

2022). Die intrazellulären Signalkaskaden, die als Reaktion auf starke Agonisten 

zur prokoagulanten Aktivierung führen, sind bislang nur teilweise aufgeklärt (Ab-

bildung 3).  

Die prokoagulante Aktivität einzelner Thrombozyten wird maßgeblich von ihrer 

Fähigkeit beeinflusst, die zytosolische Calcium-Konzentration rasch zu erhöhen. 

Die gleichzeitige Aktivierung des Thrombin- und Kollagenrezeptors führt zu ei-

nem verstärkten Einstrom von extrazellulärem Calcium, was wiederum zur Bil-

dung der mitochondrialen Permeabilitäts-Transition-Pore (mPTP) beiträgt. Dies 

resultiert in einer Destabilisierung der mitochondrialen Membran, einer 
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konsekutiven Depolarisation sowie einer raschen Freisetzung von Calcium-Ionen 

aus den mitochondrialen Speichern zurück ins Zytosol. Eine kürzlich durchge-

führte Studie beschreibt dabei supramaximale Calciumkonzentrationen von bis 

zu 100 µM, die die physiologischen intrazellulären Werte deutlich übersteigen 

(Abbasian et al., 2020). Nach Erreichen der maximalen Calcium-Konzentrationen 

folgen sowohl morphologische Veränderungen wie die Einnahme der typischen 

Ballon-Form, als auch die Exposition von PS auf der Oberfläche der Thrombozy-

ten (Agbani & Poole, 2017; Denorme & Campbell, 2022).  

Einige Proteine und Ionenkanäle sind hierbei zentrale Treiber der prokoagulanten 

Aktivierung. Für die Formation der mPTP ist das mitochondriale Transmembran-

protein Cyclophilin D (CypD) essenziell (Denorme, Manne, Portier, Eustes, et al., 

2020; Hua et al., 2015; Jobe et al., 2008), während das Transmembranprotein 

TMEM16F, auch bekannt als Anoctamin 6 (ANO6), die Exposition von PS steuert 

(Baig et al., 2016; Fujii et al., 2015; Schoenwaelder et al., 2009; Suzuki et al., 

2010; van Kruchten et al., 2013). In nicht aktivierten Thrombozyten ist PS durch 

die Aktivität der Flippase auf die innere Schicht der Lipiddoppelmembran be-

schränkt. Als Reaktion auf supramaximale Calcium-Konzentrationen wird die 

Flippase inaktiviert und die Scramblase-Aktivität von TMEM16F katalysiert die 

bidirektionale Mobilisation von PS und anderen Phospholipiden durch Verlust der 

Membranasymmetrie an der Oberfläche (Millington-Burgess & Harper, 2020).  

Interessanterweise resultiert ein nahezu vollständiger Verlust prokoagulanter 

Thrombozyten aufgrund eines hereditären Mangels von TMEM16F in Menschen 

lediglich zu einer milden Blutungsneigung ohne therapeutische Konsequenz 

(Millington-Burgess & Harper, 2020; Weiss et al., 1979). Diese seltene erbliche 

Krankheit, auch bekannt als Scott-Syndrom, hat eine unklare Prävalenz von etwa 

1:1.000.000. 
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Abbildung 3: Mechanismen und Funktionen der prokoagulanten Aktivierung von Thrombozyten 

Prokoagulante Aktivierung von Thrombozyten wird durch externe Stimulation in einer CypD- und 
TMEM16F-abhängigen Weise ausgelöst. Einnahme der typischen runden Morphologie durch Ein-
bau von AQP1 in die Zellmembran (auch als „Ballooning“ bezeichnet) und Exposition von PS an 
der äußeren Membranoberfläche. Formation prokoagulanter Mikrovesikel und extrazelluläre Bin-
dung von Gerinnungsfaktoren. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2024). 

1.3 Thrombozyten in Inflammation und Immunabwehr 

Über ihre klassische Rolle in Thrombose und Hämostase hinaus spielen Throm-

bozyten eine wichtige Funktion im Kontext der angeborenen und erworbenen Im-

munität (Nicolai et al., 2019; Nicolai & Massberg, 2020; Stark & Massberg, 2021; 

Yeaman, 2014). Thrombozyten entfalten eine Vielzahl wichtiger Funktionen in 

entzündlichen Zuständen, darunter die Rekrutierung und Aktivierung von Leuko-

zyten im entzündeten Gewebe (Kaiser et al., 2021; Semple et al., 2011), die Auf-

nahme und Abtötung von Mikroorganismen zur Verhinderung der Ausbreitung 

von Pathogenen (Gaertner et al., 2017; Gaertner & Massberg, 2019; Nicolai, 

Schiefelbein, et al., 2020), sowie die Antigenpräsentation gegenüber adaptiven 
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Immunzellen (Elzey et al., 2008; Guo et al., 2021; Verschoor et al., 2011) (Abbil-

dung 4A-B).  

Im Rahmen der angeborenen humeralen Immunantwort rekrutieren Thrombozy-

ten Immunzellen zu Entzündungsherden, indem sie beispielsweise patrouillie-

rende neutrophile Granulozyten über TLR4 direkt binden und die Sekretion von 

Neutrophil Extracellular Traps (NETs) fördern (Engelmann & Massberg, 2013; 

Gaertner & Massberg, 2019; Pircher et al., 2019). Zudem sind Thrombozyten es-

senziell für Teile der adaptiven Immunantwort, da sie durch Interaktionen mit 

dendritischen Zellen und Lymphozyten beispielsweise die Abwehrreaktion auf 

Listerien-Infektionen (Verschoor et al., 2011) sowie die hepatische Immunabwehr 

durch CD8-positive T-Zellen steuern (Guidotti et al., 2015). Durch Sezernierung 

bakterizider Substanzen, wie beispielsweise saurer Hydrolasen aus λ-Granula, 

üben Thrombozyten außerdem direkte antimikrobielle Funktionen zur Abtötung 

von Krankheitserregern aus (Gaertner & Massberg, 2019; Nicolai et al., 2019).  

Bei einer systemisch dysregulierten Immunantwort kann jedoch das reaktive Ak-

tivierungspotenzial der Thrombozyten schädlich für den Wirt sein. Aktuelle For-

schungsergebnisse haben gezeigt, dass Thrombozyten als prothrombotische 

und proinflammatorische Treiber von COVID-19 fungieren. Diese fördern eine 

disseminierte intravasale Koagulation (DIC) durch ihre Degranulation und indu-

zieren die Rekrutierung sowie Aktivierung von Neutrophilen mit Bildung von 

NETs bei schwer betroffenen Patienten (Middleton et al., 2020; Nicolai, Leunig, 

et al., 2020; Zuo et al., 2020).  

Interessanterweise nutzen Thrombozyten, die bei Entzündungen rekrutiert wer-

den, Rezeptoren, Signalwege und Effektor-Funktionen, die zumindest teilweise 

von denen während der klassischen Thrombose und Hämostase abweichen, was 

die Bedeutung des detaillierten Verständnisses dieser Prozesse betont (Gaertner 

& Massberg, 2019).  
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Abbildung 4: Thrombozyten im Kontext von Infektionen und Entzündungen 

(A) Durch das Eindringen von Krankheitserregern in den Blutkreislauf werden einzelne Throm-
bozyten durch Chemokine und Zell-Zell-Interaktionen aktiviert und interagieren mit intravaskulä-
ren Leukozyten. Konkret rekrutieren und aktivieren Thrombozyten Neutrophile, aber auch Mo-
nozyten und lösen über Bindung des Toll-like-Rezeptors 4 (TLR4) die Bildung von Neutrophil 
Extracellular Traps (NETs) aus (Stark & Massberg, 2021). Mit freundlicher Genehmigung von 
Springer Nature, Nature Reviews Cardiology, Copyright © 2021. (B) Zudem spielen Thrombozy-
ten eine entscheidende Rolle bei der Abwehr bestimmter Bakterien und Viren, indem sie antimik-
robielle Substanzen freisetzen, die Immunthrombose aktivieren und mittels autonomer Migration 
die Umgebung abtasten, um Bakterien zu bündeln und Neutrophilen zu präsentieren. 

1.3.1 Autonome Migration von Thrombozyten 

Kürzlich veröffentlichte Studien identifizierten in dem Zusammenhang der Im-

munabwehr erstmals die Fähigkeit der autonomen Migration von Thrombozyten 

in vitro und in vivo (Gaertner et al., 2017). Veränderungen des Zytoskeletts 

A

B
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ermöglicht es, einzelnen immunresponsiven Thrombozyten mittels Haptotaxis 

adhäsive Fibrin(ogen)-Gradienten zu erkennen. Während sie im Ruhezustand 

eine durch Mikrotubuli stabilisierte bikonvexe Form aufweisen, kommt es nach 

Aktivierung des Fibrinogen-Oberflächenrezeptors GPIIbIIIa zur Aktin-Myosin-In-

teraktion mit Ausbildung von Pseudopodien (Nicolai, Schiefelbein, et al., 2020). 

Als Teil des Abwehrsystems wandern die aktivierten Thrombozyten autonom ent-

lang des Endothels und sammeln Bakterien wie E. coli oder den klinisch hochre-

levanten Keim MRSA (Methicillin-resistenter S. aureus) ein, um eine gezielte leu-

kozytäre Immunreaktion zu initiieren. In einem murinen MRSA-Sepsis-Modell er-

möglichen einzelne Thrombozyten zudem die Extravasation neutrophiler Gra-

nulozyten in entzündetes Gewebe (Gaertner et al., 2017; Gaertner & Massberg, 

2019).  

1.3.2 Inflammatorische Blutungen 

Blutungen sind eine wesentliche Komplikation von Hyperinflammation und Sep-

sis. Die Pathophysiologie dieser sogenannten inflammatorischen Blutungen ist 

komplex und Gegenstand aktueller Forschung. Ein charakteristisches Merkmal 

von inflammatorischen Erkrankungen ist die erhöhte Gefäßpermeabilität mit Nei-

gung zu Mikroblutungen. Diese sogenannten inflammatorischen Blutungen treten 

überwiegend in Geweben auf, welche ein umfangreiches Netzwerk an kapillarer 

Mikrozirkulation aufweisen, wie beispielsweise Haut, Schleimhaut des Magen-

Darm-Trakts und Lunge (Ho-Tin-Noé et al., 2018). Interessanterweise werden im 

Gegensatz zu traumatischen Verletzungen Blutungen in der entzündlichen Hä-

mostase hauptsächlich durch Transmigration neutrophiler Granulozyten durch 

die entzündete Gefäßwand ausgelöst. Dies führt zu Mikrodefekten des Endothels 

und dem daraus resultierenden Austritt von Plasmainhalten und roten Blutkörper-

chen (Goerge et al., 2008; Gros et al., 2015; Hillgruber et al., 2015; Ho-Tin-Noé 

et al., 2009) (Abbildung 5).  

Die klinische Relevanz entzündungsbedingter Blutungen, liegt insbesondere bei 

kritisch kranken intensivmedizinisch behandelten Patienten. Diese leiden häufig 

an akuten entzündlichen Erkrankungen wie dem Acute Respiratory Distress Syn-

drome (ARDS), welches zu verstärkten Blutungen in die Lunge führt (Lara & 

Schwarz, 2010). Aber auch intrakranielle Blutungen im Rahmen von Therapien-

Strategien mittels extrakorporaler Membran-Oxygenierung (ECMO) wurden 
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berichtet (Kasirajan et al., 1999; Lüsebrink et al., 2022). Diese inflammatorischen 

Blutungen können die Prognose dieser Patienten erheblich beeinflussen (Al-

Samkari et al., 2020; Thomas et al., 2018).  

Studien konnten zeigen, dass Thrombozyten entscheidend für den Erhalt der en-

dothelialen Integrität in einem gewebeabhängigen inflammatorischen Kontext 

sind. Es stehen jedoch im Gegensatz zur klassischen Hämostase nicht Throm-

bozyten-Aggregate, sondern vor allem einzelne Thrombozyten im Vordergrund 

(Ho-Tin-Noé, 2018; Ho-Tin-Noé et al., 2018; Kaiser, Escaig, et al., 2023). Diese 

werden an die entzündete Gefäßwand rekrutiert und positionieren sich gezielt an 

den Extravasation-Stellen von Neutrophilen, um endotheliale Leckagen mecha-

nisch zu verschließen und Blutungen zu verhindern (Gros et al., 2015) (Abbildung 

5). Diese Studie legt den Fokus insbesondere auf die Rolle der Thrombozyten-

Oberflächenrezeptoren, während weitere Untersuchungen spezifische Funktio-

nen der Thrombozyten, wie beispielsweise die Degranulation, im Kontext von 

entzündlichen Blutungsmodellen der Haut oder Lung detaillierter beleuchtet 

(Deppermann et al., 2017). Die für die klassische Hämostase relevanten Signal-

wege scheinen im inflammatorischen Kontext von geringerer Bedeutung zu sein 

als bei der Thrombusbildung nach traumatischer Gefäßverletzung (Gros et al., 

2015; Ho-Tin-Noé, 2018).  

Die Fähigkeit von Thrombozyten, autonom zu migrieren, spielt im Rahmen in-

flammatorischer Blutungen eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung 

der endothelialen Barrierefunktion. Die Migration ermöglicht es einzelnen Throm-

bozyten, sich gezielt an Stellen vaskulärer Mikroläsionen, die durch die Diape-

dese von Neutrophilen ausgelöst wurden, zu repositionieren und dadurch sowohl 

Mikroblutungen zu kontrollieren als auch die Ausbreitung von Bakterien zu ver-

hindern. Kürzlich veröffentlichte Daten zeigen, dass Thrombozyten durch in-

flammatorische Stimulation zu verstärkter Migration neigen und das Gefäßbett 

gezielt nach Endothellecks absuchen. Die genetische oder pharmakologische 

Hemmung der Fähigkeit zur autonomen Migration von Thrombozyten durch In-

terferenz mit dem Actin-related protein complex 2/3 (Arpc2/3) führte in einem 

murinen Modell der akuten Lungenverletzung (engl.: acute lung injury [ALI]) zu 

einer Exazerbation der pulmonalen Blutung (Nicolai, Schiefelbein, et al., 2020).  
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Es bleibt jedoch unklar, wie genau einzelne Thrombozyten, welche den Durch-

messer von Neutrophilen um ein Vielfaches unterschreiten, endotheliale Mikro-

defekte abdichten, sobald sie an die Verletzungsstelle rekrutiert wurden und wel-

che Rolle plasmatische Gerinnungsfaktoren in der entzündlichen Hämostase 

spielen. 

 

Abbildung 5: Pathophysiologie inflammatorischer Blutungen in der Lunge 

Erhöhte Endothelpermeabilität führt zur Transmigration von Neutrophilen durch die entzündete 
Gefäßwand, was zu mikrovaskulären Defekten und konsekutivem Austritt von Plasma und roten 
Blutkörperchen führt. In diesem Prozess werden einzelne Thrombozyten an die Gefäßwand re-
krutiert und verhindern Blutungen, indem sie die Transmigrationsstellen abdichten. 
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2. Fragestellung und Hypothesen 
Prokoagulante Thrombozyten stellen eine hochaktivierte Subpopulation von 

Thrombozyten dar, deren genaue Funktion insbesondere abseits der Hämostase 

weiterhin ungeklärt ist. Eine Schlüsselfunktion prokoagulanter Thrombozyten ist 

die Bildung einer Plattform für Gerinnungsfaktoren. Thrombozyten sind in vitro 

und in vivo zur Migration fähig und bilden bei der Inflammation eine wichtige 

Schnittstelle zwischen Endothel und Immunzellen (Gaertner et al., 2017; 

Gaertner & Massberg, 2019; Nicolai, Schiefelbein, et al., 2020). Der Einfluss von 

Inflammation und Infektion auf die prokoagulante Aktivierung von Thrombozyten 

ist Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten. 

Im Rahmen dieses Promotionsprojekts soll untersucht werden, inwieweit proko-

agulante Thrombozyten die inflammatorische Hämostase beeinflussen. Ich 

stellte die Hypothese auf, dass akute Entzündungen zu einer lokalen Induktion 

prokoagulanter Thrombozyten führen, welche die Gerinnungskaskade gezielt an 

Stellen endothelialer Verletzungen aktivieren, um Mikrothromben zu bilden und 

somit effektiv inflammatorische Blutungen zu verhindern. Die zentralen Frage-

stellungen umfassen die Identifikation der auslösenden Faktoren der prokoagu-

lanten Aktivierung von migrierenden Thrombozyten im inflammatorischen Milieu 

sowie die genaue Charakterisierung der involvierten Signalkaskaden und Rezep-

toren.  

Hierzu sollen in vitro Untersuchungen an migrierenden humanen Thrombozyten 

durchgeführt werden. Die dabei gewonnenen Erkenntnisse sollen mithilfe gene-

tisch modifizierter Knockout-Thrombozyten validiert werden, die nicht mehr in der 

Lage sind, einen prokoagulanten Phänotyp auszubilden. Um die funktionelle Re-

levanz der Interaktion zwischen Thrombozyten und der plasmatischen Gerinnung 

im Kontext der inflammatorischen Hämostase auch in vivo zu bestätigen, werden 

verschiedene murine Modelle akuter Entzündungen eingesetzt. Im Weiteren soll 

untersucht werden, inwiefern eine genetische oder pharmakologische Hemmung 

der prokoagulanten Aktivierung von Thrombozyten die endotheliale Integrität und 

das Auftreten inflammatorischer Blutungen beeinflusst. 
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3. Material 

3.1 Inhibitoren und Agonisten 

Cyclosporin A (#30024), Nifluminsäure (#N0630), Thrombin (#T4648), E. coli-ab-

geleitetes Lipopolysaccharid (LPS) O111 (#L2630), Adenosindiphosphat (ADP, 

#01905) und mP6 (#5098840001) wurden von Sigma-Aldrich und MerckMillipore 

erworben. Der PAR4-Inhibitor BMS-986120 wurde von CaymanChem (#23497) 

bezogen. Der Syk-Inhibitor BI-1002494 und die Kontrolle BI-2492 wurden von 

Boehringer Ingelheim erworben. Die klinisch verwendeten Antikoagulantien Tiro-

fiban und Argatroban wurden jeweils von Ibigen und Mitsubishi Pharma gekauft. 

Prostaglandin-I2-Natriumsalz wurde von Abcam und U46619 von Tocris bestellt. 

3.2 Chemikalien  

Horm-Kollagen wurde von Takeda (#1130630) gekauft. Casein, rekombinantes 

humanes Serumalbumin, Hexamethyldisilazan (HMDS), Paraformaldehyd (PFA) 

und Glutaraldehyd (GDA) wurden von Sigma bezogen. 

3.3 Antikörper und fluoreszierende Proteine 

Protein/Epitop Fluorophor Spezies Hersteller Bestell-
nummer 

act. CD42b (JonA) PE Maus emfret M023-2 

Annexin V FITC - Biolegend 640906 

Annexin V AF649 - Biolegend 640912 

Anti-Kollagen I - Hase abcam ab260043 

Anti-mouse IgG Cy3 Maus Invitrogen A10521 

Anti-rabbit IgG AF546 Hase Invitrogen A11037 

Anti-rabbit IgG AF649 Hase Invitrogen A21244 

Anti-rat IgG AF488 Ratte Invitrogen A21208 

Anti-rat IgG AF546 Ratte Invitrogen A11007 

C301 - Maus emfret C301 

CD107a BV785 Maus Biolegend 328643 
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CD41 Pacific blue human Biolegend 303714 

CD41 AF700 Maus Biolegend 133926 

CD42b FITC Maus emfret X488 

CD42b DyeLight-649 Maus emfret X649 

CD42b - Maus abcam ab183345 

CD45 BV650 human Biolegend 304044 

CD45 PerCp-Cy5.5 Maus Biolegend 103132 

CD9 PE/Dazzle™ 594 Maus Biolegend 124821 

Fibrinogen - - BioRad 4440-8004 

Fibrinogen AF546 - ThermoFisher F13192 

Fibrinogen AF488 - ThermoFisher F13191 

GPVI (JAQ1) FITC Maus emfret M011-0 

Hoechst Dye - - ThermoFisher H3570 

Ly6G PE Maus Biolegend 127608 

Ly6G PB Maus Biolegend 127612 

Ly6G BV711 Maus Biolegend 127643 

mC1 multimer Cy3 - - - 

mC1 multimer AF649 - - - 

PAC-1 AF649 human Biolegend 362806 

P-selectin BV421 human Biolegend 304926 

P-selectin PE-Cy7 Maus Biolegend 148310 

P-selectin PE human Biolegend 304905 

Phosphatidylserine - - Merck 05-719 

R300 - Maus emfret R300 

TER119 PE Maus Biolegend 116208 

TER119 AF488 Maus Biolegend 116215 

Thrombin 5-FAM/QXL™ 520 - Anaspec AS-72129 

Tabelle 1: Verwendete Antikörper und fluoreszierende Proteine 
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4. Methoden 

4.1 In vitro Untersuchungen 

4.1.1 Humane Blutspender 

Für die Isolation von Thrombozyten und Plasmaproben oder für Durchflusszyto-

metrie-Experimente mit Vollblut dienten gesunde freiwillige männliche und weib-

liche Blutspender im Alter von 21 bis 45 Jahren. Alle Experimente, die menschli-

che Probanden betreffen, wurden von der Ethikkommission (LMU München) ge-

nehmigt und entsprechen den relevanten Vorschriften für Experimente mit 

menschlichen Proben. 

4.1.2 Isolation von humanen und murinen Thrombozyten 

Humanes Vollblut wurde durch sterile Punktion der Kubitalvene mit einer Safety-

Multifly®-Kanüle der Größe 21G entnommen. Die Gerinnung wurde durch Zu-

gabe von Säure-Citrat-Dextrose (39 mM Zitronensäure, 75 mM Natriumcitrat, 135 

mM Dextrose) in einem Volumen, das 1/7 des Gesamtvolumens ausmacht, ge-

hemmt. Das Blut wurde daraufhin im Verhältnis 1:1 mit einem modifizierten Ty-

rodes-Puffer (137 mM NaCl, 2,8 mM KCl, 12 mM NaHCO3, 5,5 mM Saccharose, 

10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethansulfonsäure [HEPES], pH = 6,5) 

verdünnt, um die Stabilität der Blutbestandteile zu gewährleisten. 

Für die Isolation von murinen Thrombozyten wurden alle Tiere anästhesiert und 

das Blut anschließend durch Einführung einer Glaskapillare in den retroorbitalen 

Venenplexus gewonnen und durch Zusatz von Säure-Citrat-Dextrose an der Ge-

rinnung gehemmt. Es erfolgte ebenfalls eine 1:1 Verdünnung in Tyrodes-Puffer. 

Sowohl menschliche als auch murine Proben wurden anschließend mit 70 g für 

35 bzw. 15 Minuten bei Raumtemperatur (RT) mit ausgeschalteter Bremse zent-

rifugiert, um plättchenreiches Plasma (PRP) zu gewinnen. Nach Abpipettieren 

des Überstands wurde PRP 1:2 in modifiziertem Tyrodes-Puffer verdünnt und 

Prostaglandin-I2 (PGI2, 0,1 mg/ml), auch genannt Prostacyclin, zur Thrombozy-

tenaggregationshemmung ergänzt. Für die Langlebigkeit der fragilen Throm-

bozyten wurde entweder Albumin (0,1%) bei humanen Proben oder Casein 

(0,01%) bei murinen Proben hinzugefügt. Abschließend wurde für 5-10 Minuten 

bei 1000-1200 g zentrifugiert und der gewonnene Niederschlag mit enthaltenen 
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gewaschenen isolierten Thrombozyten in modifiziertem Tyrodes-Puffer resus-

pendiert. Eine ausreichende Thrombozyten-Konzentration wurde mit einem Sys-

mex XN-V Series XN-1000V Zellzähler überprüft. Plättchen-armes Plasma (engl.: 

platelet-poor plasma, PPP) für den Thrombin-Umsatz-Assay (Kapitel 4.1.3.4) 

wurde durch Zentrifugation von PRP für 5 Minuten bei 14 000 g erzeugt. 

4.1.3 Migrationsassay 

Mithilfe des in vorherigen Arbeiten bereits extensiv beschriebenen Migration-As-

says lässt sich die autonome Bewegung von Thrombozyten in einem in vitro Set-

ting untersuchen (Gaertner et al., 2017; Nicolai, Schiefelbein, et al., 2020). Um 

das inflammatorische Mikromilieu intravaskulärer Thrombozyten in vitro zu rekon-

struieren, wurde für diese Dissertation ein neuartiger Migrationsassay entwickelt. 

