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I. Systemische Infektion und Sepsis

Weltweit stellt der Symptomkomplex der Sepsis die flihrende Todesursache bei
Intensivpatienten dar (Russell, 2006). In Deutschland sterben jahrlich 60.000 Menschen an
den Folgen einer Sepsis und die steigende Inzidenz und hohe Mortalitdt (Angus & Wax,
2001) der Erkrankung macht sie zu einer besonderen Herausforderung in der Diagnostik
und Therapie. Im Rahmen einer systemischen Infektion reagiert der Organismus mit einer
dysregulierten Immunantwort auf die vorhandene Pathogen-Belastung. Bei dem Grolteil der
Patienten besteht dabei eine gesteigerte Gerinnungsaktivierung, die bis hin zur
disseminierten intravasalen Gerinnung (DIG) fihren kann. Letztere zieht wiederum eine hohe
Letalitédt der Patienten nach sich (Carlie et al., 2015). Diese resultiert vor allem aus der
Entstehung von Mikrothrombosen und dem damit einhergehenden Multiorganversagen
(Hoppensteadt et al., 2014). Beim Auftreten einer DIG konnte daher in der Tat eine
Verdoppelung der Mortalitat beobachtet werden (Saracco et al., 2011). In den letzten Jahren
ergaben sich Hinweise, dass die DIG die Dysregulation eines physiologischen Prozesses,
der sogenannten Immunothrombose ist, und hierbei ein Ungleichgewicht zwischen
Gerinnung und Gerinnungshemmung entsteht (Hoppensteadt et al., 2014). Die sogenannte
Immunothrombose kann als neues Element der intravasalen Immunantwort betrachtet
werden (Engelmann & Massberg, 2013). Sie ist in der Lage die Ausbreitung der Pathogene
im Organismus zu verhindern. Dies geschieht durch die Bildung von Thromben in
Mikrogefallen und wird durch die Rekrutierung von Immunzellen der angeborenen
Immunantwort gewahrleistet. Der Ablauf des Prozesses der Immunothrombose ist jedoch

bislang nur unzureichend erforscht.

1. Escherichia coli (E. coli) als wichtiger Trigger von systemischen

Infektionen
Escherichia coli ist ein gramnegatives, Sporen bildendes, fakultativ anaerobes Stabchen-

Bakterium, das zu den Enterobactericae gehdrt. Durch seine Begeilelung ist es beweglich.
Es gilt zwischen drei Gruppen zu unterscheiden: den fakultativ pathogenen E. coli, welche
Bestandteil der Mikrobiota sind, den enterovirulenten, die eine gastrointestinale Infektion
verursachen kénnen, und den extraintestinal pathogenen Erregern (Nataro & Kaper, 1998;
Sannes et al., 2004). Als Bestandteil der Darmflora des Menschen stellt E. coli vor allem
einen Benefit fir das Immunsystem dar, da es gefahrlichere Bakterien verdrangt und in der
Entwicklung der adaptiven Immunantwort eine wichtige Rolle spielt (Cebra, 1999). Jedoch
sind fakultativ pathogene E. coli in der Lage Infektionen hervorzurufen, v.a. systemische
Infektionen, Harnwegsinfektionen, Peritonitiden und Meningitiden (Nataro et al., 1998;
Ozgurhan et al., 2016; Simonsen et al., 2014). E. coli ist der haufigste Erreger gramnegativ
erworbener, systemischer Infektionen und Harnwegsinfekten (Vila et al., 2016). Pathogene

E. coli besitzen eine Vielzahl an Virulenzfaktoren, wie die Bildung von Toxinen, eine



Polysaccharid-Kapsel und die Nutzung des Eisenaufnahme-Systems, welche in

symbiotischen Bakterienstdmmen fehlen (Sannes et al., 2004).

1.1 Zellwandzusammensetzung des E. coli
Als gramnegatives Bakterium besitzt E. coli eine innere und eine dulRere Membran (Abb. 1).

Die innere Membran besteht aus einer Doppelschicht aus Phospholipiden, wie
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylglycerol und Cardiolipin, sowie Proteinen (Ruiz et al.,
2006). Die aufllere Membran, welche aus Lipopolysacchariden (LPS) und Phospholipiden
besteht, stellt eine ungewohnliche Art der Membran dar. Im Vergleich zur inneren Membran
ist sie starker mit Phosphatidylethanolamin angereichert (Lugtenberg & Peters, 1976). LPS,
welches haufig zur Simulation systemischer Infektionen oder Sepsis im Mausmodell
verwendet wird, besteht aus einem Kern-Oligosaccharid, Lipid A und einem O-antigen
Polysaccharid (Ruiz et al., 2006). LPS kann durch Oberflachenrezeptoren bestimmter
Immunzellen gebunden werden und fir sich allein eine Sepsis hervorrufen (Maitre et al.,
2015).
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Abbildung 1: Membranstruktur E. coli; modifiziert aus Ruiz et al. 2006 : LPS:
Lipopolisaccharid, PL: Phospholipid, OM: Aulenmembran, IM: Innenmembran
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2. Das Gerinnungssystem
Das Gerinnungssystem lasst sich in zwei unterschiedliche Gerinnungswege gliedern, die in-

trinsische und extrinsische Gerinnung, die in der Entstehung von Fibrin aus Fibrinogen in
einem gemeinsamen Weg enden. Zur Generierung eines Fibrin-Koagulats sind unterschied-
liche Gerinnungsfaktoren notwendig. Diese werden, ebenso wie Fibrinogen, in der Leber
produziert (Zhou et al., 2016). Durch sequentielle proteolytische Reaktionen kommt es
schlieBlich zur Umwandlung von Prothrombin zu Thrombin, das letztendlich zur Entstehung
des unldslichen Fibrins fuhrt (Ito et al., 2014). Dieses wird durch Faktor XlII polymerisiert.
Das intrinsische Gerinnungsmodell wird vor allem zur Erhebung von Gerinnungsmesswerten
verwendet. Das extrinsische System hingegen beschreibt den physiologischen Ablauf der
Gerinnung in einem biologischen Organismus und somit auch im Menschen. Bei der

Entstehung eines GefalRdefekts kann Tissue Factor (TF), der subendothelial exprimiert wird,



mit Faktor VIl aus dem Plasma einen Komplex bilden, der die Initiierung der Fibrinbildung
bewirkt (Rettig et al., 2015). Ziel dabei ist, den Blutverlust wahrend einer Gewebsschadigung

moglichst gering zu halten und diesen letztlich zu stoppen (Cimmino et al. 2015).

2.1. TF als entscheidender Initiator der extrinsischen Blutgerinnung
TF stellt den bestimmenden Initiator der physiologischen Blutgerinnung dar. Das Protein

gehort zu den Klasse Il Zytokinrezeptoren und besteht aus drei Domanen: der
extrazellularen, Membran-spannenden und zytoplasmatischen Doméane. Die extrazellulare
Domane, welche Faktor Vlla bindet, besteht aus zwei Fibronektin Typ IIl Domanen (Nuzzio
et al.,, 2016). Zusammen mit Faktor VIl aktiviert TF Faktor X proteolytisch zu Faktor Xa
(Mackman et al., 2004; Nuzzio et al., 2016). Faktor Xa bildet mit Faktor V und Calcium-lonen
den sogenannten Prothrombinasekomplex, der Prothrombin in Thrombin spaltet. Fibrinogen
wird durch Thrombin zu Fibrin konvertiert (Mackman et al., 2004).

Generell wird TF v.a. in bestimmten Gewebezellen exprimiert. z.B. in glatten Gefal3-
muskelzellen und Fibroblasten, in Kardiomyozyten, sowie in intestinalen, bronchiolaren und
alveolaren Epithelzellen der Lunge (Luther et al., 2000; Mackman et al., 2004; Thaler et al.,
2013).

Des Weiteren wurde auch das intravaskuldre Vorkommen von TF beschrieben. So bewirkt
eine Stimulation inflammatorischer Monozyten durch LPS eine erhdhte Produktion von TF
(Mackman, 1997). Dieses wird an die Zelloberflache transportiert und durch Decryptierung
aktiv (Engelmann & Massberg, 2013; Monroe & Key, 2007). Zudem ist bekannt, dass
Krebszellen Mikropartikel freisetzten, die ebenfalls TF enthalten. In Thrombozyten wurde es
in physiologischer Form detektiert (Nuzzio et al., 2016;).

TF tritt auRerdem in einer frei im Plasma l6slichen Form auf, die durch alternatives Splicing
entsteht und welchem eine transmembrane Domane fehlt (Bogdanov et al., 2006).

Zusatzlich zur Auslosung der Koagulationskaskade kann TF eine Rolle bei gewissen
Signaltransduktionswegen spielen, z.B. bei der Metastasierung von Krebszellen, der
Angiogenese wahrend eines karzinogenen Prozess und generell bei inflammatorischen
Prozessen (Belting et al., 2005; Monroe & Key, 2007).

2.2. Die Entstehung von Fibrin aus Fibrinogen
Fibrinogen spielt als eines der haufigsten im Blut vorkommenden Proteine eine wichtige

Rolle in zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen, beispielsweise bei der
Blutgerinnung oder bei Entztindungen und Verletzungen der Gefallwand (Rettig et al., 2015).
Fibrinogen ist ein 349 kDa groRes Protein, das eine sehr komplexe Struktur besitzt. Es
besteht aus zwei identischen Untereinheiten, die jeweils aus drei verschiedenen Ketten
bestehen: der a-, B- und y-Kette (Medved et al., 2009). Fibrinogen weist mehrere
Bindungsstellen auf, die nach der Polymerisierung von Fibrinogen zu Fibrin exponiert werden

(Riedel et al., 2011). Die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin geschieht mit Hilfe von

R



Thrombin, das an der zentralen Region des Fibrinogen bindet und die Abspaltung zweier
kurzer Peptide, Peptid A und Peptid B (Zhou et al., 2016), die jeweils an den Enden der o-
und B-Kette lokalisiert sind, katalysiert (Blomback, 1996). Wahrend des Vorgangs wird
zunachst Fibrinopeptid A abgespalten und im Anschluss Fibrinopeptid B, welches die
Polymerisierung beschleunigt (Weisel et al. 1993). Nach Abspaltung der Fibrinopeptide
erfolgt die Bildung von 2-Strang-Fibrin-Oligomeren, die sich durch lipophile Interaktionen zu
Protofibrillen formen. Diese werden zu Fasern verpackt, die letztlich durch Verzweigung zu
einem stabilen Fibrinnetzwerk werden. Hierbei spielen Kalzium und Faktor Xllla als

Transglutaminase eine wichtige Rolle (Weisel et al., 2013).

