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3 Zusammenfassende Diskussion 
 
 

Die mikrovaskuläre Thrombusbildung mit der Konsequenz einer Zirkulationsstörung 

des Gewebes stellt in der Chirurgie ein Problem von hoher klinischer Relevanz dar. Eine 

durch Thrombosen der kleinsten Gefäße sich ausbildende Mikrozirkulationsstörung kann im 

ungünstigsten Fall zur Gewebsnekrose mit für den Patienten potentiell schwerwiegenden 

Komplikationen führen. In der klinischen Praxis sind mikrovaskuläre Perfusionsstörungen vor 

allem in der Wiederherstellungschirurgie nach freien und gestielten Lappenplastiken 

gefürchtet [53,54]. Die Rate an primären und postprimären Komplikationen kann je nach 

Grunderkrankung bis zu 15% betragen. Mikrozirkulationsstörungen spielen aber auch eine 

wichtige Rolle in der Transplantationschirurgie und sind prinzipiell eine Gefährdung für die 

Wund- und Gewebeheilung nach allen Operationen [55-58]. Weiterhin kommt es bei der im 

freien Gewebetransfer unweigerlich auftretenden Ischämie/Reperfusion zur Bildung von 

freien Sauerstoffradikalen und Interaktionen von Leukozyten mit dem Endothel, welche die 

kapillare Perfusion zusätzlich beeinträchtigen [59]. 

 

Trotz dieses großen Einflusses mikrovaskulärer Perfusionstörungen auf den Erfolg 

von operativen Maßnahmen bestehen zum jetzigen Zeitpunkt vergleichsweise wenig 

präventive und therapeutische Möglichkeiten.  

Das heutzutage vorrangig praktizierte Prinzip zur Prävention und Therapie 

mikrovaskulärer Durchblutungsstörungen in der Chirurgie ist die therapeutische Hämodilution 

mit kolloiden Lösungen, wie z.B. Dextran oder Hydroxyethylstärke [60,61]. Die 

normovolämische Hämodilution konnte eine Verbesserung des mikrovaskulären Blutflusses 

im Myokard [62], Gehirn [63], Pankreas [64] und in ischämischen Lappenplastiken [65,66] 

zeigen. Weiterhin zeigten auch künstliche Sauerstoffträger oder die gleichzeitige Applikation 

von liposomalen Hämoglobin zusätzlich zur Hämodilution in experimentellen Studien einen 

positiven Effekt [67,68].  

Verschiedenste Studien untersuchen die Effekte einer Reihe von möglicherweise 

rheologieverbessernden Substanzen, wie tPA [69], Aspirin [70], unfraktionertes Heparin [71], 

niedermolekulares Heparin [72], Pentoxyphyllin [73], PGI2 [74] oder Antithrombin [75]. Es 

waren positive Effekte im Bezug auf die mikrovaskuläre Perfusion nachweisbar, die jedoch 

teilweise mit einem erhöhten Blutungsrisiko einhergingen. Zusätzlich wurde häufig die 

mikrovaskuläre Perfusion im Allgemeinen und nicht das Entstehen, Wachsen oder die 

Beeinflussung mikrovaskulärer Thromben direkt untersucht. 
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Ein weiterer Ort für die Entstehung einer Thrombose ist die mikrovaskuläre 

Anastomose, was unter Umständen die Revisionsoperation mit dem Versuch der 

Thrombektomie notwendig macht [76]. Die Anlage einer Anastomose birgt die Gefahr einer 

Endothelverletzung mit Entstehung eines prothrombogenem Fokus und es konnte gezeigt 

werden, dass vermehrt vasokonstriktives Endothelin-1 dabei freigesetzt wird [77].  

 

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war zunächst die Untersuchung der 

Entstehung mikrovaskulärer Thrombosen in einem komplexen Tiermodell, um Einsicht in die 

pathophysiologisch ablaufenden Vorgänge im Rahmen der mikrovaskulären Thrombogenese 

zu erarbeiten. Ein spezielles Augenmerk lag zusätzlich in der Charakterisierung der Rolle 

von Endothelzelle, Thrombozyt und Leukozyt in der mikrovaskulären Thrombusbildung. Im 

Anschluss daran sollten verschiedene physiologische oder pathologische Bedingungen 

bezüglich eines prothrombogenen Milieus evaluiert werden, um letztendlich Möglichkeiten 

zur Einflussnahme durch applizierbare Substanzen zu entwickeln.  

 
 
3.1  Einfluss pathologischer Zustände auf die Thrombogenese 
 

In dieser Versuchsreihe sollte der Effekt einer reversiblen, klinisch relevanten, 

systemischen Hypothermie auf die mikrovaskuläre Thrombusbildung evaluiert werden. Es 

wurde die Hypothermie als physiologisch vorkommender Zustand gewählt, da hier 

wesentliche Kontroversen hinsichtlich des Effektes auf die Thrombogenität existieren. 