Dieser imitiert die Exposition isolierter wandernder Thrombozyten gegenüber frei-

gelegten extrazellulären Matrixproteinen, welche insbesondere bei schweren 

Entzündungen im Sinne einer Endotheliopathie auftreten (Ho-Tin-Noé et al., 

2018). Hiermit lässt sich das Verhalten von isolierten migrierenden Thrombozy-

ten auf einer Kollagen-Hybridmatrix mit prokoagulanten Aktivierung genauer cha-

rakterisieren.  

4.1.3.1 Generierung von Fibrin(ogen), Albumin und Kollagen beschichteten 
Flusskammern 

Hierfür wurden in einem ersten Schritt Flusskammern mit einer Oberfläche aus 

dem Hybridsubstrat Fibrin(ogen), Albumin und Kollagen I-Fasern generiert. Zu-

erst wurden rechteckige Deckgläser (Nr. 1.5, B x H 24 mm x 60 mm, Corning®, 

# CLS2980246, Sigmaaldrich) in einer Petrischale (BRAND®, # BR455742, Sig-

maaldrich) mit 20 % HNO3 eine Stunde lang auf einem Orbital-Schüttler mit 

100/min gewaschen und 2-3 mal jeweils eine Stunde mit destilliertem Wasser 

gespült. Anschließend wurden die Deckgläser in einem Inkubator bei 37 °C ge-

trocknet und mit HMDS beschichtet. Danach wurden Kunststoffkammern (Ibidi 

sticky slide VI0.4, #80608) auf das Deckglas angebracht (Abbildung 6A-B). Die 

Deckgläser wurden mit 37,5 µg/ml AF-konjugiertem oder unkonjugiertem Fibri-

nogen, 0,2% Humanserumalbumin und/oder Horm Kollagen I (25 µg/ml) gelöst 

in modifiziertem Tyrodes-Puffer (pH 7,2) für 15 Minuten bei RT beschichtet. 
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Abbildung 6: Generierung von Flusskammern mit einer Oberfläche aus Fibrin(ogen), Albumin und 
Kollagen I-Fasern 

(A) Technische Merkmale der Ibidi Sticky-Slide VI 0.4 (Abbildung von www.ibidi.com/sticky-sli-
des/65-sticky-slide-vi-04). (B) Erstellung von 6-Kanal Flusskammern für die Migration von isolier-
ten Thrombozyten aus je einem Ibidi Sticky-Slide und einem beschichteten Deckglas für Mikro-
skopie.  

4.1.3.2 Ausbreitung, Migration und prokoagulante Aktivierung von 
Thrombozyten 

Isolierte murine oder humane Thrombozyten wurden auf eine Konzentration von 

150.000 bis 200.000/μl verdünnt. Anschließend wurden 4 x 106 Thrombozyten 

durch Zugabe von ADP (4 μM), dem TXA2-Rezeptoragonisten U46619 (2 μM) 

und 1 mM Calciumchlorid aktiviert, in die beschichteten Spezialkammern pipet-

tiert und 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Diese Aktivierung führte zu einer Aus-

breitung und Adhärenz der isolierten Thrombozyten auf der beschichteten Ober-

fläche. Danach wurden nicht-adhärente Zellen durch drei Waschschritte mit zell-

freiem Waschpuffer, bestehend aus modifiziertem Tyrodes-Puffer, entweder Al-

bumin (0,1%) oder Casein (0,01%) und 1 mM Calcium entfernt. Optional konnten 

im letzten Waschschritt Antikörper zur Detektion von Thrombozyten und entspre-

chende Aktivierungsmarker  hinzugegeben werden. Adhärente Thrombozyten 

begannen autonom auf der Hybridmatrix zu migrieren, bis sie eventuell durch 

Kontakt mit Kollagen-Fasern eine prokoagulante Aktivierung erfahren haben (Ab-

bildung 7A). Nach 30 bis 60 Minuten Inkubation bei 37°C wurden die Zellen mit 

einer Lösung von 2 % PFA und 0,005 % GDA fixiert. Die Proben wurden entwe-

der mit einem Epifluoreszenz-Mikroskop (Olympus IX83 Mikroskop) oder einem 

Zeiss LSM 880 Konfokal-Mikroskop abgebildet (Abbildung 7B). Um eine verblin-

dete Auswahl der analysierten Bildausschnitte zu gewährleiten, wurde im 

A B
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nichtfokussierten DIC-Kanal eine zufällige mittige Stelle auf der Flusskammer ge-

wählt und pro biologischem Replikat in mäanderförmiger Weise 5 bis 6 Bilder 

aufgenommen.  

 

Abbildung 7: Etablierung eines neuartigen Migrationsassays zur Untersuchung prokoagulanter 
Thrombozyten 

(A) Experimenteller Aufbau des Migrationsassays mit Kollagen-Hybridmatrix, Aktivierung, Migra-
tion sowie prokoagulanter Aktivierung nach Kollagen-Kontakt. (B) Repräsentative Aufnahme von 
migrierenden humanen Thrombozyten mit oder ohne Kontakt zu Kollagenfasern mithilfe eines 
Zeiss LSM 880 Konfokal-Mikroskop. Immunfluoreszenzfärbung der Thrombozyten mit CD41 
(weiß). Weiße Pfeilspitzen zeigen auf prokoagulante Thrombozyten mit PS-Expression (mC1) 
und Sekretion von Mikrovesikeln nach dem Erkennen von Kollagen. Die gestrichelte weiße Linie 
stellt die Kollagenfasern dar. Maßstab 10 µm. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 

4.1.3.3 Live-Imaging 

Um die Thrombozyten-Migration und PS-Exposition über die Zeit zu analysieren, 

wurde mit einem invertierten Olympus IX83 auf dem 40 ×/1.0 oder einem 100 

×/1.4 Öl-Immersionsobjektiv Zeitrafferimmunfluoreszenzmikroskopie durchge-

führt. Die Aufnahmen umfassten die Darstellung des Differential Interference 

Contrast (DIC)-, Phasenkontrast (PH)- und Epifluoreszenz-Kanals (5 - 20 s/Bild). 

Ein vorgeheizter Bühneninkubator (Tokai Hit) wurde verwendet, um physiologi-

sche Bedingungen (befeuchtet, 37°C) nachzuahmen. 
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4.1.3.4 Thrombin-Umsatz 

Isolierte murine oder humane Thrombozyten wurden wie oben beschrieben akti-

viert und migrierten auf einer Kollagen/HSA/Fibrinogen-Matrix. Nach 15 Minuten 

Migration wurde das Medium durch eine Lösung ersetzt, welche 20 % PPP und 

ein fluoreszierendes Thrombin-Substrat (13,3 μM Endkonzentration, SensoLyte® 

520 Thrombin Activity Assay Kit, Anaspec, #AS-72129) enthielt. Zusätzlich wur-

den zur Detektion prokoagulanter und nicht-prokoagulanter Thrombozyten Anti-

körper gegen CD41 oder CD42b und das C1-Multimer zu der Lösung hinzugege-

ben. Der Thrombin-Umsatz wurde durch konfokale Bildgebung (Zeiss LSM 880) 

bewertet. Thrombin-Positivität und prokoagulante Aktivierung wurden für mindes-

tens 100 Thrombozyten von mindestens n = 2 einzelnen Mäusen beurteilt und 

mit Fiji ImageJ analysiert. 

4.1.3.5 Pharmakologische Hemmung von Thrombozyten-Signalwegen und -
Rezeptoren  

Zur Untersuchung der an der prokoagulanten Aktivierung beteiligten Signalwege 

wurden Inhibitoren dem dritten und letzten Waschschritt hinzugefügt, nachdem 

die Thrombozyten an die jeweilige Beschichtung adhäriert hatten. Die Konzent-

rationen variierten je nach verwendetem Wirkstoff und sind in den entsprechen-

den Abbildungen und Legenden angegeben, wobei für alle Verbindungen ver-

schiedene Konzentrationen zum Festlegen des idealen Wirkungsbereiches ge-

testet wurden. In einigen Fällen (z. B. Behandlung mit Cyclosporin A) wurden die 

Thrombozyten 15 Minuten lang mit der jeweiligen Verbindung oder dem Antikör-

per inkubiert, bevor sie in die speziellen Flusskammern gegeben wurden. Bei der 

Hemmung von zwei Rezeptoren, wie beispielsweise GPIIbIIIa und GPVI, wurden 

gleiche Konzentrationen der jeweiligen Verbindungen verwendet. 

4.1.3.6 Immunfluoreszenzfärbung von Thrombozyten 

Für zusätzliche Immunfluoreszenzfärbungen von migrierenden Thrombozyten 

wurde nach 10-minütiger Fixierung mit primären und sekundären Antikörpern 

oder alternativ primär-fluoreszierenden Antikörpern in phosphatgepufferter Salz-

lösung (engl.: phosphate-buffered saline, PBS) mit 1 % bovinem Serum-Albumin 

(BSA) eine Stunde lang im Dunkeln gefärbt. Zwischen den primären und sekun-

dären Antikörpern sowie vor der mikroskopischen Analyse wurden die Throm-

bozyten dreimal mit PBS (1 % BSA) gewaschen. Die Bildgebung erfolgte mit 



4 Methoden 37 

einem Zeiss LSM 880 Konfokal-Mikroskop im Airyscan-Modus (40/1.3 und 63/1.3 

Öl-Immersionsobjektiv). 

4.1.4 Thrombozytenaktivierungs-Assay  

Um verschiedene Aktivierungs-Phänotypen von Thrombozyten in Suspension zu 

analysieren, wurden isolierte humane oder murine Thrombozyten in modifizier-

tem Tyrodes-Puffer mit 1 mM Calciumchlorid gelöst und mit fluoreszierenden An-

tikörpern gegen Thrombozyten-Aktivierungsmarker wie unter anderem P-Selek-

tin, aktiviertes GPIIbIIIa JonA bei murinen, bzw. Pac1 bei humanen Thrombozy-

ten und PS inkubiert. Anschließend wurden die Thrombozyten durch Zugabe ver-

schiedener Agonisten gegen den P2Y12-Rezeptor (ADP), PAR-Rezeptor 

(Thrombin), GPVI-Rezeptor (Convulxin, Kollagen) und TXA2-Rezeptor (U46119) 

aktiviert und für 30 Minuten bei Raumtemperatur oder 37°C inkubiert (Konzent-

rationen in den jeweiligen Abbildungen angegeben). Abschließend wurden die 

Thrombozyten für 10 Minuten im Dunkeln mit 1 % PFA fixiert und mithilfe eines 

BD LSRFortessa Durchflusszytometers nach dem Prinzip der Fluoreszenz-akti-

vierten Zellsortierung (FACS) gemessen. Die Analyse der Subpopulationen so-

wie die mittleren Fluoreszenzintensitäten (MFI) wurden mit FlowJo (v10) durch-

geführt. 
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4.2 In vivo Untersuchungen 

4.2.1 Verwendete Mauslinien 

C57BL/6J (Stamm Nr.: 000664, bezeichnet als Bl6 oder Wildtyp/WT), PF4cre 

(Tiedt et al., 2007) und CypDfl/fl (Ppiftm1Mmos/J, Stamm Nr.: 005737) Mäuse 

wurden vom The Jackson Laboratory erworben. Die TMEM16Ffl/fl-Linie wurde 

vom RIKEN BioResource Center (BRC) (Fujii et al., 2015; Suzuki et al., 2013) zur 

Verfügung gestellt. Die Mäuse wurden alle in der Tieranlage des Walter-Brendel-

Zentrums des LMU-Klinikums gehalten und auf einen C57BL/6-Hintergrund zu-

rückgekreuzt. Es wurden stets Tiere gleichen Geschlechts und Alters zufällig den 

verschiedenen Versuchsgruppen zugeordnet. Mäuse beider Geschlechter wur-

den für in vitro Studien und Schwanzblutungszeittests verwendet. Für die Modelle 

der (sub)akuten Lungenschädigung und intraperitonealen Sepsis wurden weibli-

che Mäuse verwendet. Sofern nicht anders angegeben, waren die Mäuse beim 

Eintritt in die Experimente 8 bis 14 Wochen alt. Für Experimente mit genetisch 

modifizierten Mäusen wurden Knockout- und Kontrolltiere nach Alter, Geschlecht 

und Gewicht gepaart. Mäuse der PF4cre-Linie dienten hierbei als Kontrollgruppe. 

Bei Experimenten mit LPS-induzierter Entzündungsreaktion wurde die klinische 

Symptomatik der Tiere regelmäßig anhand eines etablierten klinischen Überwa-

chungsbogens (Sepsis-Score) bewertet.  

Die Bewertung umfasste sowohl die äußere Beurteilung des individuellen Tieres 

(einschließlich Aktivität, Reaktion auf visuelle und akustische Reize sowie Kör-

perhaltung) als auch die Analyse des Verhaltens im Kontext von Interaktionen 

mit Artgenossen und gezeigtem Sozialverhalten (Tabelle 2). Darüber hinaus 

wurde das Vorgehen bei Erreichen einer festgelegten Gesamtpunktzahl syste-

matisch berücksichtigt (Tabelle 3). Alle an Mäusen durchgeführten Verfahren 

wurden durch das örtliche Tierschutzgesetz (Regierung von Oberbayern, Mün-

chen) genehmigt. 
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Parameter Score 0 Score 1 Score 2 Score 3 

Allgemeines 
Erscheinungs-
bild 

Fell glatt, glän-

zend und anlie-

gend 

Fell teilweise 

gesträubt 

Fell großteils 

gesträubt 

vollständige Pi-

loarrektion, 

Maus erscheint 

geschwächt 

Verhalten normale Aktivität 

(Futter-, Was-

seraufnahme, 

Klettern, Laufen) 

aktiv, vermeidet 

Aufrichten im 

Käfig 

Aktivität merk-

lich herabge-

setzt, Maus 

noch gehfähig 

Aktivität stark 

beeinträchtigt, 

Bewegung nur 

nach manuellem 

Stimulus 

Reaktion auf 
externe Stimuli 

sofortige Reak-

tion auf akusti-

schen oder ma-

nuellen Reiz 

(Berührung) 

Reaktion auf 

akustischen 

Reiz vermindert, 

sofortige Reak-

tion auf manuel-

len Reiz (Berüh-

rung) 

keine Reaktion 

auf akustischen 

Reiz, moderate 

Reaktion auf 

manuellen Reiz 

(Berührung) 

keine Reaktion 

auf akustischen 

Reiz, verzögert 

auf manuellen 

Reiz (Berüh-

rung); bewegt 

sich wenige 

Schritte 

Augen vollständig ge-

öffnet 

nicht vollständig 

geöffnet, Sekret-

spuren möglich 

Augen halb ge-

schlossen, Sek-

retspuren mög-

lich 

Augen fast voll-

ständig ge-

schlossen, Sek-

retspuren mög-

lich 

Atemmuster/-
frequenz 

Atmung physio-

logisch 

leicht vermin-

derte Frequenz 

(nicht mit blo-

ßem Auge 

quantifizierbar), 

kurze Perioden 

erschwerter At-

mung 

Frequenz mode-

rat vermindert 

(mit bloßem 

Auge nur 

schwer zu quan-

tifizieren), er-

schwerte At-

mung, keine 

Schnappatmung 

Frequenz stark 

vermindert (mit 

bloßem Auge 

leicht quantifi-

zierbar), er-

schwerte At-

mung, intermit-

tierende 

Schnappatmung 

Tabelle 2: Kriterien zur Evaluierung der klinischen Symptomatik mit zugehöriger Punktbewertung 
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Score 0 Keine Belastung Überprüfung der Überwachungshäufigkeit 

Score 1 leichte bis mittlere Belas-

tung 

Verantwortliche Person/en informieren. Über-

wachungsfrequenz jede Stunde. Bei 3 oder 

mehr Symptomen der Kategorie 1 ist von ei-

ner mittleren Belastung auszugehen, Anwei-

sungen „Score 2“ sind auszuführen. 

Score 2 mittlere Belastung Das Tier ist der verantwortlichen Person und 

dem Tierarzt vorzustellen, es sind ggf. Inter-

ventionen notwendig (z.B. Analgesie, s.c. 

Substitution von Flüssigkeit, Feuchtfutter). 

Überwachungsfrequenz alle 30 Minuten. Bei 

3 oder mehr Symptomen der Kategorie 2 ist 

von einer schweren Belastung auszugehen, 

Anweisungen „Score 3“ sind auszuführen. 

Score 3 schwere Belastung Beachtung eines möglichst schmerzlosen 

Endpunkts; Versuchsabbruch. 

Tabelle 3: Übersicht des Vorgehensmodells bei Erreichen spezifischer Endpunkte 

4.2.2 Narkose 

Im Rahmen von operativen Eingriffen oder Blutentnahmen wurde die Narkose 

der Mäuse durch das volatile Anästhetikum Isofluran eingeleitet, gefolgt von einer 

intraperitonealen (i.p.) Injektion von Medetomidin (0,5 mg/kg Körpergewicht 

[KG]), Midazolam (5 mg/kg KG) und Fentanyl (0,05 mg/kg KG). Für die physiolo-

gische Beurteilung der Anästhesietiefe wurden der Zehenschmerzreflex und das 

Atemmuster beurteilt. Eine ausreichende Körperkerntemperatur wurde durch 

Heizkissen sichergestellt. Die Aufrechterhaltung der Narkose wurde falls erfor-

derlich durch wiederholte Injektionen von 50 % der Induktionsdosis sichergestellt. 

4.2.3 Blutbild 

Differentialblutbilder von EDTA-antikoaguliertem Vollblut wurden mit einem XN-

V series cell counter (Sysmex) erstellt. 
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4.2.4 LPS-induzierte (sub)akute Lungenschädigung 

Das murine Modell der (sub)akuten Lungenschädigung (engl.: acute lung injury, 

ALI) imitiert durch sterile Inflammation der Lunge das klinisch sehr relevante 

Krankheitsbild des akuten Lungenversagens (Nicolai, Schiefelbein, et al., 2020). 

Als entzündlicher Stimulus wurde narkotisierten Mäusen 20 µg LPS in 60 µl Nat-

riumchlorid (NaCl) intranasal verabreicht, welcher sich durch eine dreifache 

Schwenkbewegung der Tiere in das pulmonale Gewebe ausbereitete. Die Anäs-

thesie wurde sofort antagonisiert und die Tiere wurden stündlich nach einem Sep-

sis-Score überwacht.  

In einigen Experimenten erhielten die Mäuse Antikoagulantien oder Thrombozy-

tenaggregationshemmer durch intravenöse (i.v.) oder subkutane (s.c.) Injektion. 

Die hierbei verwendeten Konzentrationen aller Inhibitoren entsprachen den in der 

klinischen Praxis etablierten Dosierungsschemata oder überstiegen diese sogar 

in einigen Fällen. Der GPIIbIIIa-Inhibitor Tirofiban wurde mit 0,5 mg/kg KG, der 

Faktor Xa-Inhibitor Rivaroxaban mit 3 mg/kg KG und der Faktor IIa-Inhibitor Ar-

gatroban mit 5 mg/kg KG dosiert. Bei Substanzen mit kurzer Halbwertszeit wur-

den die Injektionen 4 und 8 Stunden nach LPS-Applikation wiederholt. Frühere 

Studien haben gezeigt, dass das Maximum der pulmonalen Infiltration angebo-

rener Immunzellen innerhalb der ersten 6 bis 24 Stunden nach Induktion des lo-

kalen pulmonalen Entzündungsreizes auftritt (Bozinovski et al., 2004; Domscheit 

et al., 2020; Grommes et al., 2012; Matute-Bello et al., 2011). Der Zeitpunkt der 

Verabreichung und somit der Wirkung der angegebenen Inhibitoren wurde so 

gewählt, dass sie mit diesem Zeitverlauf übereinstimmen. Speziell für Rivarox-

aban, das standardmäßig bei Patienten nach thromboembolischen Ereignissen 

als Antikoagulans verwendet wird (Bauersachs et al., 2010), wurde ein zusätzli-

cher Dosierungszeitpunkt nach 8 Stunden festgelegt, um sicherzustellen, dass 

die durch FXa vermittelte Hämostase effektiv gehemmt wird (Guenther et al., 

2013; Swieton et al., 2021). Die beobachteten starken Phänotypen der Antikoa-

gulation (Kapitel 5.2.4) durch intravenöse Applikation bestätigten eine ausrei-

chende therapeutische Hemmung, sodass auf plasmatische Tests zur Überprü-

fung der Antikoagulans-Effizienz, wie beispielsweise die Anti-FXa-Aktivität, ver-

zichtet wurde. Argatroban und Tirofiban, die üblicherweise als Einzeldosis oder 

kontinuierliche Infusionen bei Patienten mit Heparin-induzierter Thrombozytope-

nie Typ II (HIT II) oder bei Hochrisiko-Koronarinterventionen mit hoher 
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Thrombuslast eingesetzt werden, haben eine ungefähre Serumhalbwertszeit von 

50 bzw. 120 Minuten (Collet et al., 2021; Neumann et al., 2001). Die Anpassung 

der individuellen Injektionsdosis sowie des Dosierungsintervalls nach 0, 4 und 8 

Stunden war ausreichend, um die Zielstrukturen, welche auch bei Mäusen expri-

miert werden (Nicolai, Schiefelbein, et al., 2020), effektiv zu hemmen. Die Be-

rechnungen stützten sich hierbei auf frühere Literaturberichte, die niedrigere oder 

ähnliche Dosierungsschemata und Intervalle verwendet haben (Nicolai, 

Schiefelbein, et al., 2020; Rayes et al., 2018).  

24 Stunden nach intranasaler LPS-Applikation wurden den erneut narkotisierten 

Mäusen Blut über den retroorbitalen Venenplexus oder der V. facialis („fragglen“) 

entnommen. Dieses wurde für durchflusszytometrische Analysen (Gating-Strate-

gie, Abbildung 8A) und für die Isolation von Plasma verwendet. Hierfür wurde das 

mit ACD oder EDTA antikoagulierte Vollblut bei 2000 g für 20 min bei 4°C zentri-

fugiert und anschließend der plasmahaltige Überstand abpipettiert und auf Tro-

ckeneis eingefroren. Die Plasmaproben wurden bei - 80 °C gelagert. Anschlie-

ßend wurden die Mäuse einer bronchoalveolären Lavage (BAL) unterzogen, um 

die pulmonale Rekrutierung von Immunzellen und Thrombozyten sowie mögliche 

Blutungen zu analysieren. Die Tiere wurden unter Schonung der Trachea und 

der Halsgefäße durch zervikale Dislokation terminiert. Als nächster Schritt folgte 

die vorsichtige mikrochirurgische Präparation und Freilegung der Trachea mit 

Punktion und Spülen von 2 x 1 ml 1 % BSA und 2 mM EDTA für die Gewinnung 

des BAL-Fluids. Um systemische Fehler zu vermeiden, wurden die Tiere immer 

in Gruppen operiert, welche jeweils ein Tier der Interventionsgruppe und der Kon-

trollgruppe enthielten. Anschließend wurden makroskopische Aufnahmen des 

BAL-Fluids gemacht und mit Antikörpern für durchflusszytometrische Analysen 

gefärbt (Gating-Strategie, Abbildung 8B). BAL-Fluid wurde nur in die Analyse ein-

bezogen, wenn mindestens die Hälfte des intratracheal applizierten Volumens 

zurückgewonnen wurde (über 1 ml). Bei einigen Tieren wurden anstelle des BAL-

Fluids die Lungen für histopathologische Färbungen und Analysen entnommen 

(Kapitel 4.2.11). 
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Abbildung 8: Gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Analyse von peripherem Vollblut und 
BAL-Fluid 

(A) Repräsentative Streudiagramme von peripherem Vollblut zur Identifikation von prokoagulan-
ten Thrombozyten, polymorph-kernigen Neutrophilen (PMN) sowie Thrombozyten-Neutrophilen-
Aggregaten (PNA). (B) Repräsentative Streudiagramme von BAL-Fluid zur Identifikation von 
PMNs und Erythrozyten. MFIs wurden nach dem Gating für die jeweilige Population gemessen. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 

4.2.5 LPS-induzierte sterile Peritonitis 

Um eine systemische Entzündungsreaktion mit nachfolgender Entwicklung einer 

Sepsis auszulösen, wurde bei narkotisierten Mäusen 1 μg/g Körpergewicht LPS 

intraperitoneal verabreicht und stündlich anhand eines definierten Sepsis-Scores 

(Kapitel 4.2.1) überwacht. Nach 4-6 Stunden wurde der erneut narkotisierten 

Maus Blut über den retroorbitalen Venenplexus oder der V. facialis („fragglen“) 

entnommen und einer Differential-Blutbild mittels automatisierter Zellzählung 
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erstellt. Nach Terminierung der Mäuse mittels zervikaler Dislokation wurden die 

Lunge und das Mesenterium für histologische Untersuchungen mikrochirurgisch 

entnommen. Insbesondere die Quantifizierung und Lokalisation von Thrombozy-

ten (Färbung mittels CD42b) und die Infiltration von Immunzellen (Färbung von 

Neutrophilen mittels Ly6G) wurden in der Analyse berücksichtigt. Durch spezifi-

sche Färbung von PS wurde zudem die lokale Akkumulation prokoagulanter 

Thrombozyten im entzündlich veränderten Lungengewebe sowie am Ort der 

Schädigung (Mesenterium) analysiert. 