3. Das intravaskulare Immunsystem

3.1. Die Leber als Immunorgan

Die Leber ist die grofte Drise des Korpers und besteht zu 70 bis 85 % aus Hepatozyten
(Zhou et al., 2016). Des Weiteren nehmen Endothelzellen mit 50 %, Kupfferzellen mit 20 %,
Lymphozyten mit 25 % und Gallenepithelzellen den groten Teil der restlichen Zellen ein
(Racanelli et al., 2006). Somit stellen ein erheblichen Teil der Nicht-Hepatozyten
Immunzellen dar. Zusatzlich ist die Leber mit ihrem grofden Netzwerk aus Lebersinusoiden
ein besonders gut durchblutetes Organ, das Uber zwei Kreislaufe — das Portal-Venen-
System, das der Leber vendses Blut aus dem Gastro-Intestinaltrakt zuflhrt, und das
arterielle System (ber die Bauchaorta — versorgt wird. Uber die Zentralvenen wird das Blut
nach der Passage durch die Sinusoide abtransportiert (Racanelli et al., 2006). 30 % des
gesamten Blutvolumens flieRen pro Minute durch die Leber (Sheth et al., 2001). Auf Grund
der anatomischen Struktur der Sinusoide wird durch eine geringere Flussgeschwindigkeit die
Adherens der Immunzellen erleichtert (Geissmann et al., 2005; Racanelli et al., 2006). Die
Leber vermittelt sowohl angeborene, als auch adaptive Immunantworten. Im Folgenden
werden die unterschiedlichen Immunzellen, welche wichtig fur die Immunantwort auf
systemische Infektionen in der Leber und im Rahmen der vorliegenden Arbeit von

Bedeutung sind.

3.1.1. Kupfferzellen
Kupfferzellen stellen die groRte Population an organstandigen Makrophagen im gesamten

Koérper dar (Mackay, 2002). Durch bakterielle Stimulation, beispielsweise Uber LPS,
sezernieren sie IL-10 (Interleukin 10), welches die Aktivitdt von T-Zellen hemmen kann und
somit eine gewisse Immuntoleranz gegenlber Mikroorganismen, vor allem aus dem
intestinalen System, bewirkt (Knoll et al., 1995). Jedoch kénnen Kupfferzellen auch durch die
Produktion von IL-18 und IL-12 die Differenzierung von Naturliche Killer Zellen (NK- Zellen)
(Zhou et al., 2016) und die Aktivierung von Naturliche Killer T-Zellen (NKT-Zellen) (Brennan

et al., 2013) vermitteln. Zusatzlich erhéhen die von ihnen produzierten Zytokine wie IL-1, IL-



6, TNF-a (Tumornekrose Faktor-a) und Leukotriene die antimikrobielle Aktivitat von
neutrophilen Granulozyten. Letztere sind in der Lage extrazellulare Bakterien, die an
Kupfferzellen gebunden haben, zu téten und selbst Zytokine, die CD4* und CD8" T-Zellen
aktivieren, zu produzieren (Gregory et al., 1998). Somit stellen Kupfferzellen insbesondere

im angeborenen Immunsystem der Leber eine besonders wichtige Komponente dar.

3.1.2. Dendritische Zellen
Dendritische Zellen kommen in der Leber, zumeist als unreife Zellen vor (Lau et al., 2003)

und entspringen aus dem Knochenmark (Valdivia et al., 1993). Sie sind haufig um die
Zentralvene lokalisiert (Prickett et al., 1988) und dafir verantwortlich, Antigene aufzufangen
und weiter zu verarbeiten (Racanelli et al., 2006). Sie transportieren die Antigene in das
lymphatische Gewebe wie den Lymphknoten. Hier kénnen sie Antigen-spezifische naive

Lymphozyten aktivieren, die dann in den Blutkreislauf eintreten.

3.1.3. Lymphozyten
Einen GroRteil der in der Leber standigen Lymphozyten sind T-Lymphozyten. Diese untertei-

len sich in konventionelle, wie CD4* und CD8" T-Zellen, und unkonventionelle T-Lym-
phozyten, beispielsweise NKT-Zellen und andere T-Zellen. NK-Zellen und B-Zellen stellen

einen geringeren Anteil der Lymphozyten in der Leber dar (Racanelli et al., 2006).

3.1.4. B-Zellen
Uber die Funktion der B-Zellen in der Leber ist aktuell noch relativ wenig bekannt. B-Zellen

werden hauptsachlich in Lymphknoten, der Milz, den Tonsillen und Mucosa-assoziiertem
Gewebe differenziert und aktiviert (Burrows et al., 1997). Jedoch kdénnen sie ebenfalls in
sogenannten ektopen Zentren, wie der Lunge oder dem Thymus, aktiviert werden. Daher
kann davon ausgegangen werden, dass die Leber beispielsweise wahrend einer Infektion mit
dem Hepatitis C Virus (HCV) ebenfalls ein derartiges Zentrum bilden kann und die B-Zellen

dadurch stimuliert werden, Antikdrper zu produzieren (Racanelli et a., 2006).

3.1.5. CD4 und CD8 positive T-Zellen
Die konventionellen T-Zellpopulationen CD4+ und CD8+ T-Zellen besitzen af-T-Zell-Rezep-

toren, die von MHC-Molekilen der Klasse | und Il prasentierte Antigene erkennen und
binden. In der Leber sind dabei mehr CD8+ als CD4+ Zellen zu finden. Diese sind als

Effektorzellen von wichtiger Bedeutung fiir die Immunabwehr von Viren und Bakterien.

3.1.6. NKT-Zellen
Die NKT-Zellen stellen eine spezialisierte Subpopulation der T-Lymphozyten dar. In ihnen

sind sowohl angeborene als auch adaptive Mechanismen der Immunantwort kombiniert
(Brennan et al.,, 2013). Man geht davon aus, dass sie insbesondere durch angeborene
Mechanismen aktiviert werden und als Effektor der adaptiven Immunantwort fungieren

kdénnen (Cohen et al., 2013). NKT-Zellen benutzen ihren T-Zell-Rezeptor zur Erkennung von,
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durch CD1d prasentierten, Antigenen (Bendelac et al., 1995; Brennan et al., 2013; Carnaud
et al., 1999). Sie exprimieren sowohl aB-T-Zell-Rezeptoren als auch NK-Zell-Rezeptoren
(Naturliche Killer-Zell-Rezeptoren) (Godfrey & Kronenberg, 2004; Kronenberg, 2005). NKT-
Zellen werden als Zellen definiert, die fast immer eine unveranderte Va14-Ja18 a-Ketten-
Konstellation des TCR (T-Zell-Rezeptor) und eine hohe Reaktivitat auf das Glykosphingolipid
a-Galaktosylceramid besitzen (Kronenberg, 2005). Bisher konnte gezeigt werden, dass sie
sowohl protektive als auch schadliche Einflisse in unterschiedlichen Erkrankungen nehmen
kénnen und eine wichtige Rolle in der Modulation und Regulation der Immunantwort spielen.
Sie vermitteln Antworten auf mikrobielle (Brigl et al., 2010; Tupin et al., 2007) und virale
Infektionen (Paget et al., 2011). AuRerdem kdnnen sie Autoimmunerkrankungen (Novak &
Lehuen, 2011), Allergien (Brennan et al., 2013) und onkologische Erkrankungen (Vivier et
al., 2012) induzieren.

NKT-Zellen sind bislang vor allem in der Maus erforscht worden, da sie im Menschen
lediglich 0,1-0,2 % der gesamten T-Lymphozyten im Blut ausmachen und daher schwer zu
isolieren und identifizieren sind (Montoya et al., 2007). In Mausen finden sich NKT-Zellen in
der Leber (20 bis 30 % aller Lymphozyten) und Milz (1 bis 2% aller Lymphozyten) sowie der
Haut, dem Knochenmark und dem Gastrointestinaltrakt (Benlagha et al., 2000; Doisne et al.,
2009; Matsuda et al., 2000). Im Vergleich zu Mausen konnte beim Menschen keine erhéhte
Akkumulation der NKT-Zellen in der Leber gefunden werden (Kenna et al., 2003; Kita et al.,
2002), dafir jedoch im Omentum, wo sie 10 % der gesamten T-Zellen ausmachen (Lynch et
al., 2009). AuRerdem wurde eine erniedrigte Anzahl der Zellen im Blut von Autoimmun- und
Krebs-Patienten festgestellt (Berzins et al., 2011).

NKT-Zellen reifen im Thymus heran. Hier entstehen sie aus dem gleichen Pool an Vorlaufer-
zellen wie die T-Zellen (Godfrey et al., 2007). Die Entstehung wie auch das Uberleben der
NKT-Zellen ist durch positive Selektion geregelt. Doppelt positive T-Zellen produzieren
kérpereigene Lipid-Antigene, die von den NKT-Zellen erkannt werden und diese stimulieren
(Bendelac, 1995). Dieser Prozess ist jedoch nur durch die Expression von TCR mdglich,
welcher die Lipide erkennt. Zudem ist dieser Rezeptor fir die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren (Erg1 und Erg2) notwendig, die letztendlich zur Bildung von PLZF
(promyelocytic leukaemia zinc finger protein) fuhren — einem Transkriptionsfaktor, der als
,master-Regulator” fur die Effektor-Funktion der NKTs gilt (Kovalovsky et al., 2008; Seiler et
al., 2012).

Im Thymus entstehen drei unterschiedliche Subpopulationen der NKT-Zellen. Die Tu1-
artigen NKT-Zellen, die hauptsachlich in der Leber und Milz vorkommen, die Tn2-artigen
NKT-Zellen, die insbesondere in der Lunge sowie im Intestinaltrakt zu finden sind, und die
Th17-artigen NKT-Zellen (Brennan et al., 2013). Die einzelnen Zellpopulationen zeichnen

sich durch Unterschiede in ihrer Funktion aus.