 

Studien der Vergangenheit zeigten auf der einen Seite eine vermehrte Neigung zu 

thrombotischen Ereignissen, wie eine erhöhte Herzinfarktrate im Winter [78,79]. Gleichzeitig 

besteht bei Hypothermie nach Polytrauma oder auch intraoperativ häufig eine 

Blutungsneigung [80,81]. In unserer Untersuchung war bei Körperkerntemperaturen von 

34°C und 31°C in vivo eine deutlich prothrombogene Wirkung nachweisbar, die durch eine 

verstärkte Thrombozytenaktivierung mit Konformationsänderung des Fibrinogen-Rezeptors 

GP IIb-IIIa erklärt werden kann. Dieser Effekt war nach Wiedererwärmung der Tiere bzw. der 

Thrombozyten komplett reversibel. In Übereinstimmung damit weisen die zusätzlich 

erniedrigten Fibrinogenspiegel bei hypothermen Temperaturen auf einen Verbrauch von 

Gerinnungsfaktoren im Rahmen der Thrombogenese hin.  

Ein Problem vieler vorheriger Studien ist, dass die Thrombozytenfunktion oftmals 

stark hypotherme Temperaturen von weniger als 25°C in vitro untersucht wurden. Wir 

wählten hypotherme Temperaturen von mehr als 30°C, um die klinische Relevanz zu wahren 

und die Anwendung in einem Tiermodell zu ermöglichen.  
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Weiterhin gelang es den Einfluss hypothermer Temperaturen von 34°C und 31°C auf 

die Thrombozytenaggregation klarer herauszustellen. Es kam zu einer, mit mehreren 

Methoden nachweisbaren, temperaturabhängigen Thrombozytenaktivierung, wie zuvor von 

anderen Autoren berichtet wurde [82,83]. Eine zusätzliche Erkenntnis war, dass die P-

Selektin Expression kaum beeinflusst wurde, während es zu einer Konformationsänderung 

des GP IIb-IIIa Rezeptors kam. Dieses ist in Übereinstimmung mit der Tatsache, dass die 

Thrombozyten-Leukozyten-Aggregatbildung nicht signifikant beeinflusst wurde, da dieses 

wesentlich durch die Interaktion von thrombozytärem P-Selektin und leukozytärem P-

Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) bestimmt wird [84]. 

 

Somit konnte mit Hilfe dieser Untersuchung erstmalig in vivo gezeigt werde, dass sich 

eine systemische Hypothermie in der Summe im lebenden Organismus in einer verstärkten 

Neigung zur mikrovaskulären Thrombusbildung äußert und die klinisch bestehende 

Blutungsneigung wahrscheinlich durch einen erhöhten Verbrauch an Gerinnungsfaktoren 

bedingt ist. Die Ergebnisse dieser Studie bestätigen den positiven Effekt einer schnellen 

Wiedererwärmung in der Klinik (z.B. polytraumatisierte Patienten) zur Verbesserung der 

mikrovaskulären Zirkulation.  

 

Es ist aus früheren Studien bekannt, dass hypotherme Temperaturen im Verlauf einer 

Sepsis die Prognose signifikant verschlechtern [85]. Des Weiteren trägt das Auftreten vom 

Mikrothrombosen mit anschließender Hypoperfusion zur Ausbildung eines 

Multiorganversagens im Rahmen der Sepsis bei [86]. Zusätzlich ist eine Sepsis durch eine 

komplexe Interaktion von Entzündung und Gerinnungssystem charakterisiert [87]. Es ist 

daher nach wie vor nicht geklärt, ob eine Hypothermie während einer Sepsis lediglich eine 

Verschlechterung des Gesamtzustandes repräsentiert, oder ob die Hypothermie selbst direkt 

einen negativen Einfluss, wie z.B. eine verschlechterte Organperfusion aufgrund von 

Mikrothromben, ausübt. Daher war es für uns von Interesse, die Kombination von 

Hypothermie und Endotoxinämie hinsichtlich mikrovaskulärer Thrombogenität zu 

untersuchen. Erneut lag eine zusätzliche Betonung auf der Evaluierung der thrombozytären 

und endothelialen Funktion.  