4.2.6 Schwanzblutungszeittest 

Mäuse wurden wie oben beschrieben anästhesiert. Anschließend wurden 5 mm 

der distalen Schwanzspitze mit einer Präzisionsschere (MST) reseziert und der 

Schwanz sofort in 40 ml PBS bei RT gelegt. Die Blutungs- und Nachblutungszei-

ten wurden für 20 Minuten dokumentiert. Die Blutung wurde weiter quantifiziert, 

indem der Hämoglobingehalt mit einem automatischen Zellzähler gemessen 

wurde. 

4.2.7 GPVI-Depletion 

Zur thrombozytenspezifischen Depletion und Abspaltung des Kollagenrezeptors 

GPVI wurden Mäuse mit 100 μg des Anti-GPVI-Antikörpers (Klon JAQ1, emfret) 

intraperitoneal injiziert, wobei ein Isotyp-Antikörper als Kontrolle diente. Erst nach 

72 Stunden wurden weitere Experimente initiiert, um eine ausreichende GPVI-

Depletion sicherzustellen und die Normalisierung der zuvor beschriebenen tran-

sienten Thrombozytopenie abzuwarten (Schulte et al., 2003). Die Effektivität der 

GPVI-Depletion wurde mithilfe durchflusszytometrischer Analysen der Expres-

sion des GPVI-Oberflächenrezeptors unter physiologischen Bedingungen sowie 

nach Stimulation mit den GPVI-spezifischen Agonisten Kollagen und Convulxin 

im Thrombozytenaktivierungs-Assay (Kapitel 4.1.4) validiert. Nur Tiere mit aus-

reichender GPVI-Depletion wurden in die jeweiligen Experimente und Analysen 

eingeschlossen. 

4.2.8 Depletion von Thrombozyten 

Für die Depletion von Thrombozyten wurden Bl6-Mäuse intravenös (i.v.) mit 100 

μg eines Anti-Gp1b-Antikörpers (R300, emfret) unmittelbar vor der Durchführung 
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von Experimenten zur (sub)akuten Lungenschädigung injiziert. Ein nicht-immu-

nogener Antikörpermix (C301, emfret) wurde hierbei als Isotyp-Kontrolle verwen-

det. 

4.2.9 Multiplex-Zytokin-Messungen  

Im Rahmen der Etablierung des Modells der (sub)akuten Lungenschädigung 

wurden pro- und antiinflammatorische Zytokin-Spiegel im murinen Plasma und 

im BAL-Fluid mit dem LEGENDplex™ Mouse Inflammation Panel (13-plex, Bio-

legend, #740446) untersucht, welches auf dem Prinzip eines Sandwich-Im-

munassays basiert.  

Die Plasma- und BAL-Proben wurden aufgetaut, im Verhältnis 1:2 mit Assay-

Puffer (LEGENDplex™) verdünnt und in eine 96-Well-V-Platte gegeben. Parallel 

wurde eine Standardverdünnungsreihe im Verhältnis 1:4 erstellt. In jedes Well 

wurden 25 μl einer Bead-Suspension hinzugefügt, welche fluoreszierende Parti-

kel gebunden an spezifische Antikörper zur Detektion von 13 verschiedenen Zy-

tokinen enthielt. Diese werden basierend auf ihrer Größe und der variierenden 

APC-Fluoreszenzintensität in zwei Hauptgruppen und 13 Untergruppen katego-

risiert. Die Proben wurden lichtgeschützt auf einem Thermomixer bei RT und 800 

Umdrehungen pro Minute für zwei Stunden inkubiert. Anschließend wurde für 5 

Minuten bei 700 g zentrifugiert, der Überstand durch manuelles Auskippen ent-

fernt und das resultierende Pellet mit 200 μl Waschpuffer (LEGENDplex™) re-

suspendiert und der Waschschritt ein weiteres Mal wiederholt. Anschließend wur-

den 25 μl eines biotinylierten Detektionsantikörpers zugegeben, welcher spezi-

fisch an die antikörperbeladenen Zytokine bindet und sogenannte Sandwich-

Komplexe bildet und für eine weitere Stunde inkubiert. Weiterhin wurden 25 μl 

einer Streptavidin-PE-Lösung hinzugefügt, die an die biotinylierten Detektionsan-

tikörper bindet, wobei die Fluoreszenzintensität mit der enthaltenen Zytokin-Kon-

zentration korreliert. Die Proben wurden nochmals für 30 Minuten inkubiert und 

nach Zentrifugation in 150 μl Waschpuffer resuspendiert. Die Messung der Pro-

ben erfolgte mittels eines BD LSRFortessa Durchflusszytometers. 
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4.2.10 Antikörper und fluoreszenzgekoppelte Proteine für 
Durchflusszytometrie und Histopathologie 

Die verwendeten Antikörper und fluoreszierenden Proteine oder Peptide sind in 

Tabelle 1 aufgeführt. Für durchflusszytometrische Analysen wurden die Antikör-

per in einer Verdünnung von 1:100 verwendet. Sekundärantikörper für Histopa-

thologie und Immunfluoreszenzfärbungen wurden in einer Verdünnung von 1:200 

eingesetzt. Zur Validierung neuer Antikörper wurden Isotyp-Kontrollfärbungen 

durchgeführt, um die Spezifität der Färbung sicherzustellen. Zur Darstellung von 

PS wurde neben dem fluoreszenzgekoppelten Annexin V (AnnV) zusätzlich ein 

neuartiges Calcium-unabhängiges Färbereagenz verwendet, welches aus der bi-

otinylierten C1-Domäne des murinen Laktadherins besteht und unter Verwen-

dung von Streptavidin multimerisiert wurde. Dieses C1-Multimer (mC1, kurz C1) 

wurde von Kollaborationspartnern validiert (Rausch et al., 2021) und wurde im 

Rahmen dieser Arbeit zur Detektion prokoagulanter Thrombozyten in vitro und in 

vivo verwendet. Das mC1 ist kommerziell über Biolegend als ApotrackerTetra-

Reagenzien erhältlich. Für die Detektion der Caspase 3/7-Aktivierung in prokoa-

gulanten Thrombozyten wurde das CellEvent-Kit (ThermoFisher, #C10423) mit 

einer Endkonzentration 20 μM verwendet. 

4.2.11 Histopathologische Färbung 

Für Immunfluoreszenz- und histopathologische Färbungen wurden die Organe 

zunächst eine Stunde bei Raumtemperatur in 4 % PFA fixiert, über Nacht bei 4°C 

in 30 % Saccharose dehydriert, kryoeingebettet und entweder bei -80°C für Lang-

zeitlagerung oder bei -20°C für sofortige Verarbeitung gelagert. Die Organe wur-

den mit einem Kryotom in 10 bis 12 μm dicke Querschnitte geschnitten und auf 

Objektträger übertragen. Nach Fixierung mit 4 % methylenfreiem PFA in PBS für 

15 Minuten bei RT wurden die Gewebeschnitte dreimal mit dem Emulgator 0,1 

% Tween (TWEEN® 20, Sigmaaldrich, #P9416) in PBS für 5 Minuten auf einem 

Wipp-Schüttler gewaschen. Anschließend wurden die Proben mit 10 % Zie-

genserum, 0,5 % Saponin und 1 % BSA in PBS für 30 Minuten bei RT permea-

bilisiert und blockiert.  

Für die Darstellung von Erythrozyten, Neutrophilen und Thrombozyten wurden 

primärfluoreszierende Antikörper gegen TER119, Ly6G und CD42b verwendet 

und über Nacht bei 4°C inkubiert. Spezifische Färbungen von Fibrinogen und PS 
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wurden mithilfe von fluoreszierenden Sekundärantikörpern gegen die Spezies 

des Primärantikörpers erzielt, welche nach erneutem dreifachen Waschschritt mit 

BPS-Tween für eine Stunde bei RT gefärbt wurden. Zusätzlich wurde in diesem 

Schritt der Hoechst-Farbstoff in einer Konzentration von 1:1000 hinzugefügt, um 

jegliche enthaltenen Zellkerne darzustellen. Nach einem letzten Waschschritt 

wurden die Objektträger mit einem Deckglas abgedeckt und durch ein Fluores-

zenz-Einschlussmedium (Fluorescence Mounting Medium, Agilent Dako, # 

S302380-2) ausgehärtet, welches die Fluorophore während der Mikroskopie vor 

Ausbleichen schützte. Die gefärbten Proben wurden im Airyscan Super Resolu-

tion (SR) Modus (20x/0,8 Objektiv) an einem Zeiss LSM 880 Konfokal-Mikroskop 

bei 0,6-facher Vergrößerung abgebildet.  

4.3 Datenerfassung 

Daten aus in vivo und in vitro Experimenten wurden mit Fiji ImageJ (Schindelin 

et al., 2012) gesammelt. 

4.3.1 In vitro Migrationsassay 

Migrierende Thrombozyten wurden mit dem Fiji „Manual Tracking“ Plugin verfolgt 

und hinsichtlich Bewegungsrichtung, Geschwindigkeit und zurückgelegter Entfer-

nung mit dem Chemotaxis Tool (Ibidi) Plugin analysiert.  

Ausgebreitete Thrombozyten (migrierend und nicht-migrierend) wurden nach Fi-

xierung entweder in dem DIC/PH-Kanal oder CD41-Fluoreszenzkanal manuell 

gezählt. Thrombozyten wurden als migrierend definiert, wenn sie sich um min-

destens einen Zelldurchmesser bewegt hatten. Beurteilt wurde dies durch die 

Migrationsspuren im Fibrinogen-Kanal. Der Pseudonukleus eines migrierenden 

Thrombozyten diente hierbei als morphologischer Anhaltspunkt für das Verfolgen 

von sich bewegenden Thrombozyten. Der Anteil wandernder Thrombozyten 

wurde berechnet, indem die Anzahl migrierender Thrombozyten durch die Ge-

samtzahl der ausbreitenden Thrombozyten geteilt wurde.  

Prokoagulante Thrombozyten wurden als solche definiert, die morphologische 

Veränderungen (Einnehmen der typischen Ballonform, Freisetzung von Mikro-

vesikeln) durchgemacht hatten und PS exprimierten, wie durch Annexin V oder 

C1-Färbung detektiert (weiße Pfeilspitze, Abbildung 7B).  
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Die zurückgelegte Migrationsstrecke wurde als Anteil der abgetragenen Fibrino-

gen-Oberfläche an der Gesamtoberfläche des Bildausschnittes definiert. Zur Be-

rechnung dieser Strecke wurde fluoreszierendes Fibrinogen als Substrat der 

Hybridmatrix von Flusskammern des Migrationsassays verwendet.  

Mit einem benutzerdefinierten Fiji-Makro wurde im jeweiligen Fluoreszenzkanal 

die Fibrinogen-Oberfläche unter Verwendung der Gaußschen Weichzeichnung 

und automatisierter Schwellenwertsetzung in eine zweidimensionale binäre 

Maske konvertiert (Abbildung 9A-B). Durch Analysen der schwarz markierten 

Partikel, welche dem Fibrinogen-negativen Bereich entsprechen, wurde die ku-

mulative Migrationsstrecke aller abgebildeten Thrombozyten berechnet und 

durch den bekannten Flächeninhalt des Bildausschnittes in [µm2] angegeben. 

 

Abbildung 9: Analyse und Quantifizierung der zurückgelegten Migrationsstrecke  

(A) Repräsentative Aufnahme des Fibrinogen-Kanals eines Migrationsassays mittels Olympus 
IX83 Epifluoreszenz-Mikroskop. (B) Resultierende binäre schwarz-weiß Maske nach Konvertie-
rung mittels benutzerdefinierten Fiji-Makro. 

4.3.2 Formanalyse von Thrombozyten  

Es wurde eine unvoreingenommene, systematische Analyse der Thrombozyten-

formen durchgeführt, um morphologische Variationen von migrierenden Throm-

bozyten und den Phänotyp der prokoagulanten Aktivierung zu beschreiben. 

Thrombozyten-Formen wurden hierfür als polygonale Umrisse dargestellt, indem 

aus DIC-Aufnahmen die Thrombozyten in Fiji manuell umrandet, maskiert und in 

binäre Bilder umgewandelt wurden. Mithilfe des Fiji-Formbeschreibers und des 

Celltools (Pincus & Theriot, 2007) wurden die Fläche, Rundheit und Filopodien-

Bildung einzelner Thrombozyten analysiert. 

A B
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4.3.3 Durchflusszytometrie 

In durchflusszytometrischen Experimenten wurden sogenannte „Counting Be-

ads“ verwendet, um die Zellkonzentrationen im peripheren Blut und aus BAL-

Proben pro Mikroliter anzugeben. Die in einigen Abbildungen und Legenden ver-

wendete relative MFI bezieht sich auf die durchschnittlichen MFI-Werte aller Kon-

trollproben, welche zur Normalisierung auf den absoluten Wert 1 gesetzt wurden. 

Bei Multiplex Zytokin-Messungen wurden die resultierenden MFIs anhand der frei 

zugänglichen LEGENDplex™ Data Analysis Software Suite (www.biole-

gend.com/en-us/legendplex) analysiert, um ungefähre Zytokin-Konzentrationen 

zu ermitteln. 

4.3.4 Histopathologische Analysen 

Zur Vermeidung systemischer Fehler und Sicherstellung einer objektiven Mes-

sung wurden bei histopathologischen Aufnahmen von Organen mittels Konfokal-

Mikroskopie zufällige Bereiche durch Fokussierung von Zellkernen im Hoechst-

Kanal erfasst, ohne vorherige Bewertung von Blutungen oder Neutrophilen-Infilt-

ration vorzunehmen.  

Die Rekrutierung von Neutrophilen und Thrombozyten wurde mithilfe eines be-

nutzerdefinierten Makros in Fiji ImageJ bewertet. Hierfür wurde im untersuchten 

Fluoreszenzkanal der Kontrast verstärkt, eine gaußsche Weichzeichnung ange-

wendet und ein automatisierter Schwellenwert gesetzt, um ein zweidimensiona-

les binäres Bild zu kreieren. Nach Applikation des Wasserscheidenalgorithmus 

wurden die Partikel des Bildausschnittes analysiert. Um die untersuchten Zellpo-

pulationen zu identifizieren, wurden nur spezifische Größenbereiche in die Ana-

lyse eingezogen, welche dem physiologischen Durchmesser für Neutrophilen 

(ca. 12-15 µm) und Thrombozyten (ca. 2-3 µm) entspricht. Die Anzahl der ge-

messenen Thrombozyten und Neutrophilen wurde auf die bekannte gesamte 

Lungenoberfläche des analysierten Bildausschnitts normalisiert und in [mm2 x 

103] Lunge angegeben. In einigen Fällen wurden die infiltrierenden Neutrophilen 

pro Bildfeld (engl.: field of view, FOV) oder als Anteil der Ly6G-positiven Fläche 

an der gesamten Lungenfläche in den Abbildungen und Legenden dargestellt. 

Wenn Thrombozyten direkten Kontakt zu Ly6G-positiven Neutrophilen zeigten, 

wurden sie als PNAs klassifiziert und pro FOV verglichen. Prokoagulante 
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Thrombozyten wurden als CD42b-positive, ballonartige Formen definiert, die eine 

ähnliche Größe wie normale Thrombozyten aufwiesen und positiv für PS waren. 

Angegeben wurden sie als Anteil aller analysierten Thrombozyten eines Bildaus-

schnitts. Thrombozyten-assoziierte Fibrin(ogen)-Ablagerungen wurden als Über-

lappung des Fibrin(ogen)-Kanals mit CD42b-positiven Bereichen definiert und in 

[µm2] angegeben. Prokoagulante Thrombozyten wurden als Fibrinogen-positiv 

gezählt, wenn eine zusätzliche Überlappung mit den Fibrinogen-Kanälen vorlag. 

Pulmonale bzw. alveoläre Blutungen wurden als extravaskuläre, TER119-posi-

tive Bereiche definiert. Für die Analyse wurden intravaskuläre Erythrozyten durch 

manuelles Ausschneiden der Blutgefäße aus jeder Lungenübersichtsaufnahme 

ausgeschlossen. Die TER119-positive Fläche wurde mithilfe eines Makros für 

den spezifischen Größenbereich von Erythrozyten (ca. 6–8 µm) gemessen und 

als Anteil der Gesamtfläche abzüglich der Gefäßfläche angegeben. 

4.4 Datenvisualisierung 

Die einzelnen Graphen wurden mit Prism v9 (Graphpad) erstellt und die Abbil-

dungen mit Illustrator 2024 (Adobe) generiert. Experimentelle Schemata und gra-

fische Abbildungen wurden mit BioRender (www.biorender.com) entworfen. 

4.5 Statistische Analysen 

Die Daten wurden mit Prism v9 (Graphpad), Excel v16 (Microsoft) und FlowJo 

v10 (BD) analysiert und als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt.  

In ausgewählten Grafiken werden die Daten als SuperPlots visualisiert, wobei die 

einzelnen Punkte die gemessenen Einzelwerte der biologischen Replikate reprä-

sentieren und die Fehlerbalken die Standardabweichung des Mittelwerts anzei-

gen. Sofern nicht anders angegeben, umfassen alle dargestellten Daten aus Bild-

gebungsexperimenten mindestens drei biologischen Replikaten, mit mindestens 

5 bis 6 zufällig aufgenommenen einzelnen Bildern. Repräsentative Bilder oder 

Durchflusszytometrie-Plots wurden entsprechend dem Mittelwert des jeweiligen 

Datensatzes ausgewählt.  

Die Schätzung der Probengrößen für Tierexperimente erfolgte anhand von Leis-

tungskalkulationen, die bei der ethischen Genehmigung der geplanten Experi-

mente durchgeführt wurden. Diese wurden nach dem 3R-Prinzip von 
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Tierversuchen zur vollständigen Vermeidung (engl.: Replacement) sowie zur Be-

schränkung der Zahl der Tiere (engl.: Reduction) und ihrer Leiden (engl.: Refine-

ment) auf das unerlässliche Maß umgesetzt. Hierbei wurden kleine Stichproben-

größen verwendet, wenn große Effekte zu erwarten waren. Trotz der kleinen 

Stichprobengröße von n=3 - 4 pro Versuchsgruppe, waren die beobachteten Ef-

fekte deutlich genug, um signifikante Unterschiede zu zeigen. In experimentellen 

Ansätzen, bei denen kleine phänotypische Unterschiede erwartet wurden, oder 

wenn frühere Erfahrungen mit dem untersuchten Modell eine große interindividu-

elle Variabilität gezeigt hatten (z.B. Experimente zur Blutungszeit), wurden die 

Stichprobengrößen erhöht. Alle Versuchsgruppen wurden entsprechend dem Al-

ter und Geschlecht der jeweiligen Mauslinien abgeglichen.  

Statistische Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden unter Verwen-

dung von t-Tests und Varianzanalysen (ANOVA-Test) bewertet, wie in den jewei-

ligen Abbildungslegenden angegeben. In Experimenten mit ungleichen Stichpro-

bengrößen zwischen den Gruppen (z. B. aufgrund des Todes von Tieren in einer 

Versuchsgruppe) wurde die Normalverteilung der erfassten Daten vor der weite-

ren statistischen Auswertung mittels Shapiro-Wilk-Tests sichergestellt. Experi-

mente mit mehr als zwei Gruppen wurden mit einseitigem ANOVA-Test und Post-

Hoc Holm-Šídáks Mehrfachvergleichstest im Vergleich zu Kontrollgruppen getes-

tet. Bei unterschiedlichen Versuchsbedingungen am selben biologischen Repli-

kat wurden gepaarte t-Tests verwendet. In allen anderen Fällen wurden unge-

paarte t-Tests durchgeführt. Alle t-Tests waren zweiseitig. Bei allen statistischen 

Tests wurde ein p-Wert von <0,05 als statistisch signifikant angesehen. P-Werte 

wurden durch Sternchen wie folgt gekennzeichnet: * <0,05, ** <0,01, *** <0,005, 

**** <0,001, ns = nicht signifikant. 
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5. Ergebnisse 

5.1 In vitro Ergebnisse 

5.1.1 Validierung der funktionellen Eigenschaften von prokoagulanten 
Thrombozyten 

5.1.1.1 Detektion der Expression von Phosphatidylserin 

Die Fähigkeit prokoagulanter Thrombozyten, Phosphatidylserin (PS) auf ihrer 

Oberfläche zu exprimieren, ist nicht nur ein funktionaler Schlüsselfaktor für die 

Bindung von Gerinnungsfaktoren, sondern dient auch als eindeutiges Erken-

nungsmerkmal dieser Subpopulation sowohl in vitro als auch in vivo (Agbani & 

Poole, 2017). Kürzlich wurde die Entwicklung einer neuartigen, auf Laktadherin 

basierenden Reagenz (mC1) zur Detektion von PS beschrieben (Rausch et al., 

2021). Um die Spezifität und Sensitivität des mC1 in der Darstellung von proko-

agulanten Thrombozyten zu validieren, wurden verschiedene in vitro Assays 

durchgeführt. 

Bei Migrationsexperimenten detektierten das herkömmlich verwendete Annexin 

V und das neuartige mC1 zuverlässig alle prokoagulanten Thrombozyten und 

zeigten nahezu vollständige Überlappung der PS-Expression in den jeweiligen 

Fluoreszenzkanälen (Abbildung 10A-B). Zusätzlich wurde eine Aktivierungsreihe 

mit isolierten Thrombozyten durchgeführt, die zeigte, dass sowohl mC1 als auch 

Annexin V prokoagulante Thrombozyten nach Stimulation mit den Agonisten 

Thrombin und Convulxin detektieren können. Dabei war mC1 bereits bei niedri-

geren Konzentrationen empfindlicher und präziser in der Detektion als Annexin 

V (Abbildung 10C). Die Bildgebungsbefunde wurden durch eine starke positive 

Korrelation der mC1- und Annexin V-MFI-Werte nach dualer Agonisten-Stimula-

tion in einem linearen Regressionsmodell bestätigt (Abbildung 10D). Die Menge 

der PS-Expression kann je nach Inkubationszeit mit den Agonisten variieren. Um 

den optimalen Zeitpunkt für die PS-Messung in zukünftigen Analysen mittels Ak-

tivierungs-Assay zu bestimmen, wurden zusätzliche Zeitreihenexperimente 

durchgeführt. Diese zeigten, dass nach 30 Minuten Inkubation keine signifikante 

Zunahme der PS-Exposition mehr festzustellen ist (Abbildung 10E). 
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Zusammenfassend können prokoagulante Thrombozyten in vitro entweder mit-

hilfe von Annexin V oder alternativ durch mC1 spezifisch identifiziert werden. 

 

Abbildung 10: C1 detektiert spezifisch prokoagulante Thrombozyten in vitro 

(A) Repräsentative konfokale Aufnahme migrierender humaner Thrombozyten, gefärbt mit einem 
Antikörper gegen CD42b (weiß) und PS (C1: rot, Annexin V: grün). Maßstab 10 μm. (B) Quanti-
fizierung der PS-positiven prokoagulanten (prok.) Thrombozyten durch C1 und Annexin V, n = 3. 
T-Test, gepaart, zweiseitig. (C) Quantifizierung des Prozentsatzes prokoagulanter humaner 
Thrombozyten identifiziert mit C1 und der Annexin V-MFI nach Stimulation mittels angegebenen 
Agonisten. Einseitiger ANOVA mit Post-Hoc-Test. (D) Korrelation der C1-MFI mit Annexin V-MFI 
und CD41-MFI humaner Thrombozyten aus dem gleichen Aktivierungsexperiment. Der P-Wert 
der linearen Regressionsanalyse zeigte eine signifikante Abweichung von Null. (E) Relative 
Quantifizierung prokoagulanter humaner Thrombozyten, die mit den angegebenen Agonisten für 
10, 20, 30 oder 40 Minuten inkubiert wurden. Die statistische Auswertung erfolgte mittels zwei-
seitigen ANOVA mit Post-Hoc-Test. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 
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5.1.1.2 Vermehrte Bindung von Gerinnungsfaktoren auf der Oberfläche 

Ein wesentlicher Mechanismus der gerinnungsfördernden Funktion prokoagulan-

ter Thrombozyten besteht in der Bildung des Prothrombinase-Komplexes auf ih-

rer Oberfläche, welcher lokales Thrombin bindet. In der Endstrecke der sekundä-

ren Hämostase führt dies zur lokalen Generierung von Fibrin(ogen), welches zur 

Stabilisierung des Thrombus durch Quervernetzung beiträgt (Agbani & Poole, 

2017; van der Meijden & Heemskerk, 2019).  