3.1.6.a Rolle der NKT-Zellen in bakteriellen Erkrankungen
Es wurde bereits gezeigt, dass NKT-Zellen in diversen bakteriellen Infektionen eine wichtige

Rolle spielen (Brigl et al., 2011; Kinjo et al., 2011). Unter anderem nehmen sie eine
entscheidende Bedeutung bei Infektionen der Lunge von Mausen mit Strepptococcus
pneumoniae ein. Das Uberleben NKT-defizienter Tiere, welche mit diesen Bakterien infiziert
worden waren, war deutlich herabgesetzt und die durch die KBE-Analyse bestimmte
Bakterienlast erhoht (Kawakami et al., 2003). Daraus lasst sich ableiten, dass die Zellen
einen wichtigen Einfluss auf die Abwehr von grampositiven Bakterien ausiben. NKT-Zellen
kénnen des Weiteren durch mycobakterielle Antigene aktiviert werden (Fischer et al., 2004).
Aullerdem zeigte sich, dass die Infektion mit Borrelia burgdorferi (Kinjo et al., 2006) und
Sphingomonas (Kinjo et al., 2005) eine Aktivierung von NKT-Zellen bewirkt und die
Clearance beider Bakterien aus der Leber bei NKT-Defizienz verringert ist (Kuma et al.,
2000). Somit nehmen NKT-Zellen in der Abwehr gegen eine Vielzahl unterschiedlicher
Bakterien einen hohen Stellenwert ein - und das ganz unabhangig von ihrer

Membranzusammensetzung.

3.1.6.b Aktivierung der NKT-Zellen
NKT-Zellen erkennen mit Hilfe von CD1d (Bendelac et al., 1995; Carnaud et al., 1999;

Kronenberg, 2005) prasentierte, nicht-peptidische Molekile wie Glykolipide und
Phospholipide. CD1d ist ein Mitglied der MHC-Klasse-I-Molekule (Brennan et al., 2013). Es
wurden bereits zahlreiche Antigene ermittelt, die an CD1d binden und NKT-Zellen
stimulieren. Dazu gehodren die Sphingolipide, das ao-Galactosylceramid, das a-
Galacturonosylceramid (von Sphingomonas spp.) (Wu et al., 2006), kérpereigene Antigene,
wie Isoglobotrihexosylceramid (Kawano et al., 1997) und 3-O-Sulfogalactosylceramind
(Zajonc et al., 2005), die Glycerolipide BbGL2c und BbGL2f (Borellia Burgdorferi) (Wang et
al., 2010) sowie Cardiolipin (Dieudé et al., 2011).

Die NKT-Aktivierung erfolgt durch Antigen prasentierende Zellen, beispielsweise
Kupfferzellen oder dendritische Zellen, welche CD1d exprimieren. Die prasentierten Antigene
binden an den TCR der NKT-Zellen. Zusatzlich wirken die Zytokine, vor allem IL-12
stimulierend auf die NKT-Zelle. In aktivierter Form sind NKT-Zellen in der Lage durch die
Ausschuttung einer groflen Menge an IL-4 oder Interferon-y (INF-y) (Bendelac et al., 1997;
Exley et al., 1998) entweder die proinflammatorische (INF-y und TNF-a) oder die
antiinflammatorische (IL-4, IL-10 und IL-13) Achse der adaptiven Immunantwort zu aktivieren
(Racanelli & Rehermann, 2006). Des Weiteren sind NKT-Zellen in der Lage neutrophile
Granulozyten zu rekrutieren (Kawakami et al., 2003; Nieuwenhuis et al., 2002) und die
Aktivierung und Regulation der M1 bzw. der M2 Polarisation von Makrophagen zu steuern
(Kim et al., 2008).
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3.2. Angeborenes Immunsystem bei systemischen Infektionen
Das angeborene Immunsystem spielt eine wichtige Rolle bei der frihen Abwehr gegen

Pathogene. Hierzu gehdéren u.a. das Komplementsystem, sowie verschiedene von
myeoloiden Immunzellen vermittelte Immunantwort. (Engelmann & Massberg, 2013; Gao et
al., 2008; Massberg et al., 2010).

3.2.1. Das Komplementsystem
Das Komplementsystem vermittelt die direkte Lyse von Pathogenen sowie die Rekrutierung

von Immunzellen, zum Beispiel von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen. Das
Komplementsystem kann durch drei unterschiedliche, miteinander in Zusammenhang
stehende, Mechanismen aktiv werden (Rettig et al., 2015): den klassischen, den alternativen
und den Lektin-Weg, die alle drei in der Bildung der C3b-Konvertase (Komplementfaktor-3b-
Konvertase) enden (Atkinson, 2015). Die C3b-Konvertase kann C5 (Komplementfaktor 5) in
Cba und C5b spalten (Ricklin et al., 2010). Der klassische Weg ist Antikérper-abhangig. Die
Untereinheit C1q bindet an einen Antigen gebundenen Antikérper (Beutler, 2004), darauf
folgt die proteolytische Aktivierung der Komplementproteine C2-C5. Das aktivierte C5b-
Fragment bildet mit C6-C9 den sogenannten Membrane Attack Complex (MAC), der eine
Lyse der Mikroorganismen durch Bildung von Poren hervorruft (Ricklin et al., 2010). Der
alternative Weg hingegen ist Antikdrper-unabhangig und startet mit der kovalenten Bindung
von C3b an ein Pathogen. Diese Bindung kann sowohl die Porenbildung, durch die
Rekruitierung von C5 und des MAC, als auch die Phagozytose, Uber die Bindung des CR1
(Komplementrezeptor 1) an Makrophagen, auslésen. Durch die Bindung an mannosereiche
bakterielle Polysaccharide ist der Lektin-Weg in der Lage, den klassischen Weg anstelle von
C1q zu aktivieren (Smith et al., 1999).

3.2.2. Zellen der angeborenen Immunantwort
Die Aktivierung der Zellen des angeborenen Immunsystems geschieht im Falle einer Infek-

tion durch die Erkennung bestimmter molekularer Strukturen, der sog. Pathogen-assoziierten
molekularen Muster (PAMP). Zu diesen gehoéren beispielsweise Proteoglykane (PG) und
Lipopolysaccharide (LPS), Lipoteichonsauren (LTA) und Mannane, Glykane, bakterielle DNA
sowie doppelstrangige RNA (Medzhitov et al.,, 2000). Zellen wie Monozyten und
Makrophagen, dendritische Zellen und Neutrophile besitzen sogenannte Pattern-
Recognition-Rezeptoren (PRR), welche PAMPs erkennen kdnnen (Medzhitov et al., 1997a).
Zu den PRRs zahlt auch die Familie der Toll-artigen Rezeptoren (TLR) wie der TLR4, die
insbesondere in der Erkennung von LPS, das hauptsachlich in gramnegativen Bakterien zu
finden ist, eine wichtige Rolle spielen. Die Erkennung geschieht jedoch durch eine indirekte
Bindung Gber CD14, unter Vermittlung von MD-2 (Guha et al., 2001; Medzhitov et al., 2000).
Nach Bindung der Pathogene an die PRRs reagieren die Zellen mit einer Ausschuttung von

Zytokinen und Chemokinen sowie von anti-mikrobiellen Peptiden (Medzhitov et al., 1997b)
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und aktivieren damit den Kampf gegen die Pathogene Uber die Rekrutierung und Aktivierung

angeborener und adaptiver Immunzellen.

3.2.2.a. Monozyten und Makrophagen
Monozyten und Makrophagen gehéren zu den mononukledren Phagozyten (Adams, 1976).

Als Teil der angeborenen Immunantwort nehmen sie eine entscheidende Rolle in der Abwehr
gegen mikrobielle Infektionen ein (Saha et al., 2011; Serbina et al., 2008). lhr Ursprung liegt
in der gemeinsamen Vorlauferzelle der myelozytdren und monozytaren Reihe im
Knochenmark (Imhof et al., 2004; van Furth et al., 1968). Nach dem Durchlaufen der
dortigen Entwicklungsreihe werden die Monozyten in den Blutkreislauf freigesetzt, wo sie
beim Menschen ca. 10 % der gesamten Leukozyten ausmachen (Auffrayet al., 2009). Bei
der Maus hingegen sind es 4 % (Swirski et al., 2009).

Monozyten kdnnen nach ihrer Morphologie und Funktion in unterschiedliche Subgruppen
unterteilt werden (Auffray et al., 2009). Beim Menschen ist die Einteilung abhangig von der
Expression der Oberflachenmarker CD14 und CD16 (Passlick et al., 1989). Sie lassen sich
in die klassischen (CD14++CD16-), intermediaren (CD14++CD16+) und nicht klassischen
Monozyten (CD14+CD16++) einteilen (Ziegler-Heitbrock, 2007; Ziegler-Heitbrock et al.,
2010). Bei der Maus gibt es lediglich zwei Subpopulationen: die inflammatorischen und die
patrouillierenden Monozyten. Diese Einteilung ist ebenfalls abhangig von der Expression
bestimmter Oberflachenmarker. Inflammatorische Monozyten exprimieren CD11b, Ly6C und
CCR2 in hoher Menge, CX3CR1 dagegen nur in geringer Menge (Geissmann et al., 2003).
Sie werden insbesondere bei entzindlichen Prozessen schnell rekrutiert (Serbina et al.,
2008), wobei ihre Halbwertszeit im Blut lediglich 20 Stunden betragt (van Furth & Cohn,
1968). Aus ihnen kdnnen die patrouillierenden Monozyten entstehen, die sich durch die hohe
Expression von CD11b und CX3CR1 und die niedrige Expression von Ly6C und CCR2
auszeichnen (Abb. 2) (Geissmann et al., 2003). Ihre Halbwertszeit im Blut betragt 5 Tage
(Ginhoux et al., 2014). Die patrouillierenden Monozyten sind sowohl am Prozess der
Angiogenese (Carlin et al., 2013) als auch bei Autoimmunerkrankungen beteiligt (Santiago-
Raber et al., 2009).
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Trotz der Tatsache, dass sich die Oberflachenmarker zwischen menschlichen und murinen
Zellen unterscheiden, stimmen ihre Funktionen in groRen Teilen Uberein. Die klassische
Monozytenpopulation des Menschen ahneln den inflammatorischen Monozyten der Maus
und die murinen, patrouillierenden Monozyten dhneln den nicht-klassischen Monozyten des
Menschen. Inflammatorische Monozyten extravasieren in infizietes Gewebe und
differenzieren zu Makrophagen oder dendritischen Zellen (Adams, 1976; Ginhoux et al.,
2014; Imhof et al., 2004; Saha et al. 2011). Makrophagen sind in der Lage,
Zellwandbestandteile  von  Mikroorganismen mit Hilfe eines endozytotischen
Mustererkennungsrezeptors z.B. des Makrophagen-Mannose-Rezeptors, zu binden. Durch
die Fusion mit Lysosomen werden die Mikroorganismen innerhalb der Zelle zerstort (Adams,
1976) und zu Antigenen prozessiert, die Uber das Endoplasmatische Retikulum (ER) an die
Zelloberflache transportiert werden und hier tber MHC-Molekile der Klasse Il an andere
Immunzellen wie T-Lymphozyten prasentiert werden (Medzhitov et al., 2000). An dieser
Stelle beginnt die Aktivierung des adaptiven Immunsystems.