 

Die LPS-induzierte Endotoxinämie beschleunigte die Ausbildung der thrombotischen 

Gefäßokklusion bei 37°C Körpertemperatur signifikant, welches mit einer generell erhöhten 

endothelialen und Thrombin-vermittelten thrombozytären Aktivierung einherging. Dieses ist 

,in Übereinstimmung mit den Angaben mehrerer anderer Autoren, in Anbetracht des in der 

Sepsis aktivierten Gerinnungssystem auch zu erwarten [86-90]. Eine zusätzliche 

Hypothermie von 31°C führte zu einer signifikant schnellen Thrombusbildung in Arteriolen. 
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Interessanterweise ging die zusätzliche Hypothermie lediglich mit einer vermehrten PAI-1 

Expression und einem erhöhten sPAI-Ag Spiegel, jedoch nicht mit einer weiteren generellen 

endothelialen Aktivierung einher, so dass für PAI-1 eine spezifische Rolle unter hypothermen 

Bedingungen vermutet werden kann.  

Während einer Sepsis werden pro-inflammatorische Zytokine, wie Interleukin-1, 

Interleukin-6 und Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-�) gebildet, welche das Endothel 

aktivieren [91]. Die entzündliche Antwort des Endothels umfasst die Hochregulation von P-

Selektin, ICAM-1, VCAM-1. E-Selektin wird verzögert mobilisiert. Alle Moleküle werden ins 

Blut abgegeben und sind dort in löslicher Form detektierbar [92]. Neue Studien konnten 

zeigen, dass Endothelzellen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der Sepsis 

spielen, indem sie PAI-1 und TF freisetzen [87]. In der vorliegenden Studie konnte erstmalig 

Anhalt dafür gegeben werden, dass die durch Endotoxinämie verursachte PAI-1 Expression 

durch eine zusätzliche Hypothermie noch verstärkt wird und somit ein Faktor in der 

Prognoseverschlechterung bei Hypothermie sein könnte. Als Konsequenz für die Klinik ergibt 

sich, dass bei einer Sepsis angestrebt werden sollte, die Körpertemperatur konstant zu 

halten und insbesondere Hypothermiephasen zu vermeiden. 

3.2  Beeinflussung der Thrombogenese durch Induktion endogener Enzyme 

In einem weiterführenden Projekt zur Untersuchung der mikrovaskulären 

Thrombusbildung am Cremastermuskel der Maus wurde das Enzym HO-1, welches den 

letzten Schritt des Abbaus von Häm mit Freisetzung äquimolarer Mengen an Eisen, 

Biliverdin/Bilirubin und CO katalysiert, untersucht. Verschiedene Studien zu HO-1 Induktoren 

konnten zeigen, dass Gewebe, die viel HO-1 exprimieren, weniger anfällig für oxidativen 

Stress oder proinflammatorische Zustände sind [93,94]. Da die freie Radikalbildung mit der 

Folge von oxidativem Stress auch eine wichtige Rolle in der Pathogenese thrombotischer 

Ereignisse spielt, war es Ziel der Studie zu klären, ob die Induktion von HO-1 die Bildung 

mikrovaskulärer Thromben moduliert und damit die Athrombogenität des Endothels erhöht 

werden kann. Auf diese Weise sollte untersucht werden, in wieweit der Organismus selbst in 

der Lage ist, protektive Mechanismen, wie die vermehrte Bildung von anti-adhäsivem CO 

und anti-oxidativem Bilirubin, durch einen externen Stimulus hochzuregulieren. 

 

  Hämoxygenasen existieren in verschiedenen Isoformen, wobei HO-2 konstitutiv 

exprimiert wird und HO-1 induzierbar ist [95,96]. Nach Vorbehandlung mit Hämin, einem HO-

1-Induktor, zeigten Western Blot Analysen eine deutliche Induktion von HO-1 Protein im 

Cremastermuskel, welche mittels Immunhistochemie vor allem im Bereich des vaskulären 

Endothels von Arteriolen und Venolen lokalisiert werden konnte. Bei diesen Tieren war die 

Bildung arteriolärer und venulärer Thromben signifikant gegenüber der Kontrollgruppe 
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verzögert. Diese verminderte Thrombogenität wurde durch die Gabe des HO-1 Inhibitors 

Zinn-Protoporphyrin-IX komplett aufgehoben. HO-1 exprimierende Tiere zeigten mittels 

Western Blot Analyse im Vergleich zu Kontrolltieren eine reduzierte Expression von P-

Selektin Protein im Cremastermuskel. Die Rolle von P-Selektin in der Thrombogenese wurde 

durch eine Versuchsreihe mit P-Selektin-Knock-out-Mäusen bestätigt, wobei die 

Thrombusformation bei den P-Selektin-defizienten Tieren signifikant verzögert war. Somit 

konnten wir den protektiven Effekt einer HO-1 Induktion letztendlich auf eine Reduktion der 

endothelialen P-Selektin Expression zurückführen. Diese Annahme wird durch eine Studie 

unterstützt, in der die LPS-vermittelte P-Selektin Hochregulation durch Behandlung mit 

Hämin verhindert werden konnte [97]. 