Um zu bestätigen, dass die prokoagulante Aktivierung von Thrombozyten die 

funktionelle Bindungskapazität von Gerinnungsfaktoren erhöht, wurden verschie-

dene in vitro Assays etabliert. Zur Visualisierung des Thrombin-Umsatzes proko-

agulant aktivierter Thrombozyten wurden migrierende Wildtyp-Thrombozyten mit 

Plättchen-armem Plasma (PPP) als Quelle für exogenes Thrombin inkubiert. An-

schließend erfolgte die Zugabe einer fluoreszierenden Sonde, die spezifisch den 

Thrombin-Umsatz anzeigte. Tatsächlich färbten sich ausschließlich prokoagu-

lante Thrombozyten positiv für Thrombin (Abbildung 11A).  

Im Rahmen eines Aktivierungs-Assays wurde das Verhalten prokoagulanter 

Thrombozyten gegenüber löslichem Fibrinogen untersucht. Isolierte Thrombozy-

ten zeigten nur nach prokoagulanter Simulation mittels Thrombin und Convulxin 

eine erhöhte Bindungskapazität von Fibrin(ogen) auf ihrer Oberfläche (Abbildung 

11B). Zusätzlich wurde die Herkunft lokaler Fibrin(ogen)-Ablagerungen in weite-

ren Migrationsexperimenten untersucht. Dabei wurde bei der Herstellung der 

Hybridmatrix exogenes Fibrinogen durch die Zugabe von isoliertem AF488-kon-

jugiertem Fibrinogen visualisiert und das Gesamt-Fibrinogen nachträglich mittels 

AF649-markierten monoklonalen Antikörper gefärbt. Endogenes Fibrinogen 

wurde berechnet, indem die AF488-positive Fläche von der AF649-positiven Flä-

che subtrahiert wurde. Dabei konnte festgestellt werden, dass eine nahezu voll-

ständige Überlappung zwischen beiden Kanälen vorlag und keine signifikante 

endogene Fibrin(ogen)-Sekretion um migrierende oder prokoagulante Throm-

bozyten beobachtet wurde (Abbildung 11C). Dies deutet darauf hin, dass die 

intrinsische Sekretion von Fibrin(ogen)-haltigen α-Granula, welche im Rahmen 

der prokoagulanten Aktivierung freigesetzt werden, nicht wesentlich zur Fib-

rin(ogen)-Ablagerung in vitro beitragen und aus anderen Quellen stammen muss. 

Die konfokale Bildgebung einzelner prokoagulanter Thrombozyten zeigte endo-

genes AF488-negatives Fibrin(ogen) in direkter Nähe der Zellmembran, was mit 
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früheren Beschreibungen von "coated" Thrombozyten (van der Meijden & 

Heemskerk, 2019) übereinstimmt (Abbildung 11C).  

Hiermit konnte mechanistisch belegt werden, dass PS-positive Thrombozyten in 

vitro prokoagulante Funktionen durch vermehrte Bindung von Gerinnungsfakto-

ren auf ihrer Oberfläche einnehmen. 

 

Abbildung 11: Prokoagulante Thrombozyten binden vermehrt Gerinnungsfaktoren wie Thrombin 
oder Fibrin(ogen) auf ihrer Oberfläche 

(A) Repräsentative konfokale Aufnahmen migrierender humaner Thrombozyten, gefärbt für 
CD41, PS (mC1) und Thrombin (5-FAM/QXL 520 FRET-Substrat). Der weiße Pfeilkopf zeigt ei-
nen prokoagulanten, Thrombin-positiven Thrombozyten. Maßstab 10 µm. (B) Absolute 
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Quantifizierung und repräsentatives Streudiagramm der MFIs von Thrombozyten-gebundenem 
Fibrinogen-AF488 nach Stimulation mit PBS als Kontrollgruppe (Ktrl), Kollagen oder Convulxin 
und Thrombin. Humane Thrombozyten n = 4. Einseitiger ANOVA mit Post-Hoc-Test. (C) Reprä-
sentative konfokale Aufnahme von migrierenden humanen Thrombozyten auf einer Hybridmatrix. 
Rot (Anti-Fbg-Antikörper, Anti-Schaf-Sekundärantikörper gekoppelt an AF649) zeigt gesamtes 
Fibrin(ogen) an, einschließlich endogenem und exogenem (Fbg-AF488, welches für die Be-
schichtung verwendet wurde) Fibrin(ogen). Gelb zeigt die Überlappung beider Kanäle an (Pfeil-
kopf), während der weiße Stern die endogene Fibrin(ogen)-Ablagerung neben einem prokoagu-
lanten Thrombozyten markiert. PS-Detektionsmittel: C1-Cy3. Maßstab 20 μm (obere Abbildung) 
und 2 µm (untere Abbildung). 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 

5.1.2 Interaktion mit Kollagen Typ 1 führt zur prokoagulanten Aktivierung 
von migrierenden Thrombozyten 

Die pathophysiologischen Mechanismen, die zur prokoagulanten Aktivierung von 

Thrombozyten im Rahmen der Entzündungsreaktion führen, sind bisher unzu-

reichend verstanden. Der neu entwickelte Migrationsassay (Kapitel 4.1.3) ermög-

licht die Nachbildung des inflammatorischen Mikromilieus von Thrombozyten in 

vitro, indem extrazelluläre Matrixproteine durch Zugabe zu Kollagenfasern expo-

niert werden.  

Die Zugabe von isolierten, aktivierten Wildtyp-Thrombozyten auf eine Al-

bumin/Fibrinogen/Kollagen-1-Hybridmatrix führte zur Adhäsion der Thrombozy-

ten an der Oberfläche und initiierte die autonome Migration. Nach Kontakt mit 

den Kollagenfasern wurde die charakteristische Halbmondform migrierender 

Thrombozyten schnell durch eine ballonartige Morphologie ersetzt, begleitet von 

einer ausgeprägten Mikrovesikel-Bildung und PS-Exposition (Abbildung 12A). 

Diese stellen die typischen Merkmale prokoagulanter Thrombozyten dar (Agbani 

& Poole, 2017; Agbani et al., 2015). Im Unterschied zu bereits veröffentlichten 

Untersuchungen mit Thrombozyten in Suspension war die prokoagulante Aktivi-

tät von migrierenden Thrombozyten nicht von der Anwesenheit löslicher Agonis-

ten abhängig (Hua et al., 2015; Schoenwaelder et al., 2009). Vielmehr scheint 

die Interaktion mit Kollagenfasern spezifisch für die prokoagulante Aktivierung zu 

sein, da migrierende Thrombozyten auf einer reinen Albumin/Fibrinogen-Ober-

fläche kaum einen PS-positiven Phänotyp entwickelten (Abbildung 12A). Diese 

Beobachtungen konnten in Übersichtsaufnahmen der kollagenhaltigen Hybrid-

matrix bestätigt werden. Prokoagulant aktivierte Thrombozyten standen im Ver-

gleich zur Gesamtzahl der analysierten Thrombozyten signifikant häufiger in 
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direkter Assoziation mit Kollagenfasern. Dieser Effekt verstärkte sich deutlich in 

Zeitverlaufsanalysen mittels Live-Imaging, wodurch die PS-Expression migrie-

render Thrombozyten über einen Zeitraum von einer Stunde verfolgt werden 

konnte (Abbildung 12B). Zusätzlich zu den morphologischen Veränderungen ver-

ringerten sich sowohl die relative als auch die absolute Geschwindigkeit sowie 

die Migrationsdistanz der prokoagulant aktivierten Thrombozyten signifikant, so-

dass sie an der Kontaktstelle mit den Kollagenfasern zum Stillstand kamen (Ab-

bildung 12D).  

Gleichzeitig waren die Eigenschaften der bindenden Liganden von entscheiden-

der Bedeutung. Um zu klären, ob die Bindung von löslichem Fibrinogen die pro-

koagulante Aktivierung von Thrombozyten in vitro prädisponiert, wurden weitere 

Thrombozyten-Aktivierungsexperimente durchgeführt. Diese zeigten, dass die 

Ko-Inkubation von Fibrinogen mit Thrombozyten in Suspension die prokoagu-

lante Aktivierung nicht beeinflusst (Abbildung 12C). Darüber hinaus verdeutlicht 

Abbildung 12C, dass lösliches Kollagen im Vergleich zu gebundenem Kollagen 

weniger effektiv bei der Induktion der prokoagulanten Aktivierung ist. Dies bestä-

tigt, dass der Zustand des Liganden, abhängig von seiner Bindung an einer Ober-

fläche im Vergleich zur freien Suspension, eine entscheidende Rolle bei der pro-

koagulanten Aktivierung von Thrombozyten spielt.  

Die Fähigkeit zur autonomen Migration in vitro bildet die Grundlage für die direkte 

Interaktion mit Kollagenfasern, welche die Thrombozyten zu einem Stillstand 

bringt und die prokoagulante Aktivierung unabhängig von einer Stimulation durch 

lösliche Agonisten einleitet.  



5 Ergebnisse 58 

 

Abbildung 12: Interaktion von Kollagen führt zur prokoagulanten Aktivierung von migrierenden 
Thrombozyten 

(A) Repräsentative konfokale Aufnahmen inklusive Photomultiplier (PMT)-Kanal und relative 
Quantifizierung der prokoagulante aktivierter humaner Thrombozyten, die auf einer Albumin/Fib-
rinogen-Matrix (obere Abbildung) oder einer Hybridmatrix aus Albumin (Alb), Fibrinogen (Fbg) 
und Kollagen (Koll) (untere Abbildung) migrieren. Gestrichelte weiße Linien repräsentieren die 
Kollagenfasern. PS-Färbemittel: mC1. Maßstab 10 µm. T-Test, zweiseitig, ungepaart. (B) Rela-
tive Quantifizierung der prokoagulanten Aktivierung von frei migrierenden im Vergleich zu kol-
lagenbindenden Thrombozyten nach 45 Minuten (fester Zeitpunkt) oder über einen Zeitraum von 
1 Stunde (Verlaufsexperiment). T-Test, zweiseitig, ungepaart; einseitiger ANOVA mit Post-Hoc-
Test. (C) Relative Quantifizierung der prokoagulanten Aktivierung, bzw. PS MFI (mC1) isolierter 
Thrombozyten aus durchflusszytometrischen Aktivierungsexperimenten nach Stimulation mit den 
angegebenen Agonisten in Anwesenheit oder Abwesenheit von Fibrinogen (linker Graph).   n = 
4. Einseitiger ANOVA; t-Test, ungepaart, zweiseitig. (D) Diagramm der relativen Geschwindigkeit 
normiert auf die Höchstgeschwindigkeit und Quantifizierung der absoluten Geschwindigkeit und 
der euklidischen Distanz von migrierenden humanen Thrombozyten basierend auf Live-Imaging-
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Daten. Lila Linien markieren den Beginn der prokoagulanten Aktivierung. T-Test, zweiseitig, un-
gepaart. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 

5.1.3 Identifikation der beteiligten Rezeptoren und Signalkaskaden der 
prokoagulanten Aktivierung migrierender Thrombozyten 

Der aktive Prozess des Abtastens der Mikroumgebung, bekannt als Mechano-

sensing (Kaiser, Anjum, et al., 2023), stellt einen entscheidenden Bestandteil des 

Mechanismus der prokoagulanten Aktivierung migrierender Thrombozyten nach 

Interaktion mit Kollagenfasern dar. Insbesondere die beteiligten Rezeptoren und 

die nachgeschalteten Signalkaskaden in der Inflammation sind bislang nur unzu-

reichend verstanden. 

Im Folgenden wurden umfangreiche in vitro Screening-Versuche mit Inhibitoren 

gegen thrombozytäre Rezeptoren und nachgeschaltete Effektor-Moleküle durch-

geführt. Durch spezifische Reduktion der prokoagulanten Aktivierung, ohne Hem-

mung der Migration, können isoliert die Signalwege charakterisiert werden. Eine 

Einschränkung der Thrombozyten-Migration senkt die Wahrscheinlichkeit einer 

Kollagenfasern-Interaktion und reduziert unspezifisch die prokoagulante Aktivie-

rung, ohne Hinweise auf den zugrundeliegenden Aktivierungsmechanismus zu 

liefern. 

5.1.3.1 Pharmakologische Inhibition von CypD und TMEM16F reduziert die 
prokoagulante Aktivität von Thrombozyten  

Wie bereits in der Einleitung beschrieben (Kapitel 1.2.2) spielen das mitochond-

riale Transmembran-Protein CypD (Jobe et al., 2008) und die calciumabhängige 

Phosphatidylserin-Scramblase TMEM16F/Anoctamin6 (Suzuki et al., 2010) eine 

essenzielle Rolle in der prokoagulanten Aktivierung von Thrombozyten. Die bei-

den Proteine können in vitro effektiv durch die pharmakologischen Inhibitoren 

Cyclosporin A (CicA) und Nifluminsäure (NFA) beeinflusst werden (Kim et al., 

2014; Yang et al., 2012). 

Die Hemmung von CypD durch Cyclosporin A in einer Konzentration von 2 µM 

führte zu einer signifikanten Reduktion der prokoagulanten Aktivierung muriner 

Thrombozyten, ohne die Migrationsfähigkeit zu beeinträchtigen. Ebenso die Inhi-

bition von TMEM16F durch Nifluminsäure 20 µM, reduzierte das prokoagulante 
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Potential migrierender Thrombozyten (Abbildung 13A). Die Ergebnisse konnten 

in humanen Thrombozyten reproduziert werden (Abbildung 13B).  

CypD und TMEM16F bieten somit eine effektive Möglichkeit, die prokoagulante 

Aktivität von Thrombozyten spezifisch zu reduzieren. Im in vivo Teil dieser Arbeit 

wurden diese Zielstrukturen genutzt, um Knockout-Mäuse mit reduzierter proko-

agulanter Aktivierung zu generieren. 

 

Abbildung 13: Pharmakologische Inhibition von CypD und TMEM16F reduziert die prokoagulante 
Aktivität von Thrombozyten, ohne die Migrationsfähigkeit zu beeinträchtigen 

(A, B) Quantifizierung der prokoagulanten Aktivierung und der Migrationsstrecke von humanen 
(A) und murinen (B) Thrombozyten nach Behandlung mit Inhibitoren von CypD (Cyclosporin A, 
CicA 2 µM) oder TMEM16F (Nifluminsäure, NFA 10 µM). Einseitiger ANOVA mit Post-Hoc-Test. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 

5.1.3.2 Duale pharmakologische Inhibition der Rezeptoren GPIIbIIIa und 
GPVI reduziert die prokoagulante Aktivität von Thrombozyten 

Der prokoagulanten Aktivierung von migrierenden Thrombozyten in vitro wird 

eine autonome Migration auf der Fibrin(ogen)-Oberfläche und Interaktion mit Kol-

lagenfasern vorausgesetzt, wobei die Stimulation isolierter Thrombozyten in Sus-

pension weder durch lösliches Fibrinogen noch durch Kollagen einen Einfluss 

zeigte (Kapitel 5.1.2). Es wurde geschlussfolgert, dass die prokoagulante Aktivi-

tät migrierender Thrombozyten durch Mechanosensing-vermittelte Fibrinogen 

(GPIIbIIIa)- und Kollagen (GPVI)-Rezeptor-Aktivierung beeinflusst wird. 

Frühere Studien haben die Rolle des GPIIbIIIa outside-in Signalwegs in der pro-

koagulanten Aktivierung von Thrombozyten unter mechanischen Scherstress be-

leuchtet und festgestellt, dass die Blockade dieses Signalwegs durch Inhibition 

des nachgeschalteten Gα13 die PS-Exposition wirksam reduzieren kann (Pang 

et al., 2018).  
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Nach Exposition isolierter humaner und muriner Thrombozyten auf der Kollagen-

Hybridmatrix konnte in Anwesenheit des pharmakologischen Gα13-Inhibitors 

mP6 eine Reduktion der prokoagulanten Aktivierung beobachtet werden (Abbil-

dung 14A). Der leicht signifikante Anstieg der zurückgelegten Migrationsstrecke, 

gemessen an der Fibrinogen-abgetragenen Oberfläche nach Inhibition mittels 

mP6, könnte durch das stark reduzierte prokoagulante Potential der Thrombozy-

ten erklärt werden. Auf der genutzten Hybridmatrix werden migrierende Throm-

bozyten durch Interaktion mit Kollagenfasern prokoagulant aktiviert und verhar-

ren an der Kontaktstelle. Durch zusätzliche in vitro Experimente konnte belegt 

werden, dass frei migrierende mP6-behandelte Thrombozyten im Vergleich zu 

einer Kontrollgruppe auf einer Fibrin(ogen)/Albumin-Oberfläche ohne Zugabe 

von Kollagen keinen Unterschied in der zurückgelegten Migrationsdistanz auf-

wiesen (Abbildung 14B). Dies ist auf das Fehlen der prokoagulanten Aktivierung 

zurückzuführen.  

Um den Einfluss des GPIIbIIIa-Signalweges weiter zu charakterisieren, wurden 

Migrationsexperimente mit dem reversiblen, kompetitiven Integrin-Antagonisten 

Tirofiban durchgeführt. Dieser Inhibitor wird klinisch insbesondere im Rahmen 

des akuten Koronarsyndroms (ACS) bei Hochrisiko-Interventionen mit hoher 

Thrombuslast eingesetzt (Byrne et al., 2023; Neumann et al., 2001). Tirofiban 

bindet kompetitive und reversibel an die Arginin-Glycin-Asparaginsäure-Bin-

dungsstelle des GPIIbIIIa-Rezeptors und verhindert die Interaktion von Fibrino-

gen und anderen Liganden, ohne die allgemeine Rezeptorfunktion zu beeinträch-

tigen (Nurden et al., 1999). Im Migrationsassay hatte Tirofiban bei den angege-

benen Konzentrationen keinen Einfluss auf die Migrationskapazität muriner 

Thrombozyten, reduzierte jedoch das prokoagulante Potenzial wesentlich (Abbil-

dung 14D). 

Der Beitrag des GPVI-Signalwegs zur Mechanosensing-vermittelten, prokoagu-

lanten Aktivierung migrierender Thrombozyten wurde in weiteren Versuchen mit 

pharmakologischen Inhibitoren des Rezeptorsignalweges an verschiedenen An-

griffspunkten untersucht. Hierfür wurden isolierte murine Thrombozyten mit dem 

direkten GPVI-blockierenden Antikörper JAQ1 in einer Konzentration von 10 

µg/ml (Massberg et al., 2003) oder dem neuartigen Syk-Kinase-Inhibitor BI-

1002494 in einer Konzentration von 5 µM behandelt. Im Migrationsassay führten 
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beide Inhibitoren zu einer Verringerung der prokoagulanten Aktivierung, ohne die 

Fähigkeit der autonomen Migration zu beeinträchtigen (Abbildung 14B).  

Interessanterweise gibt es Hinweise in der Literatur, dass Fibrin(ogen) auch an 

den GPVI-Rezeptor von Thrombozyten binden kann, welches die Aktivierung und 

die Umsetzung von Thrombin verstärkt (Alshehri et al., 2015; Mammadova-Bach 

et al., 2015; Slater et al., 2019; Xu et al., 2021). Bei den verwendeten niedrigen 

Konzentrationen von JAQ1 und BI-1002494 war diese Interaktion jedoch ent-

behrlich für die Migrationsfähigkeit. Um einen Einfluss der GPVI/Fibrin(ogen)-

Achse auf die Thrombozyten-Migration endgültig auszuschließen, wurden Migra-

tionsexperimente mit steigenden Inhibitor-Konzentrationen durchgeführt. Nur 

eine Erhöhung der verabreichten Konzentrationen des Syk-Inhibitors von 2,5 auf 

50 µM (20-fach) führte zu einer signifikanten Reduktion der zurückgelegten Mig-

rationsstrecke (Abbildung 14C). Dies könnte jedoch auf eine unspezifische Hem-

mung der Src-Kinase zurückzuführen sein, welche an multiplen Signalwegen der 

Thrombozyten-Aktivierung beteiligt ist (Senis et al., 2014). Darüber hinaus wur-

den zusätzliche Migrationsassays mit murinen Thrombozyten durchgeführt, die 

mit steigenden Dosen des GPVI-blockierenden Antikörpers JAQ1 (0 vs. 5 vs. 10 

vs. 25 µg/ml) vorinkubiert wurden. Dabei zeigte sich kein Einfluss auf die Throm-

bozyten-Migration auf einer Fibrinogen/Albumin-Matrix ohne Kollagen (Abbildung 

14C). 

Die Ergebnisse der isolierten Hemmung des GPIIbIIIa- und GPVI-Signalwegs 

konnten auch in humanen Thrombozyten validiert werden. Sowohl die Hemmung 

durch den Gα13-Inhibitor mP6 als auch den Syk-Kinase-Inhibitor BI-1002494 ver-

ringerte die prokoagulante Aktivität der Thrombozyten, ohne die Migration zu be-

einflussen (Abbildung 14A). Bemerkenswerterweise führte eine gleichzeitige 

Hemmung von GPIIbIIIa und GPVI durch JAQ1 und Tirofiban in isolierten muri-

nen Thrombozyten zu einem additiven Effekt hinsichtlich der Reduktion des pro-

koagulanten Potentials (Abbildung 14D). Die erhaltene Migrationsfähigkeit der 

Thrombozyten ermöglich eine physische Interaktion mit Kollagenfasern, ohne die 

prokoagulante Aktivierung zu triggern (Abbildung 14D). 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass sowohl die Stimulation von GPVI 

als auch GPIIbIIIa in migrierenden Thrombozyten erforderlich ist, um die Mecha-

nosensing-vermittelte prokoagulante Funktion wirksam auszuführen. 
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Insbesondere konnte in diesem in vitro Modell die zentrale Rolle des GPIIbIIIa 

outside-in Signalwegs bei der Konditionierung migrierender Thrombozyten für die 

GPVI-vermittelte Kollageninteraktion und die damit verbundene prokoagulante 

Aktivierung bestätigt werden, wobei die GPVI-vermittelte Bindung von Fibrinogen 

für die Migrationsfähigkeit nicht essenziell ist. 
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Abbildung 14: Pharmakologische Inhibition von GPIIbIIIa und GPVI führt zu einer Reduktion der 
prokoagulanten Aktivität von migrierenden Thrombozyten 

(A, B) Quantifizierung prokoagulanter Thrombozyten und der zurückgelegten Migrationsstrecke 
von murinen (A) und humanen Thrombozyten (B), die mit Inhibitoren des GPVI-Signalweges (BI-
1002494, Syk-Inhibitor, 5 µM; JAQ1, Anti-GPVI-Antikörper, 10 µg/ml) oder des GPIIbIIIa outside-
in Signalweges (mP6, Ga13-Inhibitor, 20 µM) behandelt wurden. Einseitiger ANOVA mit Post-
Hoc-Test. (C) Quantifizierung der zurückgelegten Migrationsstrecke von murinen Thrombozyten, 
die mit 20 μM mP6 oder aufsteigenden Konzentrationen von JAQ1 und BI-1002494 behandelt 
wurden. T-Test, ungepaart, zweiseitig; einseitiger ANOVA mit Post-Hoc-Test. (D) Repräsentative 
konfokale Aufnahmen von migrierenden murinen Thrombozyten auf einer Kollagenhybridmatrix 
und Quantifizierung der zurückgelegten Migrationsstrecke und prokoagulanten Aktivierung nach 
Behandlung mit JAQ1 (10 μg/ml) und Tirofiban (1 μg/ml) im Vergleich zu einer Kontrollgruppe 
(Isotyp-Antikörper IgG2a und Vehikel-Substanz). PS-Färbung: mC1. Maßstab 10 μm. Einseitiger 
ANOVA. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 
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5.1.3.3 Klassische Thrombozytenaggregationshemmer haben keinen Einfluss 
auf die prokoagulante Aktivierung von Thrombozyten 

In der Literatur werden weitere Agonisten und Rezeptoren mit klinischem Poten-

zial beschrieben, die Expression von PS auf Thrombozyten zu beeinflussen. So 

reguliert beispielsweise der Thrombin-Rezeptor unabhängig von der Calcium-

Mobilisierung die Degranulation aktivierter Thrombozyten über den Gα12/13-Sig-

nalweg (Jin et al., 2009). In Experimenten zur humanen Thrombusbildung in vitro 

wurde die spezifische prokoagulante Reaktion hauptsächlich durch den PAR-4-

Rezeptor ausgelöst (French et al., 2016).  

Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR-Rezeptoren) sind eine Familie von G-Pro-

tein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs), die durch proteolytische Spaltung akti-

viert werden. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Gefäßfunk-

tion und in immunologischen Vorgängen. Die PAR-Rezeptor-Familie umfasst vier 

Mitglieder: PAR-1, PAR-2, PAR-3 und PAR-4, die jeweils durch verschiedene 

Proteasen aktiviert werden (Coughlin, 2005). PAR-1 wird primär durch Thrombin 

aktiviert und ist von zentraler Bedeutung für die Funktion von Thrombozyten, En-

dothelzellen sowie für entzündliche Reaktionen. Auch PAR-3 und PAR-4 werden 

durch Thrombin und andere Proteasen aktiviert und sind maßgeblich an der Re-

gulation der Thrombozytenaggregation beteiligt. PAR-Rezeptoren haben sich als 

vielversprechende therapeutische Zielstrukturen in der Behandlung von Herz-

Kreislauf-Erkrankungen herausgestellt. Ein Beispiel hierfür ist der PAR-1-Inhi-

bitor Vorapaxar, der die Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten hemmt. 

Vorapaxar wird bei thrombotischen Ereignissen wie dem akuten Koronarsyndrom 

eingesetzt und stellt eine bedeutende Komponente in der antithrombotischen 

Therapie dar (Tricoci et al., 2012). 

Um den Einfluss der PAR-abhängigen Signalwege auf die prokoagulante Aktivie-

rung von Thrombozyten in Migrationsexperimenten effektiv zu evaluieren, wur-

den isolierte Thrombozyten mit dem PAR-1-Inhibitor Vorapaxar und dem PAR-4-

Inhibitor BMS-986120 inkubiert. Im Gegensatz zu früheren Arbeiten zeigte die 

Hemmung von PAR-1 und PAR-4 keine Auswirkungen auf die prokoagulante Ak-

tivierung migrierender Thrombozyten (Abbildung 15A), obwohl höhere Dosen 

verwendet wurden (French et al., 2016; Stoller et al., 2022).  
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Auch weitere klinische Thrombozytenaggregationshemmer wie der Thromboxan-

Antagonist Terutroban und der P2Y12 (ADP-Rezeptor) -Inhibitor Cangrelor be-

einflussten die prokoagulante Aktivierung von Thrombozyten in vitro nicht (Abbil-

dung 15B).  

Die Diskrepanz dieser Ergebnisse im Vergleich zu bereits veröffentlichten Stu-

dien betont die multimodalen Aktivierungsmechanismen prokoagulanter Throm-

bozyten, die in Abhängigkeit von ihrer Funktion in der Thrombusbildung nach 

traumatischer Gefäßverletzung und in der inflammatorischen Hämostase unter-

schiedlich reguliert werden. 

 

Abbildung 15: Einfluss von Thrombozytenaggregationshemmung auf Migration und prokoagu-
lante Aktivierung von Thrombozyten 

(A) Relative Quantifizierung der prokoagulanten Aktivierung und zurückgelegten Migrationsstre-
cke von humanen Thrombozyten, die mit PBS als Kontrolle (Ktrl), dem PAR1-Inhibitor Vorapaxar 
(1 μM), dem PAR4-Inhibitor BMS-986120 (1 μM) oder beider Inhibitoren inkubiert wurden. n= 4. 
Einseitiger ANOVA mit Post-Hoc-Test. (B) Relative Quantifizierung der prokoagulanten Aktivie-
rung und zurückgelegten Migrationsstrecke von humanen Thrombozyten welche mit einer Kom-
bination aus Cangrelor (Can, 0,25 μM), Terutroban (Ter, 1 μg/ml) und Vorapaxar (Vora, 1 μM) 
behandelt wurden, im Vergleich zu einer Kontrollgruppe. n=3. T-Test, ungepaart, zweiseitig. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 
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Abschließend werden die in vitro Ergebnisse dieser Arbeit noch einmal zusam-

mengefasst. Prokoagulante Thrombozyten können mithilfe eines innovativen Re-

agenz namens mC1, das auf Laktadherin basiert, effizient und gezielt nachge-

wiesen werden. Funktionell binden prokoagulante Thrombozyten vermehrte Ge-

rinnungsfaktoren auf ihrer Oberfläche, um als Brücke zwischen primärer und se-

kundärer Hämostase zu fungieren. Die Fähigkeit zur autonomen Migration ein-

zelner Thrombozyten bildet in dem neu etablierten inflammatorischen Migration-

sassay die Grundlage für eine direkte mechanische Interaktion mit Kollagenfa-

sern, welche die Thrombozyten zu einem Stillstand bringt und die prokoagulante 

Aktivierung unabhängig von einer Stimulation durch lösliche Agonisten einleitet. 

Die beteiligten nachgeschalteten Rezeptorsignalwege der prokoagulanten Akti-

vierung werden maßgeblich von CypD und TMEM16F reguliert. Initiiert wird die 

prokoagulante Aktivierung von migrierenden Thrombozyten durch eine Mecha-

nosensing-vermittelte Stimulation des GPVI- und GPIIbIIIa-Rezeptors. Klinisch 

relevante Thrombozytenaggregationshemmer wie die PAR1/4-Antagonisten 

Vorapaxar und BMS-986120, der Thromboxan-Antagonist Terutroban und der 

P2Y12 (ADP-Rezeptor) -Inhibitor Cangrelor beeinflussten die prokoagulante Ak-

tivierung nicht.  

Um die Bedeutung prokoagulanter Thrombozyten in der inflammatorischen Hä-

mostase in vivo zu untersuchen, wurden im folgenden Abschnitt verschiedene 

murine Entzündungsmodelle etabliert und zwei transgene Mauslinien generiert, 

die einen Thrombozyten-spezifischen Knockout in den Zielstrukturen CypD und 

TMEM16F aufweisen. Diese Proteine sind für die prokoagulante Aktivierung von 

Thrombozyten essenziell. Das Modell der sterilen Peritonitis ermöglicht durch In-

duktion einer systemischen Entzündungsreaktion die Visualisierung einzelner im-

munreaktiver Thrombozyten in verschiedenen Organen. Darüber hinaus bietet 

das Modell der (sub)akuten Lungenschädigung die Möglichkeit, die komplexe Pa-

thophysiologie inflammatorischer Blutungen weiter zu untersuchen. Es dient ins-

besondere dazu, den Einfluss thrombozytärer Funktionen, wie die prokoagulante 

Aktivierung, detailliert zu analysieren und deren Rolle im Entzündungsprozess zu 

verstehen. 
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5.2 In vivo Ergebnisse 

5.2.1 Systemische Inflammation führt zur Rekrutierung von 
Thrombozyten und Fibrin(ogen) in der Lunge 

In früheren Studien konnte nachgewiesen werden, dass einzelne immunreaktive 

Thrombozyten die vaskuläre Hämostase im Rahmen von Entzündungen fördern 

(Goerge et al., 2008; Gros et al., 2015; Hillgruber et al., 2015). Die kürzlich er-

schiene Arbeit von (Nicolai, Schiefelbein, et al., 2020) beleuchtet die Funktion der 

autonomen Migration und Haptotaxis von Thrombozyten, um gezielt an Stelle 

entzündungsbedingter endothelialer Defekte rekrutiert zu werden. Unklar bleibt 

jedoch, welche weiteren vasoprotektiven Thrombozyten-Funktionen durch lokale 

und systemische Inflammationsreize induziert werden und welche Rolle plasma-

tische Gerinnungsfaktoren in der entzündlichen Hämostase spielen. 

Um die globalen Effekte der systemischen Inflammation auf Thrombozyten in 

vivo zu untersuchen, wurde das Modell der LPS-induzierten, sterilen Peritonitis 

etabliert (Abbildung 16A). Durch intraperitoneale Applikation von LPS wurde eine 

systemische Entzündungsreaktion induziert, welche sich nach ca. 4 Stunden zu 

einer manifesten Sepsis ausbreitete. Dies kann sowohl anhand des kontinuierlich 

ansteigenden Sepsis-Scores (Abbildung 16B) als auch typischen Veränderungen 

des peripheren Differential-Blutbildes der LPS-behandelten Tiere nachvollzogen 

werden (Abbildung 16C). Hierzu zählen eine absolute Leukopenie bei erhöhtem 

Neutrophilen-Anteil als unspezifischer Entzündungsmarker aufgrund vermehrter 

Leukozyten-Adhärenz in den kleinen Gefäßen (Belok et al., 2021) sowie eine 

Thrombozytopenie als frühzeitiger Hinweis eines beginnenden septischen 

Schocks (Menard et al., 2019). Im Rahmen der septischen Organdysfunktion 

stellt die Lunge ein besonders vulnerables Organ dar und ist häufig von der In-

flammationsreaktion mitbetroffen (Matthay et al., 2019), wobei einzelne Throm-

bozyten mithilfe hochauflösender, dreidimensionaler, konfokaler Immunhistolo-

gie untersucht werden konnten (Abbildung 16D). Auffällig waren eine insgesamt 

erhöhte Anzahl rekrutierter Thrombozyten sowie die Ablagerung von Fibrin(ogen) 

im entzündlich veränderten Lungengewebe (Abbildung 16D-E). Die CD42b-posi-

tiven Bereiche, die den thrombozytären Rezeptor GPIb markieren, zeigten dabei 

häufig eine Überlappung mit Fibrinogen. In vergrößerten, hochauflösenden Bild-

ausschnitten konnten einzelne Fibrinfasern auf der Oberfläche von 
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Thrombozyten nachgewiesen werden (weiße Pfeilspitze, Abbildung 16D). Inte-

ressanterweise war ein erheblicher Anteil der rekrutierten Fibrinogen-positiven 

Thrombozyten in der entzündeten Lunge auch positiv für PS - ein typisches 

Kennzeichen prokoagulanter Thrombozyten (Abbildung 16D-E). Bei Kontrolltie-

ren ohne inflammatorischen Stimulus konnten kaum PS-positive Thrombozyten 

detektiert werden (Abbildung 16E).  

Die vermehrten Thrombozyten-assoziierten Fibrin(ogen)-Ablagerungen in der 

Lunge belegen ein enges Zusammenspiel zwischen Thrombozyten und der plas-

matischen Gerinnung im Kontext systemischer Entzündungsreaktionen. Der erst-

malige Nachweis von lokal PS-positiven prokoagulanten Thrombozyten in vivo 

weist zudem auf eine bislang unzureichend charakterisierte Funktion dieser Zel-

len hin, nämlich die Vermittlung zwischen primärer und sekundärer Hämostase. 

Die gezielte Induktion prokoagulanter Thrombozyten durch inflammationsvermit-

telte Schädigung des Gefäßendothels in betroffenen Organen wie der Lunge 

könnte durch vermehrte Bindung von Gerinnungsproteinen wie Fibrin(ogen) zur 

Bildung von Mikrothromben führen, was zum Erhalt der vaskulären Integrität bei-

trägt. Diese Ergebnisse unterstreichen die zentrale Rolle von Thrombozyten in 

der Regulation inflammatorischer Gerinnungsprozesse. 



5 Ergebnisse 70 

 

Abbildung 16: Systemische Inflammation führt zu Rekrutierung von Thrombozyten und Fib-

rin(ogen) in der Lunge 

(A) Experimentelles Schema der Peritoneal-Sepsis mit Histologie der Lunge und Analyse des 
Blutbildes. (B) Klinischer Sepsis-Score der LPS-behandelten Tiere für 6 Stunden im Vergleich 
zu einer NaCl-Kontrollgruppe. T-Test, zweiseitig, ungepaart. (C) Quantifizierung des Differen-
tial-Blutbildes mit Leukozytenzahlen und relativem Neutrophilen-Anteil, Hämoglobin-Konzentra-
tion, sowie Thrombozytenzahlen anhand eines automatisierten Zellzählers (Sysmex). n=4. T-
Test, zweiseitig, ungepaart. (D) Repräsentative konfokale Aufnahme von Immunfluoreszenzfär-
bungen der Lungen von Kontrolltieren (Ktrl) oder septischen Tieren (LPS 1 µg/kg KG i.p.). Maß-
stab 100 µm (linke und mittlere Abbildung) und 20 µm (rechte Abbildung). Weiße Pfeilspitzen 
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zeigen Fibrin(ogen)- und PS-positive Thrombozyten an. Rot: Anti-PS-Antikörper (Merck), weiß: 
Anti-CD42b-Antikörper. (E) Quantifizierung der Rekrutierung von Thrombozyten in die Lunge 
mit Überlappung des Fibrinogen-positiven und/oder PS-positiven Bereiches. n = 3-4. T-Test, 
zweiseitig, ungepaart. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 

5.2.2 Einzelne prokoagulante Thrombozyten werden in vivo durch 
Kontakt mit Kollagen induziert 

Um die zugrunde liegenden Mechanismen der prokoagulanten Aktivierung von 

intravaskulären Thrombozyten in vivo im Kontext der Entzündung genauer zu 

untersuchen, wurden mesenteriale postkapillare Venolen im Modell der LPS-in-

duzierten sterilen Peritonitis mittels hochauflösender konfokaler Immunhistologie 

analysiert (Abbildung 17A). Die Bildgebung des Mesenteriums ermöglicht eine 

dynamische Analyse zellulärer Prozesse nach Induktion einer systemischen Ent-

zündung und ermöglicht die Übertragung der daraus gewonnenen Erkenntnisse 

auf die Pathophysiologie inflammatorisch bedingter Blutungen. Im Zentrum steht 

dabei insbesondere die Fragestellung, wie Thrombozyten Blutungen verhindern, 

sobald sie sich an den Extravasations-Stellen von Neutrophilen positionieren. 

Im Einklang mit den umfangreichen in vitro Studien dieser Arbeit zeigte sich, dass 

die prokoagulante Aktivierung von Thrombozyten früh nach Induktion der in-

flammatorischen Reaktion auftritt. Etwa 4 Stunden nach intraperitonealer LPS-

Injektion konnten bereits einzelne PS-positive Thrombozyten-Ballons an der ent-

zündeten Gefäßwand nachgewiesen werden (Abbildung 17B). Wie bereits in vitro 

beobachtet (Kapitel 5.1.2), führt insbesondere die physikalische Interaktion von 

Thrombozyten mit Kollagenfasern zur Initiierung der prokoagulanten Aktivierung. 

Dieses Phänomen konnte auch in den entzündlich veränderten Mesenterial-Ge-

fäßen bestätigt werden. Häufig wurden einzelne PS-positive prokoagulante 

Thrombozyten in enger Assoziation mit freigelegten Kollagenfasern der sub-

endothelialen Matrix bei septischen Tieren beobachtet (Abbildung 17B).  

Zusammenfassend wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Exposition sub-

endothelialer Matrixproteine durch die transendotheliale Migration von Neutrophi-

len sowie durch entzündungsbedingte Schädigung des Gefäßendothels verur-

sacht wird. Die Rekrutierung aktivierter Thrombozyten an die entzündlich verän-

derte Gefäßwand führt, in Analogie zu den in vitro beobachteten Phänomenen, 

zur prokoagulanten Aktivierung und zum Stillstand migrierender Thrombozyten. 
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Diese binden vermehrt Gerinnungsproteine wie Fibrinogen ihrer Oberfläche, um 

lokale Mikrothromben zu bilden, die trotz ihrer geringen Größe im Vergleich zu 

Neutrophilen effektiv Gefäßleckagen verschließen und Blutungen verhindern 

können. Um das volle Ausmaß inflammatorischer Blutungen zu untersuchen, 

wurde im Folgenden das Modell der (sub)akuten Lungenverletzung etabliert, bei 

dem das Maximum der Blutungsintensität mit der Leukozyten-Rekrutierung in 

den ersten 6 bis 24 Stunden zusammenfällt. 

 

Abbildung 17: Interaktion von Thrombozyten mit Kollagenfasern induziert die prokoagulante Ak-
tivierung in vivo 

(A) Experimentelles Schema der Peritoneal-Sepsis mit Histologie des Mesenteriums. (B) Reprä-
sentative konfokale Immunfluoreszenz-Aufnahme von mesenterialen Venolen 4 Stunden nach 
intraperitonealer Injektion von LPS. Weiße Pfeilspitzen zeigen prokoagulante Thrombozyten 
(CD41/GPIIbIIIa-positiv, PS-positiv) in unmittelbarer Nähe zu antikörpergefärbten Kollagenfa-
sern (grün). Maßstab 5 µm. PS-Färbemittel: Anti-PS-Antikörper. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 
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5.2.3 Einführung in das Modell der (sub)akuten Lungenschädigung 

Wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben (Kapitel 1.3.2), spielen 

Leukozyten, insbesondere neutrophile Granulozyten, eine entscheidende Rolle 

in der Entwicklung inflammatorischer Blutungen. Durch die Transmigration adhä-

renter intravaskulärer Neutrophilen in das entzündete Gewebe kommt es zu Mik-

rodefekten an ihren endothelialen Austrittspunkten. Diese Defekte verursachen 

bedeutende Mikroblutungen in verschiedenen Organen. Wie genau einzelne 

Thrombozyten dieses Phänomen der inflammatorischen Blutungen verhindern 

und mit Neutrophilen interagieren, ist noch nicht ausreichend untersucht. Um die 

beteiligten pathophysiologischen Mechanismen dieser sogenannten inflammato-

rischen Blutungen zu untersuchen, wurde das Modell der (sub)akuten Lungen-

schädigung (ALI) etabliert. Mittels Applikation des bakteriellen Strukturproteins 

Lipopolysaccharid (LPS) über die Atemwege kann im Mausmodell eine sterile 

Inflammation der Lunge induziert werden, die das klinisch sehr relevante akute 

Lungenversagen imitiert (Nicolai, Schiefelbein, et al., 2020). Innerhalb weniger 

Stunden kommt es zu einer Entzündungsreaktion im pulmonalen Gewebe, die zu 

einer endothelialen Dysfunktion mit Infiltration von Neutrophilen führt 

(Deppermann et al., 2017).  

Die pathophysiologischen Grundmechanismen von inflammatorischen Blutungen 

konnten in dem neu etablierten ALI-Modell validiert werden. 24 Stunden nach 

intranasaler LPS-Applikation wurde den Tieren Blut für die Isolation von Plasma 

entnommen und eine bronchoalveoläre Lavage (BAL) durch tracheale Punktion 

durchgeführt. Das gewonnene BAL-Fluid wurde anschließend durchflusszyto-

metrisch analysiert (Abbildung 18A). Die Induktion eines lokalen entzündlichen 

Stimulus in der Lunge führte zu einer vermehrten Rekrutierung von Neutrophilen 

aus dem ausgeprägten Mikrovaskularisationssystem des Lungengewebes in den 

Alveolarraum im Vergleich zu einer Kontrollgruppe, welche nur Natriumchlorid 

(NaCl) intranasal erhielt (Abbildung 18C). Dies führte konsekutiv zu einem ver-

mehrten Austritt von Blutbestandteilen, wie Erythrozyten, in die Lunge, welcher 

bereits makroskopisch an dem entnommenen BAL-Fluids beobachtet werden 

konnte (Abbildung 18B-C). Interessanterweise beeinflusste die lokal Entzün-

dungsreaktion nicht die Rekrutierung von Thrombozyten. Lediglich eine ver-

mehrte Bildung von Thrombozyten-Neutrophilen-Aggregaten (PNA) konnte ge-

messen werden (Abbildung 18C). Um die vaskuläre Integrität im Rahmen 
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inflammatorischer Blutungen zu bewahren, müssen Thrombozyten folglich auf 

andere protektive Mechanismen zurückgreifen.  

Weiterhin wurde die humorale Entzündungsreaktion auf die alveoläre LPS-Expo-

sition aufgeklärt. Um sowohl die systemische als auch die lokale Induktion in-

flammatorischer Mediatoren zu phänotypisieren, wurden Zytokin-Analysen unter 

Verwendung eines auf Durchflusszytometrie basierenden Multiplex-Panels 

durchgeführt. Hierbei wurden dreizehn gängige entzündliche Zytokine analysiert: 

IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-23, IL-27, MCP-1 (Monozyten-

Chemoattraktantes Protein-1), IFN-β, IFN-γ, TNF-α und GM-CSF (Granulozyten-

Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor). Die Multiplex-Analysen zeigen sig-

nifikante Erhöhungen von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1α, IL-6, IFN-γ 

und TNF-α speziell im BAL-Fluid, jedoch nicht im peripheren Plasma von LPS-

behandelten Mäusen im Vergleich zu Kontrolltieren (Abbildung 18D-E).  

Diese Ergebnisse tragen dazu bei, das Modell der LPS-induzierten (sub)akuten 

Lungenschädigung genauer zu charakterisieren und liefern Einblicke in die lokale 

Zytokinsignatur mit der Induktion von löslichen proinflammatorischen Mediatoren, 

die eine Rolle in der Thromboinflammation spielen könnten. 
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Abbildung 18: Validierung des murinen Modells der (sub)akuten Lungenschädigung 

(A) Experimentelles Schema des Modells der (sub)akuten Lungenschädigung mit durchflusszy-

tometrischer Analyse (FACS) von BAL-Fluid und peripherem Blut. Vergleich zwischen intranasa-

ler LPS-Applikation und NaCl-Kontrollgruppe (schwarzer Pfeil). (B) Repräsentatives makroskopi-

sches Bild des BAL-Fluids, welches in 2 ml Eppendorf-Röhrchen gesammelt wurde. (C) Durch-

flusszytometrische Analysen der Erythrozyten-, Neutrophilen (PMN)-, Thrombozyten- und Throm-

bozyten-Neutrophilen-Aggregat (PNA)-Zahlen im BAL-Fluid. n = 4. T-Test, zweiseitig, ungepaart. 

(D) Quantifizierung der Zytokin-Konzentrationen aus Plasma und BAL-Fluid, die 24 Stunden nach 

LPS-/NaCl-Behandlung isoliert wurden. Zweiseitiger ANOVA mit Post-Hoc-Test. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 
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5.2.4 Thrombozytopenie und Antikoagulation verstärken 
inflammatorische Blutungen in der Lunge 

In den etablierten Modellen der systemischen Inflammation und akuten Lungen-

schädigung wurde eine vermehrte Rekrutierung von Thrombozyten sowie eine 

assoziierte Fibrinogen-Akkumulation in der Lunge beobachtet. Im nächsten 

Schritt soll untersucht werden, in welchem Ausmaß Thrombozyten und die se-

kundäre Gerinnungskaskade zur inflammatorischen Hämostase beitragen und 

inwiefern diese Mechanismen entzündungsbedingte Blutungen beeinflussen. 

Frühere Untersuchungen haben aufgezeigt, dass eine Thrombozytopenie in un-

terschiedlichen Modellen der Inflammation die durch Leukozyten-Transmigration 

verursachten Mikroblutungen verschlimmert (Boulaftali et al., 2018; Goerge et al., 

2008; Hillgruber et al., 2015; Nicolai, Schiefelbein, et al., 2020). Um diese Ergeb-

nisse in dem murinen Modell der LPS-induzierten Lungenschädigung zu validie-

ren, wurde die pulmonale Hämorrhagie im Kontext der immunvermittelten Deple-

tion von Thrombozyten betrachtet.  

Direkt vor intranasaler LPS-Gabe wurde mittels i.v. Injektion eines depletierenden 

Antikörpers gegen den GP-Ib-Rezeptor (R300) eine Thrombozytopenie in der 

Versuchsgruppe induziert. Um systematische Fehler durch mögliche Nebenwir-

kungen einer unspezifischen Antikörperbindung auszuschließen, wurde die Kon-

trollgruppe mit dem Isotyp-Antikörper C301 behandelt (Abbildung 19A). Die Wirk-

samkeit der Thrombozyten-Depletion wurde anhand durchflusszytometrischer 

Analysen des peripheren Blutes 24 Stunden nach Antikörper-Injektion in allen 

Tieren der Versuchsgruppe sichergestellt. Eine ausreichende Thrombozytopenie 

wurde als ein Abfall der Thrombozytenzahl auf unter 5000 pro µl definiert und nur 

die entsprechenden Tiere in weitere Analysen einbezogen (Abbildung 19C). Die 

massiven Einblutungen in die Lungen der Thrombozyten-depletierten Versuchs-

gruppe waren bereits makroskopisch nach Entnahme der Lungenpakete für his-

topathologische Analysen sichtbar (Abbildung 19B). Im ebenfalls entnommenen 

BAL-Fluid konnte durchflusszytometrisch ein stark erhöhter Erythrozyten-Gehalt 

bestätigt werden (Abbildung 19C). Auch auf mikroskopischer Ebene wurde in 

Lungenquerschnitten mittels immunhistologischer Färbung von Erythrozyten 

durch einen TER119-Antikörper ein erhöhter Anteil an extravasalen Blutungen 

beschrieben (Abbildung 19D-E). Diese alveolären Blutungen waren bei den 
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thrombozytopenischen Tieren teilweise so ausgeprägt, dass sie eine Anämie im 

peripheren Blut verursachten (Abbildung 19C).  