Monozyten erkennen zudem Pathogene uber den PRR, welche PAMPs binden.
Darauffolgend werden Proteine, beispielsweise LAF (Lymphozyten aktivierender Faktor) und

IL-1 (Nelson, 1981), die unter anderem Lymphozyten aktivieren kdnnen, antimikrobielle

12



Peptide oder Zyto- und Chemokine wie z.B. IL-1, IL-6 und IL-12 (Medzhitov et al., 2000)

sezerniert.

3.2.2.b.  Neutrophile Granulozyten
Neutrophile Granulozyten stammen von der myelozytaren Vorlauferzell-Reihe ab. Sie ent-

stehen und differenzieren im Knochenmark zu neutrophilen Granulozyten und werden
anschlielend ins Blut freigesetzt. Dort bilden sie beim Menschen 50-70% der Leukozyten
(Pillay et al., 2010), bei der Maus jedoch lediglich 10-20 % der Leukozyten (Galli et al.,
2011). Neutrophile Granulozyten werden bei Infektionen eher schnell rekrutiert und
adhéarieren nach langsamem Rollen an das Endothel von Venolen und Sinusoiden. Dies
geschieht tUber die Interaktion der E- und P-Selektin-Liganden der neutrophilen Granulozyten
und der Endothelzellen (McEver, 2002; Vestweber et al., 1999), die zuvor durch
inflammatorische Prozesse aktiviert werden (Ley et al., 2007). Die feste Adhasion der Zellen
an der GefalRwand wird durch leukozytares (2-Integrin und durch sogenanntes intercellular
adhesion molecule ICAM-1 und -2 und VCAM-1 vermittelt (Ley et al., 2007). Nach der
Adhasion koénnen neutrophile Granulozyten tber PECAM-1 und MAC-1 in das Gewebe
extravasieren (Ley et al., 2007) und hier Uber Phagozytose opsonierte Fremdkorper
aufnehmen (Lee et al., 2003). Auflerdem sind sie in der Lage, Pathogene durch
Degranulation und die Bildung sog. Neutrophil Extracellular Traps (NETs) direkt zu
eliminieren (Van Kessel et al., 2014).

Neutrophile Granulozyten besitzen zwei Typen von Granula, die Lysozyme enthalten: die
Peroxidase-positiven Granula, welche Myeoloperoxidase, Elastase und Defensine enthalten
und die Peroxidase-negativen Granula, welche Gelatinase und Lactoferrin aufweisen (Abb.
3) (Borregaard et al., 1997; Hager et al., 2010). Besonders die Peroxidase-positiven Granula
zeichnen sich durch ihren mikrobiziden Effekt aus.

Des Weiteren sind im Zusammenhang des primaren, antimikrobiellen Effekts der
neutrophilen Granulozyten, die NETs zu erwahnen, die u.a. durch Interaktion der

neutrophilen Granulozyten mit LPS-aktivierten Thrombozyten entstehen (Hickey et al., 2009).
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NETs bestehen aus Chromatin und diversen Proteinen, die aus Peroxidase-positiven und
Peroxidase-negativen Granula stammen, wie Defensine, Myeloperoxidase, Cathepsin G und
Lactoferrin. Sie enthalten jedoch kein Aktin, Tubulin, Annexin | oder andere Proteine aus
dem Zytoplasma (Brinkmann et al., 2004; Fuchs et al., 2007). AuRerdem wurde gezeigt,
dass NETs eine hohe Menge an DNA enthalten. Durch Behandlung mit DNAse und Histon-
Antikérpern kann eine Desintegration der NETs erzielt werden (Brinkmann et al., 2004). Es
konnte gezeigt werden, dass NETs Bakterien einfangen und diese nicht nur durch die in den
NETs sezernierten antimikrobiellen Proteine sondern auch uber ihre fibrése Struktur téten

kdénnen (Brinkmann et al., 2004).
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Abbildung 3: Antibakterielle "Waffen" der neutrophilen Granulozyten * BPI elastase: permeability-increasing
protein elastase, C3b: Komplementfaktor 3b, IgG: Immunglobulin, FcyR: Fc-Gamma-Rezeptor, MAC1:
Makrophagen-1-Antigen, NADPH: Nicotinamidadenindinukleotidphosphat; modifiziert aus Hickey et al., 2009
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4. Zusammenhange zwischen der angeborenen Immunantwort und

dem Gerinnungssystem
Eine Reihe von Beobachtungen zeigten, dass Inflammation und Koagulation miteinander

verbunden sind. Es ist bekannt, dass beispielsweise wahrend einer viralen Infektion die
Konzentration der Gerinnungsfaktoren im Blut ansteigt (Lee et al., 2003). Zudem konnte eine
de Novo-Synthese von TF in Leukozyten beobachtet werden, wenn diese durch
inflammatorische Zytogene oder LPS aktiviert worden waren (Darbousset et al., 2012; Rivers
et al., 1975). Auch kann eine Aktivierung des Komplementsystems vermehrt zur Expression
negativ geladener Phospholipide in der Plasmamembran flhren, die eine erhéhte Aktivierung
der Gerinnungskaskade bewirkt (Bevers et al., 1997; Sim et al., 1989).

Auch Thrombozyten, deren Funktion bislang vorwiegend wahrend der Blutstillung erforscht
wurde, spielen eine wichtige Rolle bei Infektionen (Hickey et al., 2009).

Dartber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen zu

einem erhdhten Bakteriensterben flhrt (Prasad et al., 2015).

4.1. Komplementsystem und Gerinnung
Das Komplementsystem wurde als wichtiger Aktivator der Blutgerinnung wahrend der

systemischen Infektion und Sepsis identifiziert (Zhao et al. 2015). Wahrend der Zirkulation
der Pathogene im Blut stellt es einen bedeutenden Stimulator der Fibrinbildung und der
damit verbunden Verhinderung der weiteren Ausbreitung von Pathogenen dar (Markiewski et
al., 2007). Der Komplementfaktor C5a ist in der Lage, die prokoagulatorische Aktivitat zu
stimulieren und die Fibrinolyse zu hemmen, da durch ihn die Expression von TF und
Plaminogenaktivatorinhibitor 1 (PAI-1) vermittelt wird (Ritis et al., 2006). Dies geschieht
durch die Bindung von C5a an Cb5a-Rezeptoren, die auf Leukozyten wie neutrophilen
Granulozyten und Monozyten exprimiert sind. Diese konnen Uber C5aR, sofern C5a als
Chemokin wirkt, angelockt werden oder zur Produktion von TF stimuliert werden (Ritis et al.,
2006,). Des Weiteren ist die Mannose-bindende-Lektin-assoziierte Serinprotease-2 in der
Lage, die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin zu erleichtern und damit die
Gerinnungsaktivitdt zu stimulieren (Krarup et al.,, 2007). Zuséatzlich erhéhen
Gerinnungsfaktoren die Produktion von Cb5a, welcher wiederum die Gerinnungsaktivitat
erhoht (Ghebrehiwet et al., 1981; Huber-Lang et al., 2006, Subramaniam et al., 2017).

4.2. Thrombozyten und Gerinnung
Thrombozyten sind ebenfalls an der Verbindung zwischen Immunsystem und Koagulation

beteiligt. Zusatzlich zur Aktivierung des extrinsischen Gerinnungswegs Uber Faktor XIl, die
durch die Ausschuttung von Polyphosphaten aus Thrombozyten aktiviert wird, spielen sie
eine wichtige Rolle in der Aktivierung von TF durch die Freisetzung von Proteindisulfid-
Isomerase (Reinhardt, 2008). Wahrend der Inflammation werden Zytokine wie IL-6

freigesetzt, die nicht nur die Produktion von Thrombozyten erhéhen, sondern auch die
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prothrombotische Potenz der Thrombozyten (Burstein, 1997). Thrombozyten selbst sind in
der Lage, bakterielle Wandstrukturen beziehungsweise PAMP mit Hilfe ihrer TLRs zu
erkennen, wodurch sie unter anderem aktiviert werden (Aslam et al., 2006; Shiraki et al.,
2004). Durch die Produktion von Interleukinen und Chemokinen (Yeaman, 2010) melden sie
dem Immunsystem die Gefahr einer Infektion und aktivieren und rekrutieren Leukozyten
(Buttrum et al., 1993; McEver, 2001). AuRerdem sind sie in der Lage, die Bildung von NETs
zu stimulieren. Sie koénnen selbst antimikrobielle Peptide freisetzen und das
Komplementsystem aktivieren (Engelmann & Massberg, 2013; Gando et al., 2015). Aufgrund
dieser Mechanismen wird wahrend einer Infektion auf unterschiedliche Art und Weise die
Entstehung von Thrombosen stimuliert. Dies kann bis zur Entgleisung des Gleichgewichts

zwischen Gerinnung und Fibrinolyse und somit zur DIG fuhren.

4.3. Monozyten und neutrophile Granulozyten als Verbindung zwischen
Immunsystem und Koagulation

4.3.1. Monozyten und Koagulation
Monozyten werden wahrend einer Infektion zusammen mit neutrophilen Granulozyten

besonders schnell rekrutiert und stellen daher eine wichtige Komponente der Immunantwort
dar. Monozyten besitzen die Fahigkeit, TF zu synthetisieren und auf ihrer Zelloberflache zu
exprimieren (Giesen, 1999; Muller et al., 2003; Rivers et al., 1975).

4.3.2. Neutrophile Granulozyten und Koagulation
Die in den NETs enthaltene, neutrophile Elastase ist in der Lage, die Gerinnungskaskade

durch die Spaltung von TFPI zu aktivieren. Die proteolytische Aktivitdt der neutrophilen
Elastase wird durch die extrazellularen Nukleosomen in den NETs erhoéht (Massberg et al.,
2010). Daruberhinaus wurde gezeigt, dass NETs auch die Bildung von Faktor Xlla
stimulieren (Bruhl et al., 2012). Somit sind Neutrophile von besonderer Bedeutung flr die

Propagation von Thrombosen (Pfeiler et al., 2017).

4.4. Immunothrombose — Eine Hypothese
Der Mechanismus der Immunothrombose vermittelt eine Verbindung zwischen der

Immunantwort und der intravaskuldren Bildung von Fibrin. Die Aktivierung von myeoloiden
Immunzellen und des Komplementsystems, die unter anderem durch die Bindung von
PAMPs und DAMPs geschieht (Ito, 2014), kann eine Stimulation der Gerinnungskaskade
initiieren, die letztendlich zur Bildung von Fibrin fihren kann.