 

 Zusätzliche Experimente mit Bilirubinsuperfusion des Cremastermuskels ergaben 

eine deutliche Verzögerung der Thrombusbildung, so dass davon auszugehen ist, dass der 

protektive Effekt von HO-1 neben den Effekten des CO vor allem über das freigesetzte, anti-

oxidative Bilirubin vermittelt ist. Dieses ist in Übereinstimmung mit Studien der 

Vergangenheit, welche potente anti-oxidative und anti-adhäsive Eigenschaften des 

Biliverdins bzw. in reduzierter Form des Bilirubins nachweisen konnten [98,99]. Dennoch 

sind auch die anti-koagulativen Eigenschaften von CO zunehmend Gegenstand der 

Diskussion. So konnte eine verminderte PAI-1 Expression mit verbesserter Fibrinolyse nach 

Inhalation von CO im Lungengewebe nach Ischämie gezeigt werden [100].  

 

  Es konnte in diesem Projekt erstmalig eine anti-thrombotische Wirkung durch 

Induktion der Hämoxygenase-1 charakterisiert werden. Dieser Ansatz könnte die Grundlage 

für eine vektorbasierte Therapie in der Klinik sein, um das vaskuläre Endothel in einen 

weniger thrombogenen Zustand im Rahmen von Risikooperationen zu versetzen. 

 

3.3  Beeinflussbarkeit der Thrombogenese durch Substanzen 

Die vorherigen Studien untersuchten den Einfluss körpereigener Zustände oder 

Mechanismen auf die mikrovaskuläre Thrombogenese. Im Weiteren war es jetzt unser Ziel, 

die Thrombusfomation durch verschiedene exogen applizierte Substanzen zu modulieren. 

Dabei wurden zum einen prinzipiell als protektiv angesehene Moleküle, wie das anti-

oxidative Ebselen und C-Peptid, angewendet, zum anderen erfolgte die Applikation von 

fraglich pro-thrombogenen Verbindungen, wie Darbepoetin-alpha und Nikotin.  

 

Ebselen

Verschiedene Untersuchungen der Vergangenheit vermuteten einen Zusammenhang 

zwischen einem Mangel des Spurenelementes Selen und dem Risiko für akute koronare 
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Ereignisse [101,102]. Selen ist Bestandteil des Enzyms Glutathionperoxidase, welches 

Zellen gegen oxidativen Stress schützt. Niedrige Selenspiegel sind in der Regel mit einer 

niedrigen Aktivität der Glutathionperoxidase und somit mit einem erhöhten Niveau an freien 

Radikalen assoziiert [103].  

In einer Untersuchung am Cremastermuskel der Ratte konnten wir jetzt erstmals in 

vivo eine anti-thrombotische Wirksamkeit der selenhaltigen Substanz Ebselen nachweisen. 

Weiterhin zeigten sich nach Gabe von Ebselen eine signifikant verminderte thrombozytäre P-

Selektin-Expression nach Stimulation mit H2O2 und eine Reduktion der Thrombozyten-

Leukozyten-Aggregatbildung. Es konnte in einer früheren Studie gezeigt werden, dass die 

Akkumulation von Leukozyten in einen wachsenden Thrombus über thrombozytäres P-

Selektin vermittelt wird [104]. Außerdem wirkt P-Selektin prothrombogen, indem es die 

Synthese von TF in Monozyten induziert [105].  

Die dosisabhängige Reduktion der H2O2-induzierten Thrombozytenaktivierung in vitro 

durch Ebselen legt die Vermutung nahe, dass dessen anti-oxidative Eigenschaften die 

Folgeerscheinungen des oxidativen Stresses wie Gefäßwandschaden, 

Thrombozytenaktivierung und Zell-Zell-Interaktion vermindern.  

Damit konnte die von uns erstmals aufgezeigte anti-thrombogene Wirkung von 

Ebselen auf eine Reduktion der P-Selektin-abhängigen Zell-Zell-, in Sonderheit 

Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion zurückgeführt werden. Angesichts dieses neuen 

Wirkprofils könnte Ebselen von hohem präventiven und therapeutischen Wert in der 

Behandlung von thrombotischen Erkrankungen sein.  