In früheren Studien, die inflammatorische Blutungen untersuchten, wurden mo-

dell- und organabhängige Effekte der Thrombozytopenie auf die Rekrutierung 

von Neutrophilen beschrieben (Gros et al., 2015; Hillgruber et al., 2015; Ho-Tin-

Noé et al., 2018; Ho-Tin-Noé et al., 2009; Rayes et al., 2018). Teilweise konnte 

der Effekt einer reduzierten Neutrophilen-Rekrutierung in die Haut und das Peri-

toneum beobachtet werden. In dem Modell der (sub)akuten Lungenschädigung 

zeigten jedoch weitere durchflusszytometrische Analysen des BAL-Fluids keine 

Veränderungen in der Rekrutierung pulmonaler Leukozyten bei Thrombozyten-

depletierten Tieren (Abbildung 19C). Zur spezifischen Analyse der Infiltration von 

Neutrophilen in das Lungengewebe wurde der Anteil des Ly6G-positiven Be-

reichs histologisch quantifiziert. Dabei zeigten sich keine Unterschiede zwischen 

den Versuchsgruppen, was die durchflusszytometrischen Daten bestätigte (Ab-

bildung 19D-E). 
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Abbildung 19: Thrombozytopenie verstärkt inflammatorische Blutungen in dem Modell der 

(sub)akuten Lungenschädigung 

(A) Experimentelles Schema des Modells der (sub)akuten Lungenschädigung mit oder ohne An-
tikörper vermittelter Thrombozyten-Depletion. Rote Pfeil markiert die i.v. Antikörper-Gabe, 
schwarzer Pfeil die intranasale LPS-Applikation. (B) Repräsentative makroskopische Bilder von 
Lungen der Kontrollgruppe (C301) und thrombozytopenischen Tieren (R300) 24 Stunden nach 
LPS-Gabe. (C) Durchflusszytometrische Analyse von peripherem Blut (Thrombozyten- und Eryth-
rozyten-Zahl/µl) und BAL-Fluid (Erythrozyten- und Leukozytenzahl/μl). T-Test, zweiseitig, unge-
paart. (D) Repräsentative konfokale immunhistologische Aufnahmen von R300-behandelten Lun-
gen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe (C301) und relative Quantifizierung der alveolären Blu-
tung (TER119-positiver Bereich) und der Neutrophilen-Rekrutierung (Ly6G-positiver Bereich). 
Maßstab 100 μm. T-Test, zweiseitig, ungepaart. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 
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Die plasmatische Gerinnungskaskade, deren Endpunkt die Fibrin(ogen)-Bildung 

ist, wurde in dem Modell der (sub)akuten Lungenschädigung durch verschiedene 

klinisch relevante Antikoagulantien pharmakologisch inhibiert. Zum Einsatz ka-

men der Faktor-IIa-Inhibitor Argatroban in einer Konzentration von 5 mg/kg KG 

sowie der Faktor-Xa-Inhibitor Rivaroxaban als Vertreter der direkten oralen An-

tikoagulantien (DOAK) in einer Konzentration von 3 mg/kg KG. Diese wurden 

sowohl direkt vor als auch 8 Stunden nach dem entzündlichen Stimulus intrave-

nös verabreicht. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von Argatroban erfolgte eine 

zusätzliche Applikation nach 4 Stunden. Die Versuchsgruppe wurde mit einer 

Kontrollgruppe verglichen, die lediglich das Vehikel in Form einer 0,9 % NaCl-

Lösung in gleicher Injektionsform erhielt (Abbildung 20A). 

Sowohl die makroskopische Inspektion als auch die durchflusszytometrische 

Analyse des BAL-Fluids nach Inhibition von Faktor IIa und Faktor Xa zeigten eine 

verstärkte Neigung zu alveolären Blutungen (Abbildung 20B, D). Demgegenüber 

blieben im Blut die peripheren Thrombozyten- und Leukozytenzahlen durch die 

Behandlung unbeeinflusst (Abbildung 20D). Die histopathologische Analyse ent-

zündlich veränderter Lungenschnitte bestätigte einen signifikanten Anstieg der 

Lungenblutung bei antikoagulierten Mäusen (Abbildung 20E). Die klinische Re-

levanz dieser Mikroblutungen wird durch den signifikant steigenden Sepsis-Score 

zu verschiedenen Zeitpunkten verdeutlicht (Abbildung 20C). 

Zwischen den Behandlungsgruppen konnte sowohl durchflusszytometrisch als 

auch immunhistologisch kein signifikanter Unterschied in der pulmonalen Rekru-

tierung von Leukozyten festgestellt werden (Abbildung 20D, E). Dies deutet da-

rauf hin, dass eine Behandlung mit Argatroban oder Rivaroxaban die tran-

sendotheliale Migration von Leukozyten nicht beeinträchtigt und der beobachtete 

Effekt der verstärkten Lungenblutung nicht auf eine erhöhte Diapedese von 

Neutrophilen zurückzuführen ist. Zusätzlich wurden weitere in vitro Experimente 

durchgeführt, um den Einfluss von Antikoagulanzien auf die Migrationsfähigkeit 

von isolierten humanen Thrombozyten zu untersuchen. Die Inkubation der 

Thrombozyten mit Argatroban oder Rivaroxaban beeinträchtigte die zurückge-

legte Migrationsstrecke nicht (Abbildung 20F), wodurch ein verstärkter Blutungs-

phänotyp aufgrund eines Migrationsverlusts ausgeschlossen werden konnte.  
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Zusammenfassend konnte in dem murinen Modell der (sub-)akuten Lungenschä-

digung bestätigt werden, dass eine Thrombozytopenie zu einer Verstärkung in-

flammatorischer Blutungen führt, ohne die Rekrutierung von Neutrophilen zu be-

einflussen. Die Blockade der plasmatischen Gerinnung und damit die Hemmung 

der Fibrin(ogen)-Ablagerung, sowohl durch die Inhibition von Thrombin (FIIa) als 

auch von Faktor Xa (FXa), führte zu einer Zunahme entzündungsbedingter Blu-

tungen im Lungengewebe. Diese Befunde unterstreichen die bedeutende, 

Thrombozyten-abhängige Rolle der plasmatischen Gerinnung bei der Prävention 

inflammatorischer Blutungen in der Lunge. 
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Abbildung 20: Einfluss von Rivaroxaban und Argatroban auf inflammatorische Blutungen in dem 
Modell der (sub)akuten Lungenschädigung und auf die Migrationskapazität in vitro 

(A) Experimentelles Schema des Modells der (sub)akuten Lungenschädigung von Bl6-Mäusen, 
welche mit LPS i.n. (schwarzer Pfeil) und Rivaroxaban (3 mg/kg KG) oder Argatroban (5 mg/kg 
KG) i.v. (rote Pfeile) behandelt wurden im Vergleich zu einer Vehikel-Kontrollgruppe. (B) Reprä-
sentatives makroskopisches Bild von BAL-Fluid aus der jeweiligen experimentellen Gruppe. (C) 
Klinische Sepsis-Scores der einzelnen Tiere für 24 Stunden nach LPS-Applikation, behandelt mit 
Rivaroxaban, Argatroban oder Vehikel. Sepsis-Scores umfassen Aussehen, Aktivität, Reaktions-
fähigkeit und Atemmuster. Einseitiger ANOVA mit Post-Hoc-Test. (D) Durchflusszytometrische 
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Analysen des peripheren Blutes (Thrombozyten-, Leukozyten-Zahlen) und des BAL-Fluids (Eryth-
rozyten-, PMN-, Thrombozyten-Zahlen) nach der jeweiligen Behandlung. Einseitiger ANOVA mit 
Post-Hoc-Test. (E) Repräsentative konfokale Aufnahmen von Immunfluoreszenz-gefärbten Lun-
genschnitten aus den verschiedenen experimentellen Gruppen. Maßstab 100 µm. (F) Quantifi-
zierung der alveolaren Blutung (TER119-positive Fläche) und der Anzahl rekrutierter Neutrophi-
ler. n = 3-4. Einseitiger ANOVA mit Post-Hoc-Test. (G) Repräsentative konfokale Aufnahmen und 
Quantifizierung der zurückgelegten Migrationsstrecke von humanen Thrombozyten, die mit Vehi-
kel, Rivaroxaban (10 μg/ml) oder Argatroban (10 μg/ml) behandelt wurden. Maßstab 10 μm.            
n = 3. Einseitiger ANOVA mit Post-Hoc-Test. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 

5.2.5 Validierung der genetisch modifizierten Mauslinien PF4cre-CypDfl/fl 
und PF4cre-TMEM16Ffl/fl 

Mittels genetischer Modifikation durch die Cre-Recombinase wurde eine Mega-

karyozyten- und damit Thrombozyten-selektive Deletion (PF4cre) der calciumab-

hängigen Phosphatidylserin-Scramblase TMEM16F/Anoctamin6 (PF4cre-

TMEM16Ffl/fl) (Suzuki et al., 2010) und des mitochondrialen Transmembran-Pro-

teins CypD (PF4cre-CypDfl/fl) (Jobe et al., 2008) induziert. Der essenzielle Beitrag 

beider Proteine zur prokoagulanten Aktivierung ist belegt.  

In den folgenden Abschnitten wurden die neu generierten Mauslinien in verschie-

denen Validierungsversuchen unter physiologischen Bedingungen charakteri-

siert, um potenzielle genetische Veränderungen in weiteren Zellpopulationen 

auszuschließen und die resultierende Reduktion der prokoagulanten Aktivität der 

Knockout-Thrombozyten zu bestätigen. 

5.2.5.1 Basisdaten unter physiologischen Bedingungen 

Das Körpergewicht sowie die peripheren Thrombozyten-, Erythrozyten- und Leu-

kozytenzahlen im Vollblut wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen Cre-

positiven und -negativen Tieren der PF4cre-CypDfl/fl- und TMEM16Ffl/fl-Linien auf 

(Abbildung 21/22A). Auch durchflusszytometrische Untersuchungen zur Expres-

sion relevanter Oberflächenrezeptoren in isolierten Knock-out (Cre-positiven) - 

und Kontroll (Cre-negativen) -Thrombozyten ergaben unter physiologischen Be-

dingungen keine signifikanten Abweichungen (Abbildung 21/22B). Wie bereits in 

früheren Studien belegt, zeigten sowohl CypD- als auch TMEM16F-defiziente 

Thrombozyten eine intakte Funktion der Degranulation und Integrin-Aktivierung, 

gemessen anhand der P-Selektin- und aktivierten GPIIbIIIa-Expression nach Sti-

mulation mit den jeweiligen Agonisten (Baig et al., 2016) (Abbildung 21/22C). In 



5 Ergebnisse 83 

Experimenten zur Untersuchung der Blutgerinnung nach traumatischer Gefäß-

verletzung mittels Schwanzblutungszeit konnten in beiden Mauslinien keine Un-

terschiede in der Zeit bis zum Sistieren der Blutung festgestellt werden (Abbil-

dung 21/22D). Interessanterweise wiesen TMEM16F-defiziente Mäuse – pas-

send zu Patienten mit einer TMEM16F-Defizienz im Rahmen des Scott-Syn-

droms (Millington-Burgess & Harper, 2020) – einen nicht signifikanten Trend zu 

einer verlängerten Blutungszeit auf (Abbildung 22D). 

Die neu generierten Mauslinien PF4cre-CypDfl/fl und TMEM16Ffl/fl wiesen unter 

physiologischen Bedingungen keine Veränderung der peripheren Zellzahlen so-

wie der Thrombozyten-Rezeptorexpression und -Funktion im Rahmen der pri-

mären Hämostase auf.  
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Abbildung 21: Validierung der PF4cre-CypDfl/fl-Mauslinie 

(A) Quantifizierung des Körpergewichts sowie der peripheren Thrombozyten-, Erythrozyten- und 
Leukozytenzahlen von Cre-positiven und -negativen Tieren unter physiologischen Bedingungen, 
n=4. T-Test, ungepaart, zweiseitig. (B) Durchflusszytometrische Analysen der Ausgangsexpres-
sionen der angegebenen Oberflächenrezeptoren von isolierten Knockout-Thrombozyten. n=4. 
Zweiseitiger ANOVA. (C) Quantifizierung der absoluten MFIs der P-Selektin-Expression und der 
GPIIBIIIA-Integrin-Aktivierung von isolierten Knockout-Thrombozyten nach Exposition gegenüber 
den angegebenen Agonisten. n=4. Zweiseitiger ANOVA. (D) Quantifizierung der gesamten Blu-
tungszeit und der Zeit bis zum ersten Sistieren der Schwanzblutung. n = 5-7 pro Gruppe. T-Test, 
ungepaart, zweiseitig. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 
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Abbildung 22: Validierung der PF4cre-TMEM16Ffl/fl -Mauslinie 

(A) Quantifizierung des Körpergewichts sowie der peripheren Thrombozyten-, Erythrozyten- und 
Leukozytenzahlen von Cre-positiven und -negativen Tieren unter physiologischen Bedingungen, 
n=3-4. T-Test, ungepaart, zweiseitig. (B) Durchflusszytometrische Analysen der Ausgangsex-
pressionen der angegebenen Oberflächenrezeptoren von isolierten Knockout-Thrombozyten. 
n=4. Zweiseitiger ANOVA. (C) Quantifizierung der absoluten MFIs der P-Selektin-Expression von 
isolierten Knockout-Thrombozyten nach Exposition gegenüber den angegebenen Agonisten. 
n=4. Zweiseitiger ANOVA. (D) Quantifizierung der gesamten Blutungszeit und der Zeit bis zum 
ersten Sistieren der Schwanzblutung. n = 4-8 pro Gruppe. T-Test, ungepaart, zweiseitig. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 
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5.2.5.2 Reduktion des prokoagulanten Potentials von CypD- oder TMEM16F-
Knockout-Thrombozyten 

Um die erfolgreiche genetische Ablation von prokoagulanten Thrombozyten 

durch Knockout von CypD und TMEM16F zu validieren, wurden isolierte Knock-

out-Thrombozyten in durchflusszytometrischen Analysen nach Aktivierung und in 

Migrationsexperimenten analysiert.  

Die kombinierte Exposition gegenüber starken Agonisten wie Thrombin und Con-

vulxin resultierte in beiden Mauslinien in einer signifikanten Reduktion der PS-

Expression (Abbildung 23A). Dieses reduzierte prokoagulante Potenzial in Sus-

pension wurde ebenfalls in Migrationsassays bestätigt. Trotz der signifikanten 

Verringerung der beobachteten prokoagulanten Aktivierung der Thrombozyten 

nach Kontakt mit Kollagen behielten sowohl CypD- als auch TMEM16F-defiziente 

Thrombozyten ihre Migrationsfähigkeit bei (Abbildung 23B).  

Interessanterweise entwickelten migrierende TMEM16F-defiziente Thrombozy-

ten bei Kontakt mit Kollagenfasern einen charakteristischen morphologischen 

Phänotyp (Abbildung 23C). Die typische ballonförmige Morphologie prokoagu-

lanter Thrombozyten wurde durch eine vermehrte Ausbildung fadenförmiger Fi-

lopodien mit reduzierter PS-Exposition ersetzt (Abbildung 23C). Dieser bereits in 

früheren Arbeiten beschriebene Phänotyp (Fujii et al., 2015) könnte auf einen 

Funktionsverlust von TMEM16F zurückzuführen sein. Aktivierte Knockout-

Thrombozyten waren nicht mehr in der Lage, PS auf die äußere Seite der Lipid-

doppelschicht zu mobilisieren und die gebildeten PS-positiven Mikrovesikel von 

der Zellmembran abzuspalten (Abbildung 23C). 

CypD und TMEM16F bilden eine wirksame molekulare Zielstruktur, um die pro-

koagulante Aktivierung von Thrombozyten in Migrationsexperimenten und in 

Suspension nach Aktivierung mit starken Agonisten effektiv zu reduzieren. 
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Abbildung 23: Genetische Ablation von CypD und TMEM16F reduziert das prokoagulante Po-
tential von Thrombozyten in vitro 

(A) Repräsentative Streudiagramme der PS-Expression und relative Quantifizierung der prokoa-
gulanten Aktivierung von durchflusszytometrischen Analysen isolierter Thrombozyten aus CypD 
und TMEM16F Cre-positiven sowie Cre-negativen Mäusen als Kontrollgruppe, welche 30 Minu-
ten bei RT mit Thrombin (0,1 U/l) und Convulxin (0,1 µg/ml) stimuliert wurden, n = 3-4, PS-Fär-
bemittel: mC1. T-Test, zweiseitig, ungepaart. (B) Repräsentative konfokale Aufnahmen von mig-
rierenden murinen Knockout-Thrombozyten auf einer Albumin/Fibrinogen/Kollagen-I-Hybrid-
matrix, welche nach Kollagenkontakt häufig nicht prokoagulant aktiviert werden (weiße Pfeilspit-
zen) und relative Quantifizierung der prokoagulanten Aktivierung und zurückgelegten Migrations-
strecke dargestellt als SuperPlots von n = 3-4 Mäusen pro Cre-positiver oder -negativer Gruppe. 
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Maßstab 25 µm und 15 µm. PS-Färbemittel: mC1. T-Test, zweiseitig, ungepaart. (C) Repräsen-
tative konfokale Aufnahmen der prokoagulant aktivierten Cre-negativen und Cre-positiven muri-
nen Thrombozyten von PF4cre-TMEM16Ffl/fl-Tieren und zellbasierte Quantifizierung der Anzahl 
von Filopodien, freigesetzter Mikrovesikel (MVs) und der MFI der PS-Exposition. PS-Färbung: 
mC1. Maßstab 5 μm. T-Test, ungepaart, zweiseitig. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 

5.2.5.3 Funktionelle Reduktion der Bindungskapazität von 
Gerinnungsfaktoren der CypD- oder TMEM16F-Knockout-Thrombozyten 

Um abschließend zu bestätigen, dass die genetische Ablation von CypD oder 

TMEM16F nicht nur das prokoagulante Potenzial verringert, sondern auch zu ei-

ner funktionellen Reduktion der gerinnungsfördernden Aktivität führt, wurden 

Knockout- und Kontroll-Thrombozyten mithilfe des Thrombin-Umsatz-Assays 

analysiert. Der Verlust eines der beiden Proteine führte zu einem signifikanten 

Rückgang Thrombin-positiver Thrombozyten (Abbildung 24). Zusätzlich zeigten 

die TMEM16F-Knockout-Thrombozyten trotz prokoagulanter Aktivierung eine re-

duzierte Kapazität, Thrombin auf der Oberfläche umzusetzen (Abbildung 24). Die 

Verhinderung der TMEM16F-abhängigen PS-Exposition auf die äußere Throm-

bozyten-Membran verhindert eine Bindung von Calcium-Ionen an der negativ ge-

ladenen Oberfläche und die Interaktion mit Gerinnungsfaktoren wie Thrombin.  

Zusammenfassend konnte durch verschiedene in vitro und in vivo Validierungs-

versuche nachgewiesen werden, dass die genetische Ablation von CypD und 

TMEM16F spezifisch die prokoagulante Aktivierung von Thrombozyten reduziert 

und wirksam die funktionelle Bindung von Thrombin auf der Thrombozyten-Ober-

fläche verhindert. Die Verbindung zwischen der primären Hämostase und der 

plasmatischen Gerinnungskaskade wird dadurch effektiv inhibiert, was die Mög-

lichkeit eröffnet, in weiteren in vivo Experimenten die Funktion der prokoagulan-

ten Aktivierung von Thrombozyten bei inflammatorischen Blutungen genauer zu 

untersuchen. 
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Abbildung 24: Reduzierte Bindungskapazität von Thrombin auf der Oberfläche von CypD- und 
TMEM16F-defizienten-Thrombozyten in vitro 

Relative zellbasierte Quantifizierung der Thrombin-Positivität aller analysierten Thrombozyten 
und nur der prokoagulant aktivierten Thrombozyten pro Bildausschnitt in Migrationsexperimenten 
auf einer Kollagen-Hybridmatrix. In jeder Versuchsgruppe wurden über 100 Zellen von mindes-
tens n=2 Tieren analysiert. Einseitiger-ANOVA mit Post-Hoc-Test. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 
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assoziierte alveoläre Hämorrhagie (Abbildung 25B). Die durchflusszytometrische 

Analyse des BAL-Fluids zeigte einen Anstieg der intraalveolären Erythrozyten-

Konzentration in Cre-positiven Knockout-Tieren im Vergleich zu Cre-negativen 

Kontrollen, während die Leukozyten-Konzentration unverändert blieb (Abbildung 

25C).  

Die geringe Anzahl einzelner, nicht leukozytengebundener Thrombozyten im 

BAL-Fluid bestätigte, dass der Anstieg der pulmonalen Blutung nicht auf ein ver-

sehentliches stumpfes Gefäßtrauma im Rahmen der mikrochirurgischen Präpa-

ration des Halses mit direkter Proben-Entnahme des BAL-Fluids über die 

Trachea zurückzuführen war (Abbildung 25C). Zudem zeigte sich keine signifi-

kante Änderung der peripheren Thrombozyten- und Leukozytenzahlen zwischen 

CypD-Knockout-Mäusen und Cre-negativen Kontrollen nach akutem Lungenver-

sagen. Dies schließt eine Thrombozytopenie oder Leukozytose als mögliche Ur-

sachen der erhöhten Lungenblutung aus (Abbildung 25C). Ebenso die Anzahl 

infiltrierender Neutrophile in das entzündlich veränderte Lungengewebe unter-

schied sich nicht signifikant (Abbildung 25C). 

Immunfluoreszenzfärbungen der LPS-behandelten Lungen bestätigten einen sig-

nifikanten Anstieg der alveolären Blutung bei Mäusen mit CypD-defizienten 

Thrombozyten, während die pulmonale Rekrutierung von Thrombozyten und 

Neutrophilen zwischen den Genotypen unverändert blieb (Abbildung 25D). 
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Abbildung 25: Genetische Ablation von CypD verstärkt inflammatorische Blutungen in der Lunge 

(A) Experimentelles Schema zum Modell der (sub)akuten Lungenschädigung in der thrombozten-
spezifischen CypD-Knockout-Mauslinie. (B) Repräsentatives Bild von BAL-Fluid der Cre-positi-
ven Knockout-Mäuse im Vergleich zu Cre-negativen Kontrolltieren. (C) Durchflusszytometrische 
Analyse der peripheren Thrombozyten- und Leukozytenzahlen im Blut und der Erythrozyten-, 
Thrombozyten- und Neutrophilenzahlen des BAL-Fluids 24 Stunden nach LPS-Applikation. T-
Test, ungepaart, zweiseitig. (D) Repräsentative konfokale Aufnahmen von Immunfluoreszenz-
gefärbten Lungenschnitten der CypD-Knockout-Mäuse und Quantifizierung der alveolären Blu-
tung (TER119-positive Fläche) sowie Rekrutierung von Neutrophilen und Thrombozyten in das 
Lungengewebe. Maßstab 100 µm. T-Test, zweiseitig, ungepaart. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 
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TMEM16F-Knockout-Mäuse zeigten ebenfalls einen verstärkten Blutungsphäno-

typ nach pulmonaler LPS-Exposition. Sowohl durchflusszytometrische Analysen 

des BAL-Fluids als auch histologische Untersuchungen von Lungengewebe-

schnitten zeigten eine deutliche Zunahme der pulmonalen Blutung (Abbildung 

26B-D). Ebenfalls konnten im Vergleich zu peripheren Thrombozytenzahlen 

kaum freie Thrombozyten nachgewiesen werden (Abbildung 26C). Interessanter-

weise zeigten genauere Analysen des BAL-Fluids eine signifikant erhöhte Anzahl 

an infiltrierenden PNAs in Cre-positiven TMEM16F-Knockout-Mäusen (Abbil-

dung 26C). Entsprechend den Ergebnissen bei CypD-defizienten Mäusen zeig-

ten weder die Rekrutierung von Thrombozyten und Neutrophilen in die Lunge 

noch die peripheren Thrombozyten- und Leukozytenzahlen in TMEM16F-Knock-

out-Tieren 24 Stunden nach LPS-Exposition signifikante Unterschiede (Abbil-

dung 26C-D).  

Diese Daten deuten darauf hin, dass die prokoagulante Aktivierung von Throm-

bozyten zur Verhinderung von transmigrationsassoziierten pulmonalen Blutun-

gen durch Neutrophile beiträgt und damit eine wichtige Funktion bei der Aufrecht-

erhaltung der vaskulären Integrität im Rahmen von inflammatorischen Erkran-

kungen einnimmt. 