Erste Erkenntnisse, auf die sich die Hypothese stltzt, zeigen, dass inflammatorische
Monozyten TF exprimieren konnen und so prokoagulatorisch wirksam sind. Die Wichtigkeit
neutrophiler Granulozyten und ihrer NETs wahrend der systemischen Infektion mit E. coli ist

ebenfalls gezeigt worden (Abb.4).
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4.5. Die Rolle des Fibrin im Kampf gegen Bakterien
Es gibt bereits einige Hinweise auf einen protektiven Effekt von Fibrin in Organismen bei

systemischen Infektionen (Palankar et al., 2019). Es zeigte sich beispielsweise, dass die
Ausbreitung und Extravasation von Pathogenen durch die Bildung von Fibrin verhindert wird
(Engelmann & Massberg, 2013; Massberg et al., 2010). AuRerdem erkranken Fibrinogen-
defiziente Tiere bereits vor der Geburt an Infektionen (Johnson et al., 2003) und es gibt
Hinweise, dass Fibrin als Aktivator von Immunzellen fungieren kann (Flick et al., 2004;
Szaba & Smiley, 2002).

Il. Zielsetzung

Der Ablauf der Bildung mikrovaskularer Thrombosen wurde bisher nur unzureichend
erforscht. In der vorliegenden Arbeit soll die Kinetik der Immunothrombose wahrend
systemischer Infektionen mit E. coli detailliert analysiert werden. Hierbei wird insbesondere
auf den initialen Prozess des Mechanismus eingegangen und werden potentielle

antimikrobielle Mechanismen der Fibrinbildung untersucht.

1. Identifikation der Immunzellen, welche die intravaskulare
Fibrinbildung und mikrovaskulare Thrombosen wahrend der
systemischen Infektion mit E. coli initiieren

Hierbei sollen die Zellen, welche die Bildung des Fibrins initiieren, identifiziert werden und
der Einfluss des Komplementsystems auf die Zellrekrutierung zum frihen Zeitpunkt der

systemischen Infektion analysiert werden.
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2. Charakterisierung der zeitabhangigen Rekrutierung von
Immunzellen

Hierbei soll eine Ubersicht (iber die Kinetik der am Mechanismus der Mikrothrombose

beteiligten Immunzellen gewonnen werden.

3. Interaktionen zwischen Bakterien, Fibrin-Bildung und rekrutierten
Immunzellen bei der Bildung mikrovaskularer Thrombosen

Um weitere Hinweise Uber den Vorgang der Bildung mikrovaskuldrer Thrombosen zu
erhalten sollen die Interaktionen zwischen Immunzellen, Fibrin und Bakterien untersucht

werden.

4. Mechanismen der fibrin-induzierten Elimination von Bakterien in
vivo und in vitro

Desweiteren sollen die Wirkungen von Fibrin auf das Bakterienliberleben in vivo und in vitro

wahrend des Prozesses der Immunothrombose getestet werden.
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Material

Gerate und Verbrauchsmaterialien

96-Well Platte flacher Boden
Bakterienschittler Certomat R HK

Basic orbital shaker 250

BD Facsaria lll

Cup & Pin pro

Einbettkassette fur Histologie, Unityp
Einmalspritzen 2ml, 5ml, 10ml, 20mi
ELISA Reader Dynatech MR7000
HettCube 200 Inkubator

Impfése hart

Kryoeinbettkasette

Kryostat Leica CM 1850

Klvetten Rotem

Lichtmikroskop Axiovert 100

LSM 510 Meta

Menzel Deckglaser 24x50 mm
Menzel-Glaser Superfrost

Microlance™ Kandle 30 G 1/2 0,29x13 mm
Perfusor-Spritzen

Petrischale PS leicht m. Nocken 94x16mm
pH-Meter HI 221

Photometer

Reagiergefal® 1,5 ml Easy Cap, 2 ml Easy
Cap

Rihrer MR 2002

Safety-Multifly Kaniile

Sterilbank HLB 2472

Thrombelastograph D (Roteg)
Trockenschrank T6530

Unihood Inkubationshaube 650

Vortex-Genie 2

Waage MC1 LC 620 S

Zahlkammer Neubauer Improved
Zentrifuge 5415

Zentrifugen: Rotina 35R, Universal 32,
Mikro 22R

Zentrifugenréhrchen, konisch aus
Polypropylen, 15 ml, 50 ml

Becton Dickinson (Heidelberg, D)

Braun (Melsungen, D)

IKA®-Werke GmbH & CO. KG (Staufen, D)
Becton Dickinson (Heidelberg, D)

Tem Innovations GmbH, Miinchen
Kartell Labware (Mailand, I)

Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Dynatech Laboratories (Alexandria, USA)
Hettich (Tuttlingen, D)
VWR-International (Miinchen, D)
Thermo Scientific Heraeus (Hanau, D)
Leica Biosystems (Wetzlar, D)

Tem Innovations GmbH (Miinchen, D)
Zeiss (Jena, D)

Zeiss (Jena, D)

Thermo Scientific (Braunschweig, D)
Thermo Scientific (Braunschweig, D)
Becton Dickinson (Heidelberg, D)

Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Greiner Bio-One (Kremsmiinster, O)
Hanna Instruments (Kehl a. Rhein, D)
Spectra Rainbow TECAN (Crailsheim, D)

Sarstedt (Nimbrecht, D)

Heidolph (Schwabach, D)

Sarstedt (Nimbrecht, D)

Thermo Scientific Heraeus (Hanau, D)
Pentapharm GmbH (Minchen, D)
Thermo Scientific Heraeus (Hanau, D)

UniEquip Laborgeratebau- und Vertriebs
GmbH (Planegg, D)

Bender & Hobein AG (Zurich, CH)
Sartorius (Goéttingen, D)

Brand (Wertheim, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Hettich (Tuttlingen, D)

Becton Dickinson (Heidelberg, D)

Tabelle 1: Gerdte und Verbrauchsmaterialien
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2.

Chemikalien

a-GalCer Loaded Recombinant CD1d
Tetramer

Albumin Bovine Fraction V

Ampicillin

Bacto Agar

Beriplex P/N 500

BSA (Bovines Serum Albumin)
Calciumchlorid

Dabigatranexilat

Dade® Innovin®

Deshirudin

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
E. coli probe, ATTO

EBSS-Medium Gibco™

Ethanol

Fentanyl

Fetal Bovine Serum

Fibrinogen human

Formaldehyd

Gelatine from cool water fish

Glass Beads, acid-washed
H-D-Pro-Phe-Arg-chloromethylketone
Hepes

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability
Kit

LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain Kit
Lysis Puffer

Medetomidin

Methanol

Midazolam

Mounting Medium

Mounting Medium mit DAPI

Mowiol

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat

Negative Control Recombinant CD1d
Tetramer

Paraformaldehyd

Rivaroxaban

RPMI-Medium 1640 Gibco™

S-2222

Saccharose

Saponin

Star-tem

Stop solution

Thromboplastin

Thromborel S

Tissue Plasminogen Aktivator human
Tranexamsaure

Tri-Natriumcitrat Dihydrat (TNC)

Triton X-100

Proimmune (Oxford, UK)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Becton Dickinson (Heidelberg, D)

CSL Behring (Hattersheim am Main, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Sigma (Deisenhofen, D)

Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co.
KG (Ingelheim am Rhein, D)

Siemens AG (Miinchen, D)

Canyon Pharmaceuticals AG (Basel CH)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Miacom diagnostics (Disseldorf, D)
Thermo Scientific (Braunschweig, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Rotexmedica GmbH (Trittau, D)
Thermo Scientific (Braunschweig, D)
Acris Antibodies (Herford, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Bachem (Bubendorf, CHE)

Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Thermo Scientific (Braunschweig, D)

Thermo Scientific (Braunschweig, D)
Miacom diagnostics (Disseldorf, D)
Pfizer GmbH (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Hameln Pharmaceuticals GmbH(Hameln, D)
Miacom diagnostics (Disseldorf, D)
Vector Laboratories (Eching, D)
Calbiochem (Darmstadt, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Proimmune (Oxford, UK)

Roth (Karlsruhe, D)

Santa Cruz (Heidelberg, D)

Thermo Scientific (Braunschweig, D)
Haemochrom Diagnostica (Essen, D)
Sigma (Deisenhofen, D)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

Tem International GmbH (Miinchen, D)
Miacom diagnostics (Dlsseldorf, D)
Siemens Healthcare (Marburg, D)
Hartenstein (Wirzburg, D)

Sigma (Deisenhofen, D)

Sigma (Deisenhofen, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)

Tabelle 2: Chemikalien
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3. Antikorper

Alexa Fluor Antikérper Labeling Kits,
Alexa 488, Alexa 550

Anti Pecam-1-Antikdrper (mouse
monoclonal)

Anti-B-Phycoerythrin Antikdrper (rabbit
polyclonal)

Anti-CCR2-Antikorper MC-21 (mouse
monoclonal)

Anti-CD127-Antikorper (rabbit anti mouse)

Anti-CD41-Antikorper (rat anti mouse)

Anti-CD42b-Depletionsantikorper (rat
monoclonal)

Anti-CD90.2-Antikdrper (rabbit anti
mouse)

Anti-Faktor-XII-AK (rabbit monoclonal)
Anti-Fibrin 1l B Chain-Antikbrper (mouse
monoclonal)

Anti-GFP-Antikorper Alexa Flour 488
(rabbit polyclonal)

Anti-Ly6C-Antikérper (monoclonal rat anti
mouse)
Anti-Ly6G-Antikdrper (rat anti mouse)

Anti-Mouse-Ly6G-Depletionsantikérper
(rat anti mouse, Kon 1A8)

Anti-Mouse-TCR (3 Chain (Clone H57-597
(RUQ))

Anti-Stabilin-2-Antikorper (mouse
monoclonal)

Anti-TF-Antikérper (1H1) (monoclonal
rabbit anti mouse)

Goat-anti-Mouse-Antikorper Alexa 488,
Alexa 594, 550

Goat-anti-Rabbit-Antikérper Alexa 488,
Alexa 594, Alexa 550

Goat-anti-Rat-Antikorper Alexa 488, Alexa
594, Alexa 550

Mouse IgG1 « Isotype Control
Rat IgG2a « Isotype Control

Life Technologies (Regensburg, D)

Stanta Cruz (Heidelberg, D)

Novus Biologicals (Cambridge, UK)

Prof. Dr. rer. nat. Matthias Mack, Institute for
Technical Microbiology (Mannheim, D)

eBioscience (Frankfurt am Main, D)
Abcam (Cambridge, UK)

Emfret Analytics (Wurzburg, D)

Novus Biologicals (Cambridge, UK)
Novus Biologicals (Cambridge, UK)

WAK-Chemie Medical GmbH (Steinbach, D)