 

C-Peptid

Die hohe Morbidität und Mortalität diabetischer Patienten wird hauptsächlich durch 

vaskuläre Komplikationen bestimmt. Die Pathophysiologie der diabetischen Vaskulopathie 

beinhaltet die endotheliale Dysfunktion mit vermehrter Produktion von PAI-1, reaktiven 

Sauerstoffverbindungen und verminderter Produktion von NO sowie eine 

Thrombozytendysfunktion und ein Ungleichgewicht plasmatischer Gerinnungsfaktoren [106-

111]. Das Insulinspaltprodukt C-Peptid wurde in der Vergangenheit als biologisch inaktiv 

angesehen. Neuere Studien zeigten jedoch molekulare und physiologische Effekte, welche 

auf eine Bioaktivität des Peptids hinweisen [112]. Von verschiedenen Autoren wurde ein 

vasodilativer Effekt von C-Peptid auf Skelettmuskelarteriolen beobachtet und eine NO-

Freisetzung als Ursache nachgewiesen [113,114]. Ziel unserer Studie war daher, den 

Einfluss einer C-Peptid Applikation hinsichtlich mikrovaskulärer Thrombusbildung und 

thrombozytärer und endothelialer Funktion in gesunden und diabetischen Tieren zu 

untersuchen. 
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Die Gabe von C-Peptid in hoher Dosierung von 70 nmol/kg führte zu einer 

signifikanten Verzögerung der mikrovaskulären Thrombusbildung in gesunden und 

diabetischen Tieren. Dieser Effekt wurde durch die gleichzeitige Gabe von Insulin jedoch 

unterdrückt. Als ursächlich ist eine verminderte PAI-1 Expression auf dem vaskulären 

Endothel anzusehen. Die Thrombozytenfunktion wurde durch C-Peptid nicht beeinflusst. 

In früheren Studien konnte durch C-Peptid eine Verbesserung der 

Skelettmuskeldurchblutung [115,116], der glomerulären Filtration [117,118] und der 

Nervenfunktion [119] gezeigt werden. Mit der vorliegenden Arbeit ist gezeigt, dass C-Peptid 

zusätzlich einen Einfluss auf die mikrovaskuläre Thrombusbildung ausübt. PAI-1 wurde 

bereits in der Vergangenheit als prothrombogener Faktor identifiziert [120,121]. Aufgrund der 

Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung ist eine Rolle von PAI-1 in der anti-

thrombogenen Wirkung von C-Peptid wahrscheinlich. Ebenso ist bekannt, dass Insulin die 

PAI-1 Expression verstärkt und zu einer erhöhten Endothelinproduktion führt, was mit der 

vermehrten Thrombogenität nach Insulinsuperfusion in dieser Studie vereinbar ist [122,123]. 

Es wurde mehrfach beschrieben, dass die positiven Effekte von C-Peptid nur in Typ 1-

diabetischen Individuen nachweisbar sind [119,124]. Dieses wurde mit der Sättigungskinetik 

des C-Peptid Rezeptors unter physiologischen Bedingungen erklärt [125]. Da in dieser 

Studie die anti-thrombogenen Effekte von C-Peptid sowohl in diabetischen, als auch in 

gesunden Tieren beobachtet wurden, ist von einer nicht-rezeptorvermittelten Wirkung 

auszugehen. Dennoch erscheint die Gabe von C-Peptid beim diabetischen Patienten zur 

Therapie der Vaskulopathie nicht von Vorteil, da Typ-1 Diabetiker auf Insulingaben 

angewiesen sind. Eine therapeutische Gabe beim Nicht-Diabetiker zur Verminderung 

mikrovaskulärer Thrombusbildung wäre jedoch denkbar.  

 

Darbepoetin-alpha

Das Hormon Erythropoietin, kurz EPO, wird in der Medizin zur Therapie der renalen 

Anämie eingesetzt und ist in den letzten Jahren zunehmend durch Doping im Leistungssport 

in der Öffentlichkeit bekannt geworden [126]. Es erhöht die Zahl der roten Vorläuferzellen im 

Knochenmark durch anti-apoptotische Effekte [127]. Der Einfluss auf die Thrombogenität des 

Blutes unter der Therapie mit EPO wird zunehmend kontrovers diskutiert. Zum einen wurde 

von einer vermehrten endothelialen Aktivierung, erhöhter Produktion von TF, vermehrter 

PAI-1 Expression und erhöhter Thrombozytenaggregation berichtet [128-130]. Zum anderen 

wurde in EPO-überexprimierenden Mäusen eine geringere Blutviskosität und verminderte 

Gerinnselfestigkeit beobachtet [131,132]. Die Klärung dieser Frage ist von großer Relevanz, 

da insbesondere im Leistungssport auch Fälle aufgetreten sind, bei denen „Schutzsperren“ 

allein aufgrund eines höheren Hämatokritwertes verhängt wurden, ohne dass EPO-Doping 
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nachgewiesen werden konnte. Dieses Vorgehen wurde mit einer Gefährdung der Athleten 

durch eine erhöhte Thrombosegefahr begründet.  