5 Ergebnisse 93 

 
Abbildung 26: Genetische Ablation von TMEM16F aggraviert entzündungsbedingte Blutungen in 
der Lunge 

(A) Experimentelles Schema zum Modell der (sub)akuten Lungenschädigung in der Thrombozy-
ten-spezifischen TMEM16F-Knockout-Mauslinie. (B) Repräsentatives Bild des BAL-Fluids von 
Cre-positiven Knockout-Mäusen und Cre-negativen Kontrolltieren. (C) Durchflusszytometrische 
Analyse der periphere Thrombozyten- und Leukozytenzahlen und der Erythrozyten-, Thrombozy-
ten-, Neutrophilen- und PNA-Zahlen im BAL-Fluid 24 Stunden nach der LPS-Exposition. n = 4. T-
Test, zweiseitig, ungepaart. (D) Repräsentative konfokale Aufnahmen von Immunfluoreszenz-
gefärbten Lungenschnitten von TMEM16F-Knockout-Mäusen und Quantifizierung der alveolären 
Blutung (TER119-positive Fläche) sowie Rekrutierung von Neutrophilen und Thrombozyten in die 
Lunge. Maßstab 100 µm. T-Test, zweiseitig, ungepaart.  

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 
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5.2.7 Pharmakologische Inhibition der prokoagulanten Aktivierung von 
Thrombozyten durch kombinierte Hemmung von GPIIbIIIa und GPVI 
aggraviert inflammatorische Blutungen 

Abschließend wurde untersucht, ob eine Hemmung der in vitro identifizierten Sig-

nalwege der prokoagulanten Aktivierung (Kapitel 5.1.3.2) auch in vivo zu einer 

Reduktion prokoagulanter Thrombozyten führt und konsekutiv inflammatorische 

Blutungen verstärkt.  

Zunächst wurden die effektive Blockade der thrombozytären Oberflächenrezep-

toren GPIIbIIIa durch Tirofiban (Neumann et al., 2001) sowie die Depletion von 

GPVI mittels des Antikörpers JAQ1 (Massberg et al., 2003) in Mäusen evaluiert. 

72 Stunden nach intraperitonealer Injektion von 100 µg JAQ1 zeigte sich in iso-

lierten Thrombozyten eine signifikante Reduktion der durchflusszytometrisch be-

stimmten Basisexpression von GPVI im Vergleich zu Tieren, welche mit einem 

IgG2a-Isotyp-Kontrollantikörper behandelt wurden (Abbildung 27A). Isolierte 

Thrombozyten von Wildtyp-Mäusen, die mit 1 μg/ml Tirofiban inkubiert wurden, 

wiesen nach Stimulation mit Convulxin eine deutliche Verringerung der Oberflä-

chenexpression von JonA, einem Surrogat-Marker für das aktivierte Integrin 

GPIIbIIIa, im Vergleich zu einer PBS-behandelten Kontrollgruppe auf (Abbildung 

27B). 
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Abbildung 27: Validierung der effektiven Inhibition von GPIIbIIIa und GPVI in vitro 

(A) Repräsentative Streudiagramme aus durchflusszytometrischen Experimenten mit isolierten 
muriner Thrombozyten, welche mit dem GPVI-blockierenden Antikörper JAQ1 oder einem IgG2a-
Isotyp-Kontrollantikörper behandelt wurden (100 µg i.p. 72 Stunden vor der Thrombozyten-Isolie-
rung). Quantifizierung der absoluten MFI-Werte für GPVI. T-Test, ungepaart, zweiseitig. (B) Re-
präsentative Streudiagramme aus durchflusszytometrischen Analysen isolierter muriner Throm-
bozyten nach Inkubation mit PBS oder dem GPIIbIIIa-Antagonisten Tirofiban (1 μg/ml) und an-
schließender Aktivierung mit Convulxin. Quantifizierung der absoluten MFI-Werte für aktiviertes 
GPIIbIIIa (JonA). Einseitiger ANOVA. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 
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Im nächsten Schritt wurde der Einfluss der pharmakologischen in vivo Hemmung 

von GPIIbIIIa und GPVI durch Tirofiban und JAQ1 auf inflammatorische Blutun-

gen im Modell des (sub)akuten Lungenschadens untersucht. Der Antikörper 

JAQ1 bzw. die Isotyp-Kontrolle wurden bereits 72 Stunden vor der LPS-Gabe 

intraperitoneal injiziert, um eine ausreichende Depletion von GPVI sicherzustel-

len und eine Normalisierung der in Studien beschriebenen vorübergehenden 

Thrombozytopenie zu ermöglichen (Schulte et al., 2003). Tirofiban und 0,9 % 

NaCl-Lösung als Vehikel wurden aufgrund der geringen klinischen Halbwertszeit 

intravenös kurz vor sowie 4 und 8 Stunden nach LPS-Applikation verabreicht 

(Abbildung 28A). Der klinische Zustand der Mäuse, der anhand des Sepsis-

Scores erhoben wurde, blieb zwischen den verschiedenen Behandlungsbedin-

gungen vergleichbar (Abbildung 28C). 

Nur eine kombinierte Blockade mit beiden Inhibitoren, JAQ1 und Tirofiban, führte 

in Analysen des BAL-Fluids von behandelten Bl6-Wildtyp-Mäusen 24 Stunden 

nach intranasaler LPS-Applikation zu einer verstärkten pulmonalen Blutung (Ab-

bildung 28B, D). Die alveoläre Neutrophilenrekrutierung unterschied sich dabei 

nicht zwischen den Versuchsgruppen. Zudem wurden im BAL-Fluid kaum freie 

Thrombozyten detektiert, was eine Kontamination der Probe durch traumatische 

Gefäßverletzung unwahrscheinlich macht (Abbildung 28D). 

Interessanterweise zeigten durchflusszytometrische Analysen von Vollblutpro-

ben einen signifikanten Rückgang zirkulierender peripherer prokoagulanter 

Thrombozyten im Blutkreislauf von Mäusen, die einer dualen Inhibition von 

GPIIbIIIa und GPVI unterzogen wurden (Abbildung 28E). Die Anzahl der proko-

agulanten Thrombozyten korrelierte dabei in einem linearen Regressionsmodell 

negativ mit der Schwere der entzündlichen Blutungen, bewertet durch die Anzahl 

der Erythrozyten pro µl BAL-Fluid (Abbildung 28E).  

Die verstärkte alveoläre Mikroblutung, die nach dualer Inhibition beobachtet 

wurde, konnte immunhistologisch bestätigt werden. Auch zwischen den Behand-

lungsgruppen zeigten sich keine Unterschiede in der Rekrutierung von Neutro-

philen und Thrombozyten in die Lunge (Abbildung 28F). Wichtig hervorzuheben 

ist, dass weder die Behandlung mit Tirofiban noch mit JAQ1 die Migration der 

Thrombozyten in vitro beeinflusste (Kapitel 5.1.3.2) und somit den beobachteten 

Blutungsphänotypen erklären könnte.  



5 Ergebnisse 97 

Es lässt sich festhalten, dass die effektive pharmakologische Inhibition der pro-

koagulanten Aktivierung von Thrombozyten in vivo durch kombinierte Blockade 

von GPIIbIIIa und GPVI inflammatorische Blutungen in der Lunge verstärkt. 

 

Abbildung 28: Pharmakologische Hemmung der prokoagulanten Aktivierung durch kombinierte 
Blockade von GPIIbIIIa und GPVI verstärkt entzündliche Blutungen in vivo 

 (A) Experimentelles Schema des Modells der (sub)akuten Lungenschädigung in Bl6-Wildtyp-
Mäusen, die mit JAQ1 (GPVI-blockierender Antikörper) oder Isotyp-Antikörper (roter Pfeil) 72 
Stunden vor der LPS-Applikation (schwarzer Pfeil) behandelt wurden, sowie mit Vehikel- oder 
Tirofiban-Injektionen (rote Pfeile) 0, 4 und 8 Stunden nach LPS-Gabe. (B) Repräsentatives Bild 
des gesammelten BAL-Fluids aus den verschiedenen Versuchsgruppen. (C) Klinische Sepsis-
Scores der einzelnen Tiere in den Behandlungsgruppen über 24 Stunden nach LPS-Applikation. 
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Die Sepsis-Scores beinhalten Aussehen, Aktivität, Reaktionsfähigkeit und Atemmuster. Einseiti-
ger ANOVA. (D) Durchflusszytometrische Analyse der Erythrozyten-, Neutrophilen- und Throm-
bozytenzahlen im BAL-Fluid. n = 4. Einseitiger ANOVA mit Post-Hoc-Test. (E) Durchflusszyto-
metrische Messung peripher zirkulierender prokoagulanter Thrombozyten im Blut, normalisiert 
auf „Couting Beads“ und lineare Regressionsanalyse der Korrelation zwischen zirkulierenden pro-
koagulanten Thrombozyten und übermäßiger alveolärer Blutung. PS-Färbemittel: mC1. T-Test, 
zweiseitig, ungepaart. (F) Repräsentative konfokale Aufnahme von Immunfluoreszenz-gefärbten 
Lungenschnitten von JAQ1- und Tirofiban-behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe 
und Quantifizierung der alveolären Blutungen (TER119 positive Fläche) sowie Rekrutierung von 
Thrombozyten und Neutrophilen in die Lunge. Maßstab 100 µm. n = 4. T-Test, zweiseitig, unge-
paart. 

Adaptiert nach (Kaiser et al., 2022). 

Die Ergebnisse dieser Studie, die in vivo gewonnen wurden, werden abschlie-

ßend zusammengefasst. In dem Modell der LPS-induzierten sterilen Peritonitis 

konnten im Rahmen einer systemischen Inflammationsreaktion sowohl Throm-

bozyten-assoziierte Fibrin(ogen)-Ablagerungen im entzündlich veränderten Lun-

gengewebe als auch lokale PS-positive, prokoagulante Thrombozyten nach In-

teraktion mit Kollagen nachgewiesen werden. Es wurde die Hypothese aufge-

stellt, dass die gezielte Induktion prokoagulanter Thrombozyten in betroffenen 

Organen wie der Lunge die Rekrutierung von Gerinnungsproteinen verstärkt und 

die Bildung von Mikrothromben fördert, was zur Prävention inflammatorischer 

Blutungen beitragen könnte. Diese Annahme wurde in einem neu entwickelten 

murinen Modell der (sub)akuten Lungenschädigung bestätigt, welches inflamm-

atorische Mikroblutungen, die durch Neutrophilen-Transmigration induziert wer-

den, untersucht. Sowohl Thrombozytopenie als auch Antikoagulation durch Ri-

varoxaban und Argatroban führten zu einer Zunahme inflammatorischer Blutun-

gen, ohne die Neutrophilen-Rekrutierung zu beeinflussen. Ebenso führte die spe-

zifische Reduktion der prokoagulanten Aktivität von Thrombozyten in den neu 

generierten Mauslinien PF4cre-CypDfl/fl und TMEM16Ffl/fl zu einer vermehrten 

pulmonalen Hämorrhagie. Eine duale Hemmung der in vitro identifizierten Sig-

nalwege GPIIbIIIa und GPVI verringerte die Zahl der peripher zirkulierenden pro-

koagulanten Thrombozyten, was die inflammatorischen Blutungen in der Lunge 

aggravierte. Prokoagulante Thrombozyten entstehen infolge von entzündungs-

bedingten Veränderungen der Blutgefäße durch die Wechselwirkung mit Kol-

lagen und die Aktivierung der Rezeptorsignalwege GPIIbIIIa und GPVI, wodurch 

sie eine wichtige Schutzfunktion zur Erhaltung der vaskulären Integrität überneh-

men. 
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6. Diskussion  
Thrombozyten sind aufgrund ihrer kurzen Reaktionszeit und ihrer hohen Kon-

zentration im peripheren Blut die erste zelluläre Antwort auf traumatische oder 

Inflammationsvermittelte Endothelschädigungen. Neuere Studien zeigen, dass 

Thrombozyten im Rahmen von Entzündungsreaktionen wichtige immunologi-

sche Funktionen erfüllen und dabei ein spezifisches Set von Rezeptoren und Sig-

nalwegen nutzen (Nicolai et al., 2024). Anders als bei der klassischen Hä-

mostase, die mit einer Thrombusbildung einhergeht, werden bei entzündlichen 

Prozessen nur einzelne Thrombozyten an die Gefäßwand rekrutiert (Gros et al., 

2015; Nicolai, Schiefelbein, et al., 2020). Diese Thrombozyten sind wesentlich für 

die Erhaltung der lokalen Gefäßintegrität verantwortlich, da eine schwere Throm-

bozytopenie zu einer Erhöhung der endothelialen Permeabilität führt und somit 

zu entzündlichen Blutungen führen kann (Goerge et al., 2008; Gupta et al., 2020; 

Ho-Tin-Noé et al., 2011; Ho-Tin-Noe et al., 2009). Dennoch ist bislang unzu-

reichend verstanden, wie einzelne Thrombozyten Endotheldefekte effektiv ver-

schließen, ohne dabei die Bildung eines Thrombus mit möglichen Nebenwirkun-

gen auszulösen (Ho-Tin-Noé et al., 2018).  

6.1 Rolle von GPVI und GPIIbIIIa in der inflammatorischen 
Hämostase der Lunge 

Der identifizierte Mechanismus der prokoagulanten Aktivierung migrierender 

Thrombozyten über die Rezeptorkaskaden GPVI und GPIIbIIIa zielt auf die spe-

zifische Rekrutierung der Gerinnungskaskade an Stellen von Endotheldefekten 

ab, ohne eine systemische Aktivierung der Koagulation auszulösen. Entspre-

chend führte die duale Blockade von GPVI und GPIIbIIIa in vivo zu einer Reduk-

tion zirkulierender prokoagulanter Thrombozyten und zu verstärkten Blutungen 

in die Lunge nach LPS-Exposition. 

Bisher wurde angenommen, dass der Oberflächenrezeptor GPVI auf Thrombozy-

ten entbehrlich für die Verhinderung von inflammationsvermittelten Blutungen 

sei. Studien mit GPVI-Knockout-Tieren oder Antikörper-vermittelter Blockade von 

GPVI konnten aufzeigen, dass die alleinige Inhibition von GPVI pulmonale Blu-

tungen in dem murinen ALI-Modell nicht verstärkt (Claushuis et al., 2018; Gros 

et al., 2015; Ho-Tin-Noé et al., 2018; Rayes et al., 2018). Darüber hinaus 
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identifizierte eine aktuelle Studie GPVI als einen entscheidenden Vermittler der 

Neutrophilen-Rekrutierung sowie der Bildung von PNAs und NETs, was nach-

weislich zur Entstehung inflammatorischer Blutungen in der Lunge beiträgt 

(Burkard et al., 2023). 

Ebenso ist die Rolle von GPIIbIIIa in der inflammatorischen Hämostase der 

Lunge nicht eindeutig geklärt. Studien konnten aufzeigen, dass die pharmakolo-

gische Inhibition von GPIIbIIIa durch den kompetitiv und reversibel bindenden 

Rezeptor-Antagonisten Integrilin oder einen direkten Rezeptor-blockierenden 

Antikörper keinen signifikanten Effekt auf entzündliche Blutungen, Plasmaaustritt 

oder die alveoläre Neutrophilen-Rekrutierung hat (Grommes et al., 2012; Rayes 

et al., 2018). Eine weitere kürzlich veröffentlichte Studie hat den Einfluss der ge-

netischen Ablation von GPIIbIIIa in Knochenmark-chimären Mäusen auf LPS-in-

duzierte inflammatorische Blutung untersucht und einen verstärkten Austritt von 

Erythrozyten in das Lungengewebe beobachtet (Nicolai, Schiefelbein, et al., 

2020). Dieser beobachtete Blutungsphänotyp könnte jedoch auch auf den Verlust 

der Migrationsfähigkeit von GPIIbIIIa-defizienten Thrombozyten zurückzuführen 

sein, welcher unter pharmakologischer Inhibition mit reversiblen und kompetiti-

ven Antagonisten wie Integrillin oder Tirofiban nicht auftritt (Gaertner et al., 2017).  

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein signifikanter Anstieg der pulmonalen 

Hämorrhagie im ALI-Modell nur bei dualer pharmakologischer Inhibition mittels 

Rezeptor-blockierenden GPVI-Antikörper JAQ1 und kompetitiven GPIIbIIIa-Re-

zeptor-Antagonisten Tirofiban beobachtet. Gleichzeitig konnte nachgewiesen 

werden, dass weder die einzelne noch die duale Hemmung eines der Rezeptoren 

die Migrationsfähigkeit von Thrombozyten in vitro beeinträchtigte.  

6.2 Einfluss verschiedener Thrombozyten-Rezeptoren und 
Signalwege auf verschiedene Modelle inflammatorischer 
Blutungen 

Studien haben eine erhebliche Heterogenität und Redundanz der beteiligten 

thrombozytären Rezeptoren und Signalkaskaden in inflammatorischen Blutun-

gen aufgezeigt (Deppermann, 2018; Ho-Tin-Noé et al., 2018). Die Wirksamkeit 

spezifischer Rezeptoren bei der Prävention inflammatorischer Blutungen ist da-

bei maßgeblich abhängig vom jeweiligen Organmodell und der betroffenen 
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Mikrovaskulatur. Diese Abhängigkeit erklärt sich durch die unterschiedlichen Ei-

genschaften des Endothels sowie durch die spezifischen hämodynamischen Be-

dingungen in den jeweiligen Gefäßbetten (Baeyens et al., 2016). Die Interaktion 

von Thrombozyten und Endothelzellen durch spezifische Rezeptoren spielt eine 

zentrale Rolle in der Modulation von Entzündungsreaktionen und der Aufrechter-

haltung der endothelialen Barrierefunktion (Siegel-Axel & Gawaz, 2007). In Ab-

hängigkeit von Gewebe und Organstruktur können Unterschiede in der Dichte, 

Spezifität und Signaltransduktion der Rezeptoren auftreten, die die Effektivität 

der Prävention inflammatorischer Blutungen wesentlich beeinflussen. Neben den 

in dieser Arbeit untersuchten Rezeptoren GPIIbIIIa und GPVI sind auch weitere 

Glykoproteine wie der C-Type Lectin-like Rezeptor 2 (CLEC-2) und der GPIb-IX-

V-Komplex im Kontext inflammatorischer Blutungen relevant. Die grafische Dar-

stellung in Abbildung 29 fasst die Interaktionen und nachgeschalteten Signal-

kaskaden in verschiedenen Modellen inflammatorischer Blutungen zusammen.  

Die Hemmung von GPIIbIIIa bei (sub)akuter Lungenschädigung, lymphozytärer 

Choriomeningitis-Virus (LCMV) -Infektion, zerebraler Ischämie-Reperfusions-

schädigung (IRI) und Kremaster-Entzündung mittels direkter Rezeptor-Antikör-

per oder durch Ganzkörper-Knockout war ausreichend, um inflammatorische Blu-

tungen zu verstärken (Goerge et al., 2008; Ho-Tin-Noé et al., 2009). In einem 

Modell der Tumor-Mikrovaskulatur führte die Inhibition von GPVI mittels blockie-

renden Antikörper JAQ1 zu einer vermehrten Induktion intratumoraler Blutungen 

und erhöhte die Wirksamkeit der Chemotherapie (Volz et al., 2019). Die Ergeb-

nisse der vorgelegten Arbeit zeigten jedoch, dass nur die kombinierte pharmako-

logische Hemmung von GPIIbIIIa und GPVI zu einer Verstärkung des Blutungs-

phänotyps im Modell der (sub)akuten Lungenschädigung führte. Die GPIIbIIIa 

outside-in Signalkaskade kann effektiv durch den Gα13/c-Src/14-3-3ζ-Komplex 

sowie Arpc2, welcher für die Aktin-Nukleation und Lamellipodien-Bildung relevant 

ist, beeinflusst werden (Kaiser, Anjum, et al., 2023; Nicolai, Schiefelbein, et al., 

2020). Die nachgeschalteten Signalwege von GPIIbIIIa und GPVI erhöhen den 

intrazellulären Calcium-Einstrom in einer Syk- und Phospholipase Cγ2 (PLCγ2) -

abhängigen Weise, welche zur PS-Expression auf der äußeren Thrombozyten-

Membran führt (Gupta et al., 2020; Pircher et al., 2019). Weitere Untersuchungen 

im Rahmen dieser Dissertation identifizierten CypD, einen Bestandteil der mito-

chondrialen Permeabilitäts-Transitionspore (mPTP), und TMEM16F, eine 
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calciumabhängige Scramblase, als relevante Effektoren für die prokoagulante 

Aktivierung von Thrombozyten. Eine genetische Inhibition dieser Zielmoleküle 

führte zu verstärkten inflammatorischen Blutungen in der Lunge. Zusätzlich 

wurde die lokale Rekrutierung von Gerinnungsfaktoren auf PS-positiven prokoa-

gulanten Thrombozyten durch die Antikoagulantien Rivaroxaban und Argatroban 

gegen die Gerinnungsfaktoren IIa und Xa effektiv gehemmt, resultierend in einer 

verstärkten pulmonalen Hämorrhagie. GPIb kann durch einen Ganzkörper-

Knockout oder durch Blockade des Liganden vWF bei (sub)akuten Lungenschä-

digungen und der dermalen revers-passiven Arthus-Reaktion (rpA) die Entzün-

dungsblutungen verstärken (Hillgruber et al., 2015; Ho-Tin-Noé et al., 2009). Es 

ist bekannt, dass CLEC-2 akute Lungenschäden durch die Podoplanin-vermit-

telte Interaktion mit Alveolar-Makrophagen abschwächt (Lax et al., 2017). Aller-

dings scheinen CLEC-2-defiziente Mäuse keinen Einfluss auf den Schweregrad 

entzündungsbedingter Blutungen zu haben. Die Hemmung der nachgeschalteten 

Signaltransduktion durch das Adapterprotein SH2-Domain-containing Leukozy-

ten-Protein 76 kDa (SLP-76) war ausreichend, um inflammatorische Blutungen 

bei (sub)akuter Lungenschädigung zu verstärken (Boulaftali et al., 2013), wäh-

rend bei dermaler rpA eine gleichzeitige Blockade von CLEC-2 oder dessen Lig-

anden Podoplanin und GPVI erforderlich war (Boulaftali et al., 2013; Herzog et 

al., 2013; Rayes et al., 2018; Rayes et al., 2019). Die gleichzeitige genetische 

Ablation sowohl der Alpha- als auch der elektronendichten Thrombozyten-Gra-

nula war notwendig, um die inflammatorische Hämostase zu beeinflussen, bei-

spielsweise bei zerebraler Ischämie-Reperfusionsschädigung (Deppermann et 

al., 2017). 

Unklar bleibt jedoch, in welchem Ausmaß die kombinierte Hemmung der hier vor-

gestellten Rezeptoren das prokoagulante Potenzial der Thrombozyten beein-

flusst und welche organ- und gefäßspezifischen Effekte durch die endothelspe-

zifische Heterogenität und die mechanischen Flusseigenschaften bedingt wer-

den. Das Endothel verschiedener Organe weist spezifische morphologische und 

funktionelle Anpassungen auf, die durch Faktoren wie Blutflussgeschwindigkeit, 

Scherkräfte und chemische Signale moduliert werden. Diese Unterschiede könn-

ten zu unterschiedlichen Rezeptoraktivitäten führen und daher die Regulierung 

von entzündlichen Prozessen beeinflussen. Weiterführende Untersuchungen zur 

prokoagulanten Aktivierung von Thrombozyten in verschiedenen 
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Organmodellen, unter Berücksichtigung lokaler endothelialer und hämodynami-

scher Einflussfaktoren, könnten neue Einblicke in die funktionelle Redundanz der 

Mechanismen zur Prävention inflammatorischer Blutungen liefern. 
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Abbildung 29: Graphische Zusammenfassung der Thrombozyten-Rezeptoren und Signalwege, 
welche inflammatorische Blutungen beeinflussen 

Darstellung der relevanten thrombozytären Oberflächenrezeptoren und ihrer Liganden: ADP-Re-
zeptor (P2Y), P-Selektin, GPIb in Verbindung mit dem von-Willebrand-Faktor sowie den Protei-
nen S100A8/A9 (Calprotektin), GPIIbIIIa mit Fibrinogen, GPVI mit Kollagen, C-Typ-Lektin-ähnli-
cher Rezeptor 2 (CLEC-2) mit Podoplanin und der Häm-Gruppe sowie dem Fc-Rezeptor. Sub-
zelluläre Signalkaskaden durch Rezeptoraktivierung: Erhöhung der intrazellulären Calciumkon-
zentration über eine Syk- und Phospholipase Cγ2 (PLCγ2)-abhängige Aktivierung, ausgelöst 
durch die Veränderung des mitochondrialen Potentials nach CypD-abhängiger Bildung der mito-
chondrialen Permeabilitäts-Transitionspore (mPTP). Aktivierung von TMEM16F und Phos-
phatidylserin (PS)-Expression an der Zelloberfläche, was zur Bindung von Gerinnungsfaktoren 
führt, sowie Aktivierung der Effektorproteine Brutontyrosinkinase (BTK) und SH2-Domänen-hal-
tiges Leukozyten-Protein 76 kDa (SLP-76). Morphologische Veränderungen zur Einleitung der 
Thrombozyten-Migration erfolgen durch Arpc-abhängige Aktin-Nukleation nach GPIIbIIIa-Interak-
tion und Aktivierung des Gα13/c-Src/14-3-3ζ-Komplexes. Degranulation der verschiedenen ge-
speicherten Alpha- und elektronendichten Granula der Thrombozyten. Rote Hemmungszeichen 
veranschaulichen die einzelne oder kombinierte Blockierung der involvierten Rezeptoren und 
nachgeschalteten Effektoren, was in verschiedenen Organmodellen inflammatorischer Blutungen 
(grauer Kasten) zu verstärkten Hämorrhagien führt. 