Abcam (Cambridge, UK)

Abcam (Cambridge, UK)
Abcam (Cambridge, UK)

Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Novus Biologicals (Cambridge, UK)
Gentech-Roche (Rotkreuz, CH)
Life Technologies (Regensburg, D)
Life Technologies (Regensburg, D)

Life Technologies (Regensburg, D)

Becton Dickinson (Heidelberg, D)
Becton Dickinson (Heidelberg, D)

Tabelle 3: Antikorper
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4. Puffer

CaCl;

225 mg CaCl, x 2H,0
in 50 ml bidest. H,O

Ca/Hepes

10 mM Hepes
100 mM CaCl;
in bidest. H.O
pH 7,4

PBS

137 mM NaCl
8 mM NazHPO4 X 2H20
2,7 mM KCI

1,5 mM KH,PO4
in bidest. H.O
pH 7,4

LB-Agar

LB-Medium + Agar

LB-Medium

NaCl
Hefeextrakt
Trypton

Rhesus-Puffer

138 mM NaCl
2,7 mM KCI

12 mM NaHCOs3
0,4 mM NaH2PO4x2H,0
1 mM MgClz x 6H20

5 mM D(+)-Glucose
5 mM Hepes
pH 7,35

Saponin-Permeabilisierungs-/Block-

0.2 % Gelatine from cold water fish

Puffer 0.5 % BSA
0.1 % Saponin
125 mM TNC
TNC in bidest. H.O
TritonX-Permeabilisierungs-/Block- 2,5 % BSA

Puffer

0,5 % Triton

Tabelle 4: Puffer
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IV. Methoden

1. Mikrobiologische Methoden
1.1. Verwendete Bakterien
Fir die Induktion der systemischen Infektion wurden E. coli Bakterien des Stamms BL21

verwendet. Diese waren bereits mit einem GFP enthaltenden Plasmid transfiziert.

1.2. Kultivierung der Bakterien
Zur Kultivierung der E.coli wurde eine Bakterienldsung in 20% Glycerol angelegt und bei -

80°C gelagert. Diese wurde zur Inokulation der Bakterien in flissigem LB-Nahrmedium
verwendet. Dabei wurde ein Teil der Lésung in 10 ml Flassigmedium geldst und
anschlielend bei 37°C fur 12 Std. im Ruttler bei 200 Umdrehungen pro Min. inkubiert.

1.3. Vorbereitung der Bakterien fur weitere Experimente

1.3.1. LoOsung der Bakterien in PBS
Die nach der Inokulation erhaltene E. coli Kultur wurde bei 1000 x g fir 10 Min. zentrifugiert,

um ein Bakterien-Pellet zu erhalten. Nach Entfernung des Uberstands wurden die Bakterien
in 10 ml PBS resuspendiert. Diese Arbeitsschritte wurden anschlieBend zweimal wiederholt,

um eine, von LB-Nahrmedium freie, Bakterienlésung zu erhalten.

1.3.2. Keimzahlermittlung
Zur Ermittlung der Keimzahl in der E. coli L6sung wurde die optische Dichte (OD) gemessen.

Dies wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers realisiert. Bei der Belichtung einer Probe aus
der E. coli Losung mit einer Wellenlange von 600 nm entspricht die gemessene Absorption,
im Vergleich zum Leerwert des reinen Mediums (PBS), der OD. Die OD der E. coli Bakterien
in der exponentiellen Wachstumsphase liegt in einem Bereich von 0,2 bis 0,7. Dies
entspricht definitionsgemal nach standardisierten Messungen einer Menge von ca.1-2,5 x
10® KBE/ml.

2. Experimente mit Plasma

2.1. Blutentnahme

Die Blutentnahme wurde bei gesunden Probanden wie auch bei Mausen durchgefuhrt. Zur
Hemmung der Blutgerinnung wurden die Abnahmespritzen mit 12,5 mM Trinatriumcitrat
versetzt. Humane Blutproben wurden von gesunden Blutspendern, die keine
gerinnungsbeeinflussenden Medikamente eingenommen hatten, gewonnen. Die Abnahme

mittels Butterflykatheter erfolgte, nach vorausgehender Hautdesinfektion, in der Armbeuge.
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Murine Blutproben wurden durch eine kardiale Blutentnahme an der narkotisierten Maus

gewonnen. Die Abnahme erfolge in 2 bis 20 ml fassende Spritzen.

2.2. Gewinnung von Plattchen freiem Plasma (PPP)
Nach der Blutentnahme wurde sowohl humanes als auch murines Vollblut bei 190 x g fir 15

Min. bei Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert, um zellfreies, plattchenreiches Plasma
zu erhalten. Nach Absaugen des plattchenreichen Plasmas (PRPs) wurde die Probe fir 20
Min. bei Raumtemperatur mit 635 x g zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstands, des

PPP, wurde der Vorgang noch einmal wiederholt.

2.3. Invitro Fibrinbildung
Um festzustellen, ob die Bildung von Fibrin einen bakteriziden Effekt auf die Bakterien besitzt

und welche Mechanismen daran beteiligt sind, wurden zwei Modelle eingesetzt. Dabei
sollten mdglichst alle weiteren, im Blut enthaltenen Einflussfaktoren auf die Bakterien
ausgeschlossen werden. In Modell 1, wurden ausschlie3lich Fibrinogen und Thrombin zur
Generierung eines Fibrinthrombus verwendet. In Modell 2 wurden sowohl murines als auch
humanes, plattchenfreies Plasma verwendet und mit TF stimuliert. Fur einen Vergleich
wurde in beiden Modellen zur Hemmung der Fibrinbildung Hirudin in einer Konzentration von
100ug/ml als Antikoagulantium zugefligt und vor der Hinzugabe der Bakterien dem
Fibrinogen oder Plasma zugesetzt.

Um den Effekt der Fibrinolyse charakterisieren zu kdnnen, wurden direkt nach den Bakterien
150 uM Tranexamsaure, welche durch die Verhinderung der Umwandlung von Plasminogen
zu Plasmin, die Fibrinolyse hemmt, hinzugefiigt. Des Weiteren wurden nach funf- bis
achtminutiger Generierung des Thrombus, zur Verstarkung der Fibrinolyse, 10nM tPA bzw.
20 yM Plasminogen hinzugegeben. Als Kontrollexperimente wurden die Koagulate mit den
entsprechenden Vehikellosungen inkubiert.

Der Versuchsaufbau gestaltete sich wie folgt:

Modell 1: 40ul Fibrinogen (1ug/ul) + 6,4 x 108 KBE (in 200ul PBS) + 40 ul Thrombin
(100U/pl) + 40u Ca (30mM)

Modell 2 — human: 20ul PPP + 6,4 x 108 KBE (in 200ul PBS) + 40u Ca (30mM) + 20yl
Innovin (1mg/ml)

Modell 2 — murin: 20l PPP + Hirudin/Kontrollldsung + 3,2 x10® KBE (in 100ul PBS) + 40y
Ca (30mM) + 20ul Innovin (1mg/ml)
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Ausgangssubstanz | E. coli Aktivierung Inkubationszeit
Menge | Innovin CaCl [C] Thrombin
[C] [C]
Fibrinogen 6,4 x10% | - - 1420 U/ml | 30 min, 90 min
PPP human 6,4 x10® | 70 ug/ml | 34,5 ug/ml | - 30 min, 90 min
PPP murin 3,2 x108 70 pg/mi 34,5 ug/ml | - 30 min, 90 min

Tabelle 5: In vitro Fibrinbildung

Innerhalb einer Inkubationszeit von 30 bzw. 90 Min., bildet sich im Inkubator bei 37 °C, bei
100 U/Min ein fester Fibrinthrombus. Dieses wurde mit Hilfe von 15 Glaskugelchen in einem
15 ml Réhrchen auf einem Reagenzglasschittler bei maximaler Geschwindigkeit fir 5 Min.
geschuttelt und damit vollstandig homogenisiert. Aus dem homogenisierten Koagel wurde
eine Verdinnungsreihe (10" bis 107) angefertigt. Davon wurden jeweils 100 pl auf LB-
Agarplatten ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Am Folgetag wurden die KBE aus
dem homogenisierten Thrombus bestimmt.

Zuséatzlich erfolgte die visuelle Darstellung der Entstehung des Thrombus, um weitere Auf-
schliisse (ber das bakterielle Uberleben wéahrend der Fibrinbildung zu gewinnen. Die
Generierung des Koagels erfolgte jedoch hierbei nicht in Reagenzgefalen, sondern in einer

96-Well-Platte und mit teilweise Fluoreszenz markiertem Fibrinogen.

Versuchsaufbau: 40ul Fibrinogen (1ug/ul) + 40ul Fibrinogen Alexa Flour 550 (1ug/ul) + 6,4
x108 KBE (in 200ul PBS) + 40 ul Thrombin (100U/ul) + 40u Ca (30mM)

Das markierte Fibrinogen ermoglicht die Darstellung der Fibrinfaden innerhalb des
Thrombus. Um festzustellen, ob die Bakterien im Experiment lebten oder bereits tot waren,
wurde das Live/Dead-Staining Kit von ThermoFischer verwendet. Der Farbstoff SYTO® 9
farbt alle Bakterien an — unabhangig der Vitalitat, trotzt intakter Membran. Propidiumiodid
hingegen farbt ausschlieRlich tote Bakterien an, da diese Nukleinsdure-Farbung nur
perforierte Zellmembranen Uberschreitet. Es wurden unterschiedliche Inkubationszeiten

gewahlt, um den Ablauf der Fibrinbildung beobachten zu kénnen.
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3. Invivo Experimente

3.1. Tierstamme
Die folgenden Tierstdmme wurde im Experiment zur systemischen Infektion eingesetzt.

Tierstamm Charakteristik

C5-defiziente Mause (B10.D2-Hc0 Defizienz des Komplementfaktors C5

H2d H2-T18c/oSnJ)

C57BL/6J Wildtyp-Stamm

C57BL/10J Wildtyp-Stamm

CX3CR1eGFP/+ (B6.129P- Einflgen eines GFP-Exons in CX3CR1-Protein
Cx3cr1tm1Litt/J) -> Darstellung der patrouillierenden Monozyten

mit griin fluoreszierendem Farbstoff

Ja18-defiziente Mause Defizienz in NKT-Zellen: Fehlen der Alpha-
Kette des TCR-

Va14-Ja281 transgenetische Mause Erhéhte NKT-Zell-Zahl: vermehrte Expression
der Alpha-Kette des TCR-

Tabelle 6: Tierstimme

3.2. Haltung der Tiere
In der vorliegenden Arbeit wurde fur die Durchfihrung der in vivo-Experimente die Maus als

Versuchstier gewahlt. Nach Bestatigung der Keimfreiheit und Gesundheit der Tiere wurden
sie in die Tierhaltung des Walter Brendel Zentrums eingebracht. Dort erfolgte die Haltung
unter SPF-Bedingungen (spezifisch-pathogen-frei).