Wir untersuchten daher das EPO-Derivat DPO im Tiermodell. Es zeigte sich, dass die 

4-wöchige Behandlung mit DPO in Hämatokrit-erhöhenden Dosen zu keiner signifikanten 

Steigerung der mikrovaskulären Thrombogenität führte, solange eNOS als 

kompensatorischer Mechanismus zur Verfügung stand. So hatten eNOS knock-out Tiere 

eine signifikant verstärke Thromboseneigung unter DPO-Behandlung. Die durch eNOS 

Hochregulation erhöhte Produktion von NO führte zu einer endothelialen und thrombozytären 

Deaktivierung. Interessanterweise zeigten sich auch keine negativen Effekte auf 

Blutflussgeschwindigkeit und Scherstress durch den erhöhten Hämatokrit. Dieses wurde 

bereits zuvor in einer in vivo Studie beschrieben, in der bei Hämatokritwerten von 20 bis 55% 

unter verschiedenen Flussbedingungen keine erhöhte Thrombusbildung beobachtet wurde 

[133]. 

Eine vermehrte Expression von eNOS war bereits in transgenen EPO-Mäusen 

beschrieben worden und als Schutzmechanismus gegen die endogen erhöhten hohen 

Hämatokritwerte von ca. 80% gewertet worden [134]. Wir konnten erstmals in vivo zeigen, 

dass die eNOS Produktion auch durch die exogene Gabe von DPO stimuliert werden kann.  

Somit führt die Behandlung mit DPO nicht zu anti-thrombogenen Effekten, sie ist aber 

auch nicht prothrombogen, solange die Gegenregulation durch eNOS funktioniert. Dieses 

könnte auch erklären, warum erhöhte Hämatokritwerte, wie z.B. nach Doping im 

Leistungssport, nur in einzelnen Fällen zu fatalen Komplikationen führen.  

Nikotin

 Schlussendlich sollte der Einfluss von Nikotin auf die mikrovaskuläre Thrombogenese 

im geschlechtsspezifischen Tiermodell untersucht werden. Das Rauchen stellt die 

Hauptursache für vermeidbare Todesfälle in der industrialisierten Welt dar [135]. In Studien 

der Vergangenheit wurde vermutet, dass Nikotin ein das kardiale Risiko negativ 

beeinflussender Faktor ist. Zusätzlich ist die Einnahme von oralen Kontrazeptiva mit einem 

2- bis 4-fach erhöhten Risiko für eine tiefe Venenthrombose (TVT) assoziiert und somit eine 

geschlechtsspezifische hormonabhängige Prädisposition Thrombosen zu entwickeln, 

wahrscheinlich [136]. Trotzdem wird ein direkter kausaler Zusammenhang bis dato 

kontrovers diskutiert [137,138].  

 Wir untersuchten daher männliche und weibliche Mäuse in Bezug auf mikrovaskuläre 

Thrombogenität durch Nikotin. Die chronische Vorbehandlung mit Nikotin induzierte bei 

beiden Geschlechtern keine vermehrte mikrovaskuläre Thrombusbildung. Bei männlichen, 

jedoch nicht bei weiblichen Tieren, war dieses mit einer endothelialen Deaktivierung 
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verbunden. Im Gegensatz dazu resultierte eine akute hochdosierte Nikotingabe in einer 

signifikant schnelleren Thrombusbildung in Arteriolen weiblicher Tiere, was unter anderem 

mit einer erhöhten endothelialen P-Selektin Expression vergesellschaftet war. Es konnte in 

Studien gezeigt werden, dass Nikotin zu einer Störung der NO-vermittelten Vasodilatation in 

Arteriolen und Venolen führt [139]. Des Weiteren war nach Nikotinexposition ein Anstieg von 

Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) in Endothelzellen nachzuweisen [140]. Auf der 

anderen Seite wurde unter Substitution von Nikotin-Nasenspray, Nikotin-Kaugummi oder 

Nikotin-Pflaster nach Einstellung des Rauchens eine deutliche Verbesserung des 

Cholesterinspiegels und kein Einfluss auf Blutdruck, Thrombozytenzahl, Blutviskosität oder 

AT III-Spiegel beobachtet [140,141]. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass 

eine akute Hochdosisapplikation, nicht aber eine chronische Nikotinexposition mit niedrigen 

Dosen, thrombogen in vivo wirkt, wobei dieser prothrombogene Effekt nur in weiblichen 

Tieren zu beobachten war. Die negativen Effekte des Rauchens, die auch bei männlichen 

Individuen beobachtet werden, sind demnach weniger auf das Nikotin an sich, als vielmehr 

auf einen der vielen anderen schädlichen Substanzen im Zigarettenrauch zurückzuführen. 