Adaptiert nach (Kaiser, Escaig, et al., 2023). 
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6.3 Prokoagulante Thrombozyten: protektiv oder schädlich? 

In dieser Dissertation wurde prokoagulanten Thrombozyten ein protektiver, loka-

ler Effekt zugeschrieben. In früheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass zirku-

lierende prokoagulante Thrombozyten mit lokalen Organschäden und dissemi-

nierter intravaskulärer Koagulation in Verbindung gebracht werden können, ins-

besondere durch die Interaktion mit Neutrophilen (Denorme, Manne, Portier, 

Eustes, et al., 2020; Denorme et al., 2021; Yuan et al., 2017). Denorme et al. 

konnten eine schädliche Rolle PS-positiver PNAs im Kontext des ischämischen 

Schlaganfalls aufzeigen. Die vaskuläre Okklusion wurde nach Reperfusion ver-

stärkt und exazerbierte somit die Hirnschäden. Darüber hinaus sind hinsichtlich 

der Rolle prokoagulanter Thrombozyten in der Thrombusbildung widersprüchli-

che Ergebnisse in der Literatur zu finden. Während in CypD-Ganzkörper-Knock-

out-Mäusen eine erhöhte Thromboseneigung beschrieben wurde (Jobe et al., 

2008), konnten andere Autoren einen gerinnungs- und thrombosehemmenden 

Effekt in Abwesenheit prokoagulanter Thrombozyten durch spezifischen PF4cre-

CypD-Knockout bestätigen (Agbani et al., 2018; Baig et al., 2016; Hua et al., 

2015).  

Es lässt sich schlussfolgern, dass die lokale Bildung prokoagulanter Thrombozy-

ten entscheidend für die Aufrechterhaltung der Gefäßintegrität bei Entzündungen 

ist, während eine dysregulierte Aktivierung zur Induktion einer systemischen Ko-

agulation führt (Agbani & Poole, 2017; Agbani et al., 2018; Chen et al., 2018; 

Yuan et al., 2017). Die Rolle der prokoagulanten Aktivität von Thrombozyten in 

anderen Zuständen mit erhöhter Gefäßpermeabilität, wie beispielsweise neo-

plastischen Grunderkrankungen, ist nur teilweise verstanden (Gaertner & 

Massberg, 2019). Eine kürzlich veröffentlichte Arbeit beleuchtete erstmalig die 

tumorfördernde Eigenschaft prokoagulanter Thrombozyten in einem murinen 

Brustkrebsmodell durch Fehlregulation der Immunantwort (Schaubaecher et al., 

2024). Weitere Studien haben die Relevanz von GPVI bei der Prävention tumor-

assoziierter Blutungen belegt. Diese Wirkung könnte in Kombination mit lokalen 

Tumorfaktoren durch eine verstärkte prokoagulante Aktivierung der Thrombozy-

ten vermittelt werden (Volz et al., 2019). 

Diese Ergebnisse unterstreichen die Dichotomie dieser spezifischen Subpopula-

tion von Thrombozyten, abhängig vom betroffenen Gewebe und entzündlichen 
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Stimulus. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um inflammatorische Fakto-

ren zu identifizieren, die eine systemische PS-Exposition von Thrombozyten in-

duzieren. Zudem ist eine detaillierte Analyse der Wechselwirkungen zwischen 

Thrombozyten und der Gerinnung in verschiedenen entzündlichen Kontexten er-

forderlich. 

6.4 Einfluss der Gerinnungsfaktoren 

Gerinnungsfaktoren wie Thrombin und Fibrinogen spielen eine bedeutende Rolle 

bei entzündlichen Prozessen. Sie fördern die antimikrobielle Clearance durch 

Leukozyten, wobei Fibrin maßgeblich an der Regulation von Neutrophilen betei-

ligt ist (Chen & Dorling, 2009; Prasad et al., 2015; Silva et al., 2021). Eine Dys-

regulation dieser Proteine, die durch ein Ungleichgewicht zwischen anti- und pro-

koagulatorischen Faktoren verursacht wird, kann zu schwerwiegenden und po-

tenziell lebensbedrohlichen Krankheitsbildern führen, wie beispielsweise heredi-

tären Immundefekten oder einer diffusen intravasalen Koagulopathie (DIC). Letz-

tere sind charakterisiert durch eine kombinierte Fehlfunktion der plasmatischen 

Hämostase und der Thrombozyten-Funktion (Gaertner & Massberg, 2019; 

Gando et al., 2016). 

Weiterhin ist unklar, inwieweit einzelne Thrombozyten im Rahmen der Entzün-

dungsreaktion für die Ausübung ihrer prokoagulanten Funktion hämostatisch ak-

tive Plasmaproteine benötigen. In dieser Arbeit wird nicht die Herkunft der Fib-

rin(ogen)-Ablagerungen in der entzündlich veränderten Lunge behandelt, sodass 

offen bleibt, ob diese aus dem Plasma oder aus Thrombozyten-intrinsischen 

Speicherpools stammen.  

Frühere Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Sekretion thrombozytärer 

α-Granula und die damit verbundene Freisetzung von Fibrin(ogen) für die in-

flammatorische Hämostase in der Lunge entbehrlich sind (Deppermann, 2018; 

Deppermann et al., 2017). Dies legt die Existenz alternativer Fibrin(ogen)-Quel-

len nahe. Im Rahmen von in vitro Untersuchungen konnte keine signifikante Fib-

rinogen-Sekretion durch prokoagulante Thrombozyten festgestellt werden. Um 

den Einfluss der Thrombozyten-Sekretion auf die Fibrin(ogen)-Ablagerung in vivo 

eindeutig zu klären, sind Untersuchungen an genetisch veränderten 
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Mausmodellen mit gezielter Beeinträchtigung des thrombozytären Sekretions-

systems notwendig. 

6.5 Rekrutierung von Thrombozyten in die Lunge 

In allen ALI-Experimenten konnte im bronchoalveolären Lavagefluid (BAL-Fluid) 

mittels durchflusszytometrischer Analysen niedrige Konzentrationen freier, sin-

gulärer Thrombozyten nachgewiesen werden, die nach Induktion eines entzünd-

lichen Reizes keinen signifikanten Anstieg zeigten. Dennoch wiesen histologi-

sche Untersuchungen Unterschiede in der alveolären Rekrutierung von Throm-

bozyten im Rahmen einer systemischen Entzündungsreaktion, hervorgerufen 

durch eine sterile Peritonitis, nach. Eine mögliche Erklärung hierfür könnte die 

Bildung von Thrombozyten-Neutrophilen-Aggregaten bzw. allgemein Throm-

bozyten-Leukozyten-Aggregaten sein. Tatsächlich bestätigten Analysen das Vor-

handensein von Thrombozyten-gebundenen Neutrophilen im BAL-Fluid, welche 

insbesondere nach einer LPS-Behandlung deutlich vermehrt auftraten. 

Die fehlende Hemmung der Thrombozytenaggregation in der LPS-induzierten 

entzündeten Lunge nach Inhibition der Oberflächenrezeptoren GPVI und 

GPIIbIIIa war unerwartet. Frühere Untersuchungen deuten darauf hin, dass zu-

sätzliche Rezeptoren wie P-Selektin (Zarbock et al., 2006) und CLEC-2 (Lax et 

al., 2017) eine wichtige Funktion bei der Rekrutierung von Thrombozyten in ent-

zündetem Lungengewebe haben könnten. Diese alternativen Mechanismen 

könnten die Hemmung von GPVI und GPIIbIIIa kompensieren, was die beobach-

tete Persistenz der Thrombozyten-Akkumulation erklärt und die redundanten Me-

chanismen der Thrombozyten-Aktivierung im Kontext pulmonaler Entzündungen 

unterstreicht. Eine kürzlich publizierte Studie lieferte jedoch Hinweise darauf, 

dass die antikörpervermittelte oder genetische Ausschaltung von CLEC-2 die 

durch Entzündung bedingte Blutung in der Lunge nicht verstärkt (Rayes et al., 

2018). Angesichts der Vielzahl alternativer Rezeptoren, die von Thrombozyten 

exprimiert werden, ist es denkbar, dass auch andere Rezeptoren, wie beispiels-

weise GP1b, eine relevante Rolle in diesem Kontext spielen. 
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6.6 Zusammenfassung der Schlüsselfunktionen von 
Thrombozyten in der inflammatorischen Hämostase 

Die Ergebnisse dieser Dissertation beschreiben eine neuartige protektive Funk-

tion von immunreaktiven Thrombozyten. Durch prokoagulante Aktivierung und 

gezielte Rekrutierung der Gerinnungskaskade spielen sie eine entscheidende 

Rolle bei der Verhinderung inflammatorischer Blutungen, ohne eine diffuse in-

travaskuläre Gerinnung auszulösen. Das vorgeschlagene mechanistische Modell 

der verschiedenen Schlüsselfunktionen von Thrombozyten in der inflammatori-

schen Hämostase wird in Abbildung 30 visualisiert. 

Proinflammatorische Mediatoren, wie exogenes LPS oder endogene Zytokine, 

führen zum Priming lokaler Thrombozyten und Endothelzellen, welches zur Ex-

pression spezifischer Rezeptoren wie GPIIbIIIa und verschiedener ITAM-Rezep-

toren führt. Die beiden ITAM-Rezeptoren GPVI und CLEC-2 werden sowohl von 

humanen als auch murinen Thrombozyten stark exprimiert (Lee & Bergmeier, 

2016; Rayes et al., 2017; Rayes et al., 2019). Diese Rezeptoren erleichtern die 

Adhäsion und Rekrutierung der Thrombozyten an der entzündeten Gefäßwand. 

Die autonome Migration der Thrombozyten wird durch die Aktivierung der Lamel-

lipodien-Bildung eingeleitet und erfolgt durch Haptotaxis-vermitteltes Abtasten 

von abgelagerten Fibrin(ogen)-Dichtegradienten (Nicolai, Schiefelbein, et al., 

2020). Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass migrierende Throm-

bozyten hierbei ihre Mikroumgebung kontinuierlich mithilfe der exprimierten Re-

zeptoren GPVI und GPIIbIIIa überwachen, um inflammationsinduzierte Endothel-

schäden, die durch die Transmigration neutrophiler Granulozyten verursacht wer-

den, zu erkennen. Diese Schäden werden durch freigelegte extrazelluläre Mat-

rixproteine, wie subendotheliales Kollagen, erkannt und mithilfe des Oberflächen-

rezeptors GPVI gebunden. Dies aktiviert verschiedene Effektor-Funktionen der 

Thrombozyten, die an der Abdichtung der Verletzungsstelle beteiligt sind. 

Durch Degranulation aktivierter Thrombozyten können lösliche Mediatoren se-

zerniert werden, welche die lokale vaskuläre Integrität erhöhen (Deppermann et 

al., 2017). Beispielsweise stabilisiert freigesetztes Angiopoietin-1 (Angpt1) die 

endothelialen Zellverbindungen und verhindert die Transmigration weiterer Leu-

kozyten (Braun et al., 2020).  
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Die duale Stimulation der Rezeptorsignalwege GPVI und GPIIbIIIa führt zur Me-

chanosensing-vermittelten prokoagulanten Aktivierung einzelner Thrombozyten, 

die an der Verletzungsstelle verbleiben und diese mechanisch verschließen. Zu-

sätzlich ermöglichen prokoagulante Thrombozyten die gezielte Rekrutierung 

plasmatischer Gerinnungsfaktoren. Durch die Exposition von Phosphatidylserin 

(PS) auf der Oberfläche prokoagulanter Thrombozyten kann der Prothrombi-

nase-Komplex gebunden werden, welches zu einer erheblichen Steigerung der 

Thrombin-Aktivität führt. Dies fördert die lokale Fibrinbildung und die Entstehung 

eines hämostatischen Mikrothrombus, der die Endothelverletzung verschließt 

und den Übertritt von Erythrozyten verhindert. Außerdem kann die Rekrutierung 

von Leukozyten durch direkte Rezeptorinteraktionen beeinflusst werden (Kaiser 

et al., 2021).  

Es ist darauf hinzuweisen, dass dieses mechanistische Modell bei LPS-induzier-

ter (sub-)akuter Lungenschädigung nachgewiesen wurde. Die Relevanz in ande-

ren Modellen inflammatorischer Blutungen muss in weiteren Studien untersucht 

werden. 

Zusammenfassend stellt die prokoagulante Aktivierung von Thrombozyten eine 

essenzielle Funktion zur Aufrechterhaltung der Gefäßintegrität in der inflamma-

torischen Hämostase dar. Die Verknüpfung von Entzündung, Thrombozyten und 

Gerinnung unterstreicht die zentrale immunologische Rolle von Thrombozyten im 

Gesamtspektrum entzündlicher Grunderkrankungen und liefert wichtige mecha-

nistische Einblicke in die komplexe Pathophysiologie entzündlicher Blutungen. 

Hierdurch wird das Verständnis der Funktionen immunreaktiver Thrombozyten 

erweitert, die unter inflammatorischen Bedingungen aktiv sind. 
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Abbildung 30: Graphische Darstellung des mechanistischen Modells der Schlüsselfunktionen von 
Thrombozyten in der inflammatorischen Hämostase 

Aktivierung und Adhäsion von Thrombozyten an die entzündete Gefäßwand über spezifische Re-
zeptoren. Ausbildung von Lamellipodien sowie autonome Migration und Haptotaxis der Throm-
bozyten entlang abgelagerter Fibrinogen-Depositionen. Detektion von Transmigrationsstellen 
neutrophiler Granulozyten durch freigelegte extrazelluläre Matrixproteine (ECM). Auslösung der 
Degranulation mit Sekretion löslicher Mediatoren und prokoagulanter Aktivierung der Thrombozy-
ten. Rekrutierung plasmatischer Gerinnungsfaktoren an die Oberfläche prokoagulanter Throm-
bozyten, Förderung der lokalen Fibrinbildung und Ausbildung eines hämostatischen Mikrothrom-
bus, der inflammatorische Blutungen verhindert. 

Adaptiert nach (Kaiser, Escaig, et al., 2023). 

6.7 Limitationen 

6.7.1 Generalisierbarkeit 

Die Generalisierbarkeit der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse auf ver-

schiedene Modelle inflammatorischer Blutungen ist nur bedingt möglich. Der Be-

griff "Entzündung" dient als Sammelbegriff für zahlreiche unterschiedliche Zu-

stände, die sich in Art und Ausmaß der Gefäßverletzungen unterscheiden. 

Frühere Studien haben eindeutig aufgezeigt, dass die Mechanismen der Hä-

mostase in entzündeten Organen stark von der spezifischen 
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Entzündungssituation abhängen. Auch das Ausmaß inflammatorischer Blutun-

gen variiert stark in Abhängigkeit vom Kontext der betroffenen Mikrovaskulatur.  

Die in vivo Beobachtungen hinsichtlich der Blutungen konzentrierten sich in die-

ser Arbeit bislang auf die Lunge – ein Organ, welches im Mittelpunkt zahlreicher 

Studien zur Untersuchung entzündlicher Blutungen und der Hämostase steht und 

von hoher klinischer Relevanz ist. Die Anwendung des vorgestellten Modells ist 

daher auf die in dieser Arbeit untersuchte inflammatorische pulmonale Hämorr-

hagie beschränkt. 

Zu weiteren Einschränkungen dieser Dissertation zählt die Übertragbarkeit der 

prokoagulanten Aktivierung als intrinsisch protektive Funktion von Thrombozy-

ten. Insbesondere ist der Einfluss in anderen etablierten Modellen entzündungs-

assoziierter Blutungen – wie etwa Neutrophilen-induzierte ischämische Reperfu-

sionsschäden des Gehirns, sterile Verletzungen der Mikrovaskulatur der Haut, 

Entzündungen der Cremaster-Mikrozirkulation sowie tumorassoziierte Blutungen 

– bisher unzureichend untersucht. Eine umfassendere Charakterisierung ver-

schiedener in vivo Modelle der lokalen wie auch systemischen Inflammation 

könnte dazu beitragen, den in der Lunge beobachteten Mechanismus auch in 

anderen Organmanifestationen zu validieren. Künftige Untersuchungen an 

CypD- und TMEM16F-defizienten Mäusen sowie Analysen der identifizierten 

pharmakologischen Signalwege könnten dabei zusätzliche Erkenntnisse über die 

funktionelle Relevanz prokoagulanter Thrombozyten in der inflammatorischen 

Hämostase liefern. 

6.7.2 Ausmaß der pulmonalen Blutung 

Der ausgeprägte Blutungsphänotyp, der in der Lunge bei Thrombozytopenie be-

obachtet wurde, war durch die pharmakologische und genetische Inhibition der 

prokoagulanten Aktivierung weniger schwerwiegend. Dieser Befund könnte auf 

mögliche kompensatorische Reparatur- oder Schutzmechanismen hinweisen, 

die über die in dieser Arbeit untersuchten Pathomechanismen hinausgehen und 

möglicherweise einen intrinsischen Beitrag zur inflammatorischen Hämostase 

leisten. Frühere Studien konnten ähnliche milde Blutungsphänotypen im Modell 

der akuten Lungenschädigung bei Arpc2-defizienten Mäusen sowie bei αIIb-

Knockout-Chimären beobachten, insbesondere hinsichtlich des relativen 
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Anstiegs des alveolären Hämoglobins bzw. der Erythrozyten-Zahl (Nicolai, 

Schiefelbein, et al., 2020; Rayes et al., 2018).  

Eine funktionelle Kompensation der pulmonalen Blutung durch redundante 

Thrombozyten-Aktivierungswege könnte den tatsächlichen Beitrag des unter-

suchten Mechanismus verschleiern. Gewebe- und modellabhängige, spezifische 

Funktionen, wie beispielsweise die Sekretion verschiedener Thrombozyten-Gra-

nula, könnten den zentralen Signalweg der prokoagulanten Thrombozyten-Akti-

vierung in der inflammatorischen Hämostase der Lunge überdecken. 

6.7.3 Genetische Ablation von CypD und TMEM16F 

Die genetische Ablation der prokoagulanten Aktivierung von Thrombozyten in 

CypD- und TMEM16F-defizienten Tieren führte zu einer verstärkten inflammato-

rischen Blutung in der Lunge. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei diesen Tieren 

ein vernachlässigbarer Einfluss auf die klassische Hämostase, wie durch den 

Schwanzblutungstest gemessen (Fujii et al., 2015).  

Die entzündlich veränderten Lungen beider Knockout-Mauslinien zeigten keine 

Unterschiede in der pulmonalen Rekrutierung von Neutrophilen. Der Einfluss auf 

andere Leukozyten-Populationen wurde in dieser Studie nicht untersucht, könnte 

jedoch durch eine verminderte Rekrutierung die primäre Entzündungsreaktion 

und die Schädigung des Endothels abschwächen. Eine reduzierte prokoagulante 

Aktivierung der Thrombozyten könnte das inflammatorische Mikromilieu beein-

flussen und zur endothelialen Dysfunktion beitragen. 

Ein weiterer limitierender Faktor ist die fehlende Spezifität der PF4cre-vermittel-

ten Genmodifikation. Neben der beabsichtigten Deletion von CypD und 

TMEM16F in Thrombozyten und Megakaryozyten könnten unerwünschte Wir-

kungen weitere Zellpopulation wie Monozyten betreffen. Diese spielen eine wich-

tige Rolle in der inflammatorischen Hämostase und könnten daher potenziell die 

Forschungsergebnisse beeinflussen (Pertuy et al., 2015). 

6.8 Klinische Relevanz und Ausblick 

Die vorliegende Arbeit liefert Evidenz für die zentrale Rolle sowohl der Throm-

bozyten als auch der Gerinnungsproteine bei der Regulation inflammatorischer 

Blutungen und trägt somit zu einem tieferen Verständnis dieses 
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pathophysiologischen Prozesses auf Einzelzellebene bei. Die Erkenntnisse 

könnten bedeutende Implikationen für den Einsatz von Antikoagulantien und 

Thrombozyten-Aggregationshemmer bei entzündlichen Erkrankungen haben 

und den Weg für die Entwicklung neuer pharmakologischer Zielstrukturen bah-

nen. Frühere Studien, welche die protektive Funktion von Thrombozyten bei in-

flammatorischen Blutungen untersucht haben, können durch den gemeinsamen 

Mechanismus der prokoagulanten Aktivierung erklärt werden. Dabei wird insbe-

sondere die Bedeutung der kombinierten Aktivierung der Thrombozyten-Rezep-

toren GPIIbIIIa und GPVI für die Aufrechterhaltung der Gefäßintegrität in der ent-

zündeten Lunge hervorgehoben.  

In klinisch-translationalen Studien konnten prokoagulante Thrombozyten mit ver-

schiedenen Krankheitsbildern assoziiert werden. Als bedeutende Beispiele dafür 

gelten die koronare Herzerkrankung (Pasalic et al., 2016; Pasalic et al., 2018), 

venöse Thrombose (Kaiser et al. 2024), arterielle Hypertonie (Li et al., 2021) so-

wie schwere mechanische Traumata (Vulliamy et al., 2019), die sowohl mit loka-

len als auch systemischen Entzündungsreaktionen einhergehen und mit dem 

Auftreten hochaktivierter, PS-positiver Thrombozyten in Verbindung stehen. Ein 

weiteres relevantes Beispiel für ein systemisches Krankheitsbild, welches mit 

prokoagulanten Thrombozyten assoziiert ist, stellt die COVID-19-Erkrankung dar. 

Untersuchungen an Patienten mit schwerem COVID-19-Verlauf und intensivme-

dizinischer Betreuung zeigten eine Korrelation zwischen antikörperinduzierten, 

zirkulierenden prokoagulanten Thrombozyten im peripheren Blut und der D-Di-

mer-Konzentration, was in einer erhöhten Inzidenz systemischer Thromboembo-

lien resultierte (Althaus et al., 2021). Diese systemische Induktion prokoagulanter 

Thrombozyten könnte als prädiktiver diagnostischer Biomarker für systemische 

Inflammationskrankheiten dienen. Im Kontrast hierzu demonstrierte eine Studie 

von Denorme et al. ein reduziertes prokoagulantes Potenzial isolierter Throm-

bozyten von COVID-19-Patienten (Denorme, Manne, Portier, Petrey, et al., 

2020). Diese widersprüchlichen Ergebnisse verdeutlichen das unzureichende 

Verständnis der Immunreaktion auf systemische Entzündungserkrankungen, die 

mit einer diffusen Aktivierung von Thrombozyten und der Rekrutierung der Ge-

rinnungskaskade einhergehen. 

Zusammenfassend konnten die Erkenntnisse dieser Dissertation zu einem ver-

tieften Verständnis des Zusammenspiels zwischen Thrombozyten, der 
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angeborenen humoralen Immunabwehr und der Koagulationskaskade im Kon-

text inflammatorischer Blutungen beitragen. Insbesondere die in vitro und in vivo 

beobachtete Rekrutierung von Gerinnungsproteinen durch prokoagulante 

Thrombozyten deutet darauf hin, dass diese hochaktivierte Subpopulation eine 

zentrale Rolle bei akut-infektiösen sowie chronisch-inflammatorischen Erkran-

kungen spielen könnte. Ein erweitertes Verständnis der Integration von Throm-

bozyten-Funktion und Koagulationskaskade sowie deren Wechselwirkungen mit 

Immunzellen könnte neue Wege für die Entwicklung innovativer therapeutischer 

Ansätze im inflammatorischen und ischämisch-thrombotischen Kontext eröffnen. 
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