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Experimente wurden entsprechend des
Tierschutzgesetzes (TierSchG in der Fassung vom 18. Mai 2006) genehmigt (Aktenzeichen
55.2-1-54-2532-42-2015).

3.3. Bakterien-Injektionsmodelle
Die bakteriellen Infektionen mit E. coli wurden wie folgt durchgefuhrt:

3.4.1. Jugularvenen-injektion
Bei der Jugularvenen-Injektion erfolgte die Injektion der Bakterien mit Hilfe eines Schlauch-

Katheters in die V. jugularis. Die Narkose bestand aus einer Einleitung mit inhalativem
Isofluran (1-2%iges Isofluran-Sauerstoffgemisch) und einer Lésung aus Fentanyl, (0,05
mg/kg KG), Midazolam (5,0 mg/kg KG) und Medetomidin (0,5 mg/kg KG), welche i.p. injiziert
wurde. Nach Praparation der V. jugularis wurde mit Hilfe eines Schlauch-Katheters die
Bakterienldsung injiziert. Dabei wurden 3,2x10® KBE, geldst in 100ul PBS, in die Vene

appliziert. AnschlieRend wurde den Tieren nach 30 und 60 Minuten sowie nach 3 und 6 Std.
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durch kardiale Punktion Blut entnommen. Daraufhin erfolgte die Euthanasie durch zervikale

Dislokation.

3.4.2. Schwanzveneninjektion
Fir die Schwanzveneninjektion wurden die Tiere in einem Retrainer positioniert und nicht

narkotisiert. Nach Punktion der V. cocczygea lateralis wurden dem Tier 5x107 oder 3,2x10°
KBE, geldst in 100ul PBS, injiziert. Nach 60 Min. sowie 3, 6, 24 und 48 Std. wurden die Tiere
zur kardialen Blutentnahme mit der oben erlauterten Narkoselosung narkotisiert. Im

Anschluss wurden sie durch zervikale Dislokation euthanasiert.

3.4. Vorbehandlungen der Tiere
Um den Hergang und Ablauf der Immunothrombose in vivo skizzieren zu kénnen, wurden

unterschiedliche Proteine inhibiert sowie Zellen depletiert. Des Weiteren wurden bestimmte
Antikoagulantien eingesetzt, um den Einfluss der Fibrinbildung auf die Bakterienlast und die
Zellrekrutierung zu charakterisieren. Hierfir wurden die Tiere unterschiedlichen

Behandlungen vor der Infektion mit E. coli unterzogen.

3.4.1. Rivaroxaban-Behandlung
Rivaroxaban, ein Faktor Xa Inhibitor, wird in der Humanmedizin als orales Antikoagulantium

zur Prophylaxe und Therapie von Thrombosen verwendet. Rivaroxaban wurde den Tieren 4
Std. vor Infektion verabreicht. Geldst in PBS wurde die Substanz in einer Menge von 3 mg/kg
KG Uber die Schwanzvene injiziert. Wahrenddessen befanden sich die Mause in einem

Retrainer. Die Kontrollgruppe erhielt eine Injektion des gleichen Volumens von PBS.

3.4.2. Dabigatran-Behandlung
Dabigatran ist ein Thrombin-Inhibitor, der ebenfalls zur Prophylaxe von thromboembolischen

Ereignissen und Thrombosen verwendet wird. Die Dabigatran-Behandlung der Tiere erfolgte
oral. Uber eine Magensonde aus Metall wurde den Tieren eine Menge von 120 mg/kg KG 4

Std. vor Infektion verabreicht. Als Vehikelldsung diente hierbei H>O.

3.4.3. Zelldepletion
Die Entfernung von Zellen aus einem Organismus mit Hilfe von Antikérpern wird als Deple-

tion bezeichnet. Um den Einfluss der unterschiedlichen Zelltypen auf die Generierung von
Fibrin und das Uberleben der Bakterien wahrend der Immunothrombose zu charakterisieren,

wurden unterschiedliche Zelltypen vor der E. coli Injektion depletiert.

3.4.3.a. Depletion neutrophiler Granulozyten
Neutrophile Granulozyten wurden mit einem Rat anti-Mouse Ly6G Antikérper (Clone 1A8)

depletiert. Der Antikérper wurde 12 Std. vor der Pathogeninjektion in einer Menge von 5
mg/kg KG Uber die Schwanzvene i.v. appliziert. Die Kontrollgruppe erhielt zum gleichen

Zeitpunkt eine Injektion des entsprechenden Isotyp-Antikdrpers (rat IgG2b k Isotyp).
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3.4.3.b. Depletion inflammatorischer Monozyten
Zur Depletion von inflammatorischen Monozyten wurde ein monoklonaler CCR2 Antikrper

(MC-21) verwendet. Dieser wurde 24 Std. vor Pathogen-Applikation in einer Menge von 20
Mg/kg KG, i.p. injiziert. Als Isotypkontrolle wurde der entsprechende Antikérper (Mouse IgG1

K Isotyp) verwendet.

3.4.3.c. Depletion von Thrombozyten
Zur Depletion der Thrombozyten wurde ein Rat anti-Mouse GPIb (CD42b) Antikorper i.v.

uber die Schwanzvene 12 Std. vor Pathogeninjektion appliziert. Die Menge des Antikdrpers
betrug 2 mg/kg KG. Als Kontrolle wurde der entsprechende Isotyp (rat IgG2b K Isotyp) in

gleicher Art und Menge verwendet.

3.4.4. TF-Inhibition
Zur Hemmung der TF-Aktivitat wurde ein monoklonaler anti-TF-Antikérper verwendet (Clone

1H1). Dieser wurde 30 Min. vor der E. coli Injektion i.v. Uber die Schwanzvene in einer
Menge von 25 mg/kg KG verabreicht. Der Kontrollgruppe wurde der entsprechende Isotyp-

Antikérper (Mouse 1gG1 K Isotyp) injiziert.

3.5. Gewinnung der Organe
Nach erfolgter Euthanasie wurden die Tiere seziert und Herz, Lunge, Leber, Nieren, Milz und

Hirn entnommen. Dabei wurden jeweils ca. 90% des Organs direkt in 4% PFA gelegt und 1
Std. bei 4 °C fixiert. AnschlieBend wurden sie fiur 12 Std. in 30% Saccharose bei 4°C
gelagert. Zuletzt wurden die Organe, nach Abstreifen der Saccharose, in fliissigem Stickstoff
eingefroren und dort bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die restlichen 10% wurden fir

die Bestimmung der Bakterienlast verwendet.

3.6. Durchfiihrung der KBE Analyse im Gewebe
Um eine Aussage Uber die bestehende Bakterienlast in den Organen der Tiere nach Infek-

tion treffen zu kdnnen wurden KBE-Analysen durchgefihrt.

Vor Gewinnung der Organe wurden bereits vorbeschriftete Eppendorfgefale gewogen. Darin
wurden die reprasentativen Organstliickchen auf Eis gelagert und anschlieend das gesamte
Eppendorfgefal’ inklusive Organinhalt gewogen. Das Gewicht des Organstiicks wurde durch
Subtraktion der reinen Eppendorfmasse bestimmt.

Die anschlielende Zerteilung des Organs erfolgte unter dem Abzug, zunachst mit einem
Skalpell in einer Petrischale. Zur weiteren Homogenisierung wurden die Organstiickchen in
einem 15-ml-Réhrchen mit 500 pI HO wund 15 Glaskigelchen auf einem
Reagenzglasschittler bei maximaler Geschwindigkeit fur 5 Min. geschuttelt und
homogenisiert. Von der anschlieRend erstellten Verdiinnungsreihe (10" bis 107) wurden
jeweils 100 ul auf LB-Agarplatten ausplattiert. Die beimpften Agarplatten wurden Uber Nacht

bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Am Folgetag erfolgte die Auszahlung der gewachsenen
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KBE. Diese wurden auf das Gewicht des Organstickchens heruntergerechnet und in

KBE/ug angegeben.

4. Zellanalysen mit Hilfe von Durchflusszytometrie und funktionellen
Tests

41. Lymphozytenisolation

Um die Lymphozyten aus der Leber der Versuchstiere zu isolieren, wurde diese zunachst am
bereits euthanasierten Tier mit EBSS-Puffer perfundiert. Hierfiir wurde ein Katheter in die
Pfortader der Tiere gelegt und fixiert. Danach erfolgte die Perfusion mit 50 ml des Puffers mit
Hilfe einer Perfusor-Spritze. Anschliefend wurde die Leber durch ein 100 pum-Zellsieb
gepresst. Die Zellen wurden in einem 50 ml Zentrifugenrdhrchen aufgefangen und mit 5 ml
EBSS-Puffer aufgefiillt. Nach dem ersten Waschschritt mit EBSS-Puffer, bei dem die Zellen
mit 1400 RPM fiir 10 Min. zentrifugiert und nach Entfernung des Uberstandes in 5 ml Puffer
resuspendiert wurden, erfolgte ein weiterer Waschschritt mit PBS bei gleicher
Zentrifugationsgeschwindigkeit fir 5 Min.. AnschlieRend wurde der Uberstand erneut entfernt
und das Zellpellet in 6 ml einer 40 %ige Ficoll-Lésung resuspendiert. Nach dem vorsichtigen
Auftragen der Zellsuspension auf eine 80 %ige Ficoll-Losung-Schicht (4 ml) mit Hilfe von
Einmalpipetten wurde die Mischung bei 2200 RPM fir 20 Min. ohne Bremse zentrifugiert.
Danach lie sich die mittlere, klare Phase mit einer Einmalpipette vorsichtig absaugen.
Daraufhin folgte ein Waschschritt mit 30 ml RPMI-Medium, das zu 5 % mit FBS versetzt
wurde. Dies geschah bei 1400 RPM fir 10 Min. AbschlieBend wurden die Zellen in PBS

gewaschen und in einer Zellkammer ausgezahlt.

4.2. NKT-Zellfarbung
Zur |dentifikation der NKT-Zellen in der isolierten Lymphozytensuspension wurden die Zellen

mit Floureszenz-markierten CD1d/aGalCer-Tetrameren, welche spezifisch an NKT-Zellen
binden in einer Konzentration von 1/1000 in einer Zellkammer fir eine Std. bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend mit PBS gewaschen. Als zweiten Schritt wurde
nach gleichem Vorgehen ein Floureszenz-markierter anti-TF-Antikérper (1/600) benutzt. Im

Anschluss erfolgte die Visualisierung mittels konfokalem Mikroskop.