Nikotin selbst hingegen wirkt bei schneller Anflutung in hoher Dosierung prothrombogen in 

weiblichen Tieren. Diese unterstützt die These einer geschlechtspezifischen Wirkung von 

Nikotin. 
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4 Zusammenfassung 

 Die mikrovaskuläre Thrombusbildung und deren zugrunde liegenden molekularen, 

zellulären und humoralen Mechanismen wurden bislang selten in komplexen in vivo 

Modellen untersucht. Eine suffiziente mikrovaskuläre Perfusion ist die Vorraussetzung für 

das Gelingen sämtlicher chirurgischer Eingriffe, insbesondere aber für das Überleben von 

Lappenplastiken, und bestimmt wesentlich das Outcome des Patienten. In der Klinik würde 

ein verbessertes Verständnis der während der mikrovaskulären Thrombogenese 

ablaufenden pathophysiologischen Vorgänge von großem Vorteil sein und potentiell neue 

Therapiemöglichkeiten nach sich ziehen. Bezüglich der Identifizierung neuer anti-

thrombogener Substanzen hat es in den letzten Jahren kaum Forschritte in der Forschung 

gegeben, so dass weiterhin auf alt bekannte Therapie- und Präventionsstrategien 

zurückgegriffen wird. Diese sind teilweise jedoch auch mit negativen Effekten, wie z.B. einem 

vermehrten Blutungsrisiko, verbunden. 

 

 Ziel der vorliegenden Studien war es daher, primär die Mechanismen der 

mikrovaskulären Thrombusbildung im komplexen Tiermodell zu charakterisieren und 

endotheliale und thrombozytäre Funktion durch zusätzliche in vitro Methoden zu 

identifizieren. Danach sollten verschiedene Faktoren, die in diesem Zusammenhang 

potentiell einen Einfluss ausüben könnten, wie z.B. eine pathologisch auftretende reversible 

Hypothermie, eine pathologische Endotoxinämie oder die Induktion eines Enzymsystems, 

wie Hämoxygenase-1, evaluiert werden. Schlussendlich sollten dann verschiedene 

Substanzen hinsichtlich ihres Einflusses auf die mikrovaskuläre Thrombogenität untersucht 

werden, um klinisch einsetzbare Präventions- und Therapiemöglichkeiten daraus zu 

entwickeln. 

 

 Die Untersuchung der mikrovaskulären Thrombogenität unter hypothermen 

Bedingungen ergab einen prothrombogenen Effekt bei Körperkerntemperaturen unter 34°C, 

welcher nach Wiedererwärmung komplett reversibel war. Dieses konnte auf eine verstärkte 

Aktivierung des thrombozytären Fibrinogenrezeptors während der Hypothermie 

zurückgeführt werden. Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen die Bedeutung 

normothermer Temperaturen in der Chirurgie, sowohl nach traumatischen Ereignissen, als 

auch im Rahmen elektiver Operationen. Sie zeigen zusätzlich, dass eine verstärkte 

Thrombogenität auch reversibel und somit einfach beeinflussbar sein kann, wenn die 

ablaufenden pathophysiologischen Mechanismen bekannt sind.  

 Die zusätzliche Induktion einer Endotoxinämie bei hypothermen Tieren zeigte in einer 

weiteren Untersuchung, dass die Kombination aus Hypothermie und Endotoxinämie einen 
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pro-thrombogenen Einfluss über eine spezifische Hochregulation von PAI-1 auf dem 

Endothel bzw. eine vermehrte Sekretion von sPAI-Ag ausübt. Dahingegen war eine 

Endotoxinämie ohne Hypothermie generell mit einer vermehrten unspezifischen 

endothelialen Aktivierung vergesellschaftet. Somit konnte erstmalig gezeigt werden, dass 

eine zusätzliche Hypothermie während einer bestehenden Endotoxinämie die 

mikrovaskuläre Thrombusbildung verstärkt und daher ein unabhängiger Faktor für die 

Verschlechterung der Prognose septischer Patienten sein könnte. Daher sollten prinzipiell 

normotherme Temperaturen bei septischen Patienten zur Vermeidung mikrovaskulärer 

Perfusionsstörungen angestrebt werden. 

 In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass protektive anti-thrombotische 

Mechanismen auch durch die Hochregulation endogener Enzymsysteme verstärkt werden 

können. So konnte durch die Applikation eines Hämoxygenase-1 Induktors eine verminderte 

mikrovaskuläre Thrombogenität erzielt werden. Diese war vor allem auf die vermehrte 

Produktion von anti-oxidativem Bilirubin zurückzuführen, was eine verminderte P-Selektin 

Expression auf dem Endothel bedingte. Die lokale Induktion der Hämoxygenase-1 könnte 

durch vektorbasierte Therapie in der Klinik nutzbar gemacht werden und von präventivem 

und therapeutischem Wert für Krankheitsbilder mit einem erhöhten thrombotischen Risiko 

sein. 