4.3. Durchflusszytometrie
Die Methodik der Durchflusszytometrie erméglicht sowohl eine Analyse der Zellen, als auch

ihre Isolierung.

4.3.1. FACS-Analyse
Das Prinzip der FACS-Analyse beruht auf der Detektion von emittiertem Licht, das von der

Zelle ausgeht. Die Zellen werden einzeln durch eine Glasklvette geleitet und kénnen auf
diese Weise auch einzeln von dem, von der Laser-Quelle des FACS-Geréts, ausgesendeten

Lichtstrahl erfasst werden. Das FACS-Gerat besitzt unterschiedliche Detektoren, welche die
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GroRe der Zellen durch die Erfassung der Lichtbeugung im flachen Winkel messen
(Vorwartsstreulicht), sowie die Brechung des Lichts im rechten Winkel (Seitwartsstreulicht)
bestimmen, die durch die Granularitat des Zellkerns bestimmt wird. Des Weiteren messen
die Detektoren die Emissionen von Fluorophoren, die an die Zellen gebunden sind. Diese
Emission, die bei bestimmten Wellenlangen ein Maximum aufweist, wird durch die
vorangegangene Farbung der Zellen mit fluoreszierenden Antikérpern, die sich gegen
bestimmte Oberflachenmarker oder Proteine der Zellen richten, erzielt. Dabei erfolgt die
Anregung mit einer fur den jeweiligen Fluorophor charakteristischen Wellenlange.

Die FACS-Analyse erfolgte an den aus der Leber gewonnenen Lymphozyten. Zur Detektion
der NKT-Zellen innerhalb der gesamten Lymphozytenpopulation wurden CD1d/aGalCer-
Tetramere, mit PE-Markierung, verwendet. Die genannten Tetramere binden spezifisch an
NKT-Zellen. Zusatzlich wurde ein anti-TF-Antikdrper eingesetzt, um die TF-Expression der
Zellen charakterisieren zu kénnen. Dafur wurden die Lymphozyten nach der Isolation zu-
nachst mit 400 x g fir 7 Min. ohne Bremse zentrifugiert und der Uberstand entfernt.
Darauffolgend wurden die Tetramere in einer Verdinnung von 1/1000 und der anti-TF-
Antikorper in einer Konzentration von 1/600 zu der Zellsuspension gegeben. Danach wurde
die Suspension 30 Min. bei 4°C gelagert. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS und
der Zentrifugation mit 400 x g fir 7 Min. wurde die Prozedur mit einem markierten
sekundaren Antikérper, der gegen den anti-TF-Antikdrper gerichtet war, wiederholt. Nach
einem weiteren Waschschritt wurde die FACS-Analyse durchgefiihrt. Es erfolgten sowohl
Einzelfarbungen der Zellen, jeweils nur mit den Tetrameren oder nur mit dem anti-TF-

Antikorper, sowie die Farbung der Zellen mit beiden Bindungsmolekilen.

4.3.2. FACS-Zellsortierung
Ziel der Zellsortierung ist es, definierte Zellen aus einer Mischsuspension zu isolieren. Um

Zellen voneinander zu trennen, kdnnen prinzipiell unterschiedliche Eigenschaften wie
ZellgroRe, Granulation, DNA-Gehalt oder die Expression bestimmter Enzyme sowie von
Oberflachenproteinen genutzt werden. Zum Zwecke dieser Arbeit wurde die Expression von
TCR-B und die spezifische Bindung von a-GalCer-Tetrameren genutzt, um die NKT-Zellen
direkt zu identifizieren und zu isolieren. Zudem wurde eine Lebend-Tot-Farbung
angewendet, um ausschlieRlich die lebenden Zellen zu gewinnen.

Im ersten Schritt erfolgte die Farbung der Zellsuspension. Hierfir wurden ein mit einem
Fluorophor markierter anti-TCR-B-Antikorper, PE-markierte Cd1d/a-GalCer-Tetramere und
das Lebend-Tot-Farbungskit (LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain Kit) verwendet. Um eine
spezifische Zellsortierung zu erreichen und unspezifische Signale mdglichst auszuschalten,
wurden Einzelfarbungen durchgefiihrt. Dabei wurde ein gewisser Teil der Zellen einzeln mit
den entsprechenden Antikérpern und Tetrameren fur 30 Min. gefarbt. Diese Einzelfarbungen

wurden als Referenz flr das Durchflusszytometer verwendet. Die restlichen Zellen wurden
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zunachst mit dem Lebend-Tot-Farbungskit fir 30 Min. inkubiert, danach erfolgten eine
Zentrifugation der Zellen sowie drei Waschschritte mit FACS-Puffer. Im Anschluss wurde
eine Farbung mit dem Mastermix aus den, die NKT-Zellen eindeutig identifizierenden (anti-
TCR-B-Antikérper, PE-markierte Cd1d/a-GalCer-Tetramere), Stoffen durchgefiihrt. Die
Inkubation erfolgte fir 30 Min.. Nach dem anschlieRenden Waschschritt wurden die Zellen in
FACS-Puffer aufgenommen und in das Durchflusszytometer Gberfihrt. Hier passierten die
Zellen nun einen Laserstrahl der, wie oben bei der FACS-Analyse beschrieben
(Gliederungspunkt 4.3.1), die fluoreszenzmarkierten Antikérper anregt und die GréRe und
Granularitat der Zellen bestimmen kann. Durch die Detektion der emittierten Signale und die
Streuung bzw. Absorption des Lichts wurden die NKT-Zellen identifiziert und in ein separates

Gefald sortieren.

4.4. Funktionelle Tests
Zur Erhebung des Einflusses der isolierten NKT-Zellen auf die Blutgerinnung wurden ver-

schiedene funktionelle Tests durchgefiihrt. In einem Teil des Experiments wurden die NKT-
Zellen mit einem Anti-TF-Antikdrper inkubiert (1,5 pg / 1000 Zellen) und ein weiterer Teil der
Zellen mit dem entsprechenden Isotyp IgG in der gleichen Konzentration behandelt. Diese

Schritte erfolgten zur Uberpriifung der TF-spezifischen Gerinnungsaktivitat der Zellen.

4.4.1. TEG - Thrombelastometrie
Die Thrombelastometrie ist eine Methode zur Messung der Gerinnungseigenschaften von

Vollblut. Mit diesem Messverfahren kann sowohl die Zeit bis zum Eintritt der Gerinnung erho-
ben werden, als auch die Dichte und Festigkeit des Thrombus und dessen Lyseverhalten
analysiert werden. Die Messung erfolgte an einem vorgewarmten Rotationsthrombelastogra-
phie-Messgerat. Es wurde durch kardialen Blutentzug gewonnenes Mausblut verwendet, das
mit 12,5 mM Trinatriumcitrat antikoaguliert in eine 1-ml-Spritze abgenommen wurde. Von
diesem Blut wurden 300 pl in die vom Hersteller bezogene Kivette blasenfrei pipettiert. Im
Anschluss wurde das Blut rekalzifiziert und mit in 20 yl PBS geldsten Zellen (30.000 Zellen)
versetzt. Zuvor wurde die Einmal-Klvette in den Klvettenhalter eingesetzt und der in ihr
befindliche Sensor-Stempel auf die Stahlachse des Messgerats geschoben. Mit Hilfe der
magnetischen Klvettenhalters wurde die Kivette nach Praparation moéglichst zgig um den
Stempel positioniert. AnschlieRend wurde die Messung mit der mit dem Gerat verbundenen
Computer-Messeinheit gestartet. Bei diesem Vorgang beginnt die Stahlachse abwechselnd
nach links und rechts zu rotieren. Dies geschieht zunachst ungehindert. Durch die Bildung
von Fibrinfaden wird die Rotation jedoch schlie3lich eingeschrankt. Diese Einschrankung der
Rotation wird mit Hilfe eines Spiegels und einer Lichtquelle erfasst und in Messwerte
umgewandelt (Abb. 5). Dabei werden diverse MessgroRen erfasst: darunter die CT

(coagulation time in Sek.), die die Zeit bis zum Einsetzen der Thrombus-Bildung, sowie die
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CFT (clot formation time in Sek.), die die Geschwindigkeit des Wachstums der Thrombus-
Bildung ermittelt.

Dreh-Achse (+- 4,75° ) LED Lichtquelle
Spiegel

Feder

Detektor | ‘ l

< .
Kugellager l E Datenverarbeitung

l.—i&ansorstempel

Kiivette & Probe

Beheizter

Kuvettenhalter

Gerinnselbildung

Abbildung 5: Aufbau des Thrombelastometers; © Tem International GmbH

4.4.2. Faktor Xa-Bildung
Der photometrische Faktor Xa Assay misst die prokoagulatorische Wirkung einer bestimmten

Lésung mit Hilfe eines chromogenen Substrats. Sobald Faktor Xa gebildet wird, wird das
chromogene Substrat (S-2222) gespalten, wodurch ein Farbumschlag entsteht und Licht
emittiert wird. Der Farbumschlag kann mit Hilfe eines ELISA-Lesegerats detektiert und
gemessen werden. Dafur wird eine Referenzkurve bendtigt, die bei jeder Messung erstellt
wurde. Die bendtigten Reagenzien (50 pl einer 30 mM CaCl-Lésung, 50 pl Rhesus-Puffer)
wurden mit jeweils 300.000 Zellen der unterschiedlichen Zellgruppen zusammengefihrt,
bevor die Reaktion mit dem Substratpuffer, welcher Beriplex (u.a. Gerinnungsfaktoren Il, VII,
IX, X), Rhesus-Puffer sowie das chromogene Substrat S-2222 enthielt, gestartet wurde.
AnschlieRend wurde die Absorption des Lichts (Wellenlange 405 nm) nach unterschiedlichen
Zeitpunkten gemessen, welches mit der Bildung des aktiven Faktor Xa korreliert.

4.4.3. Visuelle Darstellung eines PPP-Thrombus nach der Zugabe von NKT- Zellen
Zur Visualisierung des prokoagulatorischen Effekts der NKT-Zellen erfolgte eine Abwandlung

des Koagulat-Versuchs, bei dem keine E. coli Bakterien, sondern isolierte, in PBS geldste
NKT-Zellen zu 20 pl murinem PPP und 20 pl fluoreszenzmarkiertem Fibrinogen
hinzugegeben wurden. Nach der Zugabe von 60 pl einer 30 mM CaHepes-Lésung wurde der
entstandene Thrombus mit Hilfe des konfokalen