 Im Folgenden stellte sich die Frage, in wieweit die mikrovaskulären Thrombusbildung 

durch die Applikation körpereigener und synthetischer Substanzen beeinflusst werden 

könnte. Zunächst erfolgte die Untersuchung des Effektes von Ebselen unter besonderer 

Berücksichtigung der Thrombozytenfunktion. Es konnte gezeigt werden, dass Ebselen 

dosisabhängig die Thrombozytenaktivierbarkeit hemmte, was mit einer verminderten 

mikrovaskulären Thrombusbildung einherging. Ebselen stellt somit eine potentiell wirksame 

Substanz zur Vorbeugung mikrovaskulärer Thrombosen dar. 

 Besonders häufig treten mikrovaskuläre Komplikationen bei diabetischen Patienten 

auf. C-Peptid wird bei der Insulinbiosynthese abgespalten und wurde lange als inaktives 

Nebenprodukt angesehen. Nachdem mehrere neuere experimentelle und klinische Studien 

positive Effekte des C-Peptids in diabetischen Individuen zeigten, lag die Vermutung nahe, 

dass eventuell auch die diabetische Mikrothrombogenität durch C-Peptid positiv beeinflusst 

werden könnte. Es fand sich eine signifikant verlangsamte Thrombusbildung bei 

hochdosierter Gabe von C-Peptid, ein Effekt, welcher jedoch nach Gabe von Insulin 

aufgehoben werden konnte. Als ursächlich wurde eine verminderte Expression des pro-

thrombogenen PAI-1 auf dem Endothel identifiziert. Eine klinische Anwendbarkeit erscheint 

in diesem Fall durch die Antagonisierung der positiven C-Peptid Effekte durch Insulin 

allerdings unwahrscheinlich. 

 Erythropoietin und seine langlebigeren Derivate, wie Darbepoetin-alpha, werden in 
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der Klinik zur Steigerung der Hämatopoese bei niereninsuffizienten Patienten verwendet, 

gleichzeitig aber auch zunehmend im Leistungssport missbraucht. Obwohl allgemein 

angenommen, war bisher nicht klar, inwiefern tatsächlich die Therapie mit diesen 

Substanzen zu vermehrten Thrombosen führt. Es konnte in einer weiteren Studie erstmalig 

gezeigt werden, dass die exogene Applikation von Darbepoetin-alpha zu einer signifikanten 

Hochregulation der anti-thrombogen wirksamen eNOS führt, und dass dieser Mechanismus 

entscheidend zur Vermeidung thromboembolischer Komplikationen beiträgt. Das Wissen um 

diese Zusammenhänge ist in der Klinik von großer Bedeutung, da Patienten mit defizienter 

Synthese von NO einem hohen prothrombogenen Risiko ausgesetzt sind. Dieses könnte 

auch erklären, warum Darbepoetin-alpha bei Tumorpatienten, welche potentiell eine gestörte 

endotheliale Funktion mit insgesamt prothrombogenem Status aufweisen, zu einer höheren 

Mortaliät führt und daher zur Behandlung der tumorassoziierten Anämie nicht mehr 

zugelassen ist. Auf der anderen Seite ist der Einsatz von NO-Donatoren bei diesen Patienten 

in Betracht zu ziehen und sollte in diesem Zusammenhang weiter untersucht werden.  

 Das Rauchen wird mit einer erhöhten Rate an thromboembolischen Ereignissen in 

Verbindung gebracht. Es ist jedoch nach wie vor nicht geklärt, ob das suchtverursachende 

Nikotin oder einer der vielen anderen Komponenten des Zigarettenrauchs dafür 

verantwortlich ist. Ebenso scheint das Thromboserisiko in Zusammenhang mit der Einnahme 

von weiblichen Geschlechtshormonen erhöht. Eine Untersuchung zur mikrovaskulären 

Thrombogenität an männlichen und weiblichen Tieren ergab keinen signifikanten Effekt 

chronischer Nikotinapplikation in Tieren beiden Geschlechts, jedoch führte die hochdosierte 

intravenöse Nikotingabe bei weiblichen Tieren zu einer signifikant schnelleren 

Thrombusbildung. Dieses ging einher mit einer erhöhten endothelialen Aktivierung. Aufgrund 

dieser Ergebnisse kann eine geschlechtsspezifische Wirkung der nikotinvermittelten 

Thrombogenität vermutet werden. Daher sollte in der Klinik der Einsatz der 

Nikotinsubstitution zur Raucherentwöhnung vor allem bei Frauen kritisch überdacht werden. 

 

 Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass eine Beeinflussbarkeit der 

mikrovaskulären Thrombogenität in Kenntnis der zugrunde liegenden molekularen, zellulären 

und humoralen Vorgänge auf verschiedensten Ebenen möglich ist. Die Anwendung der in 

dieser Arbeit charakterisierten Beeinflussungsmöglichkeiten in klinischen Studien könnte zur 

Entwicklung neuer und viel versprechender Präventions- und Therapieoptionen in der 

Chirurgie beitragen.  
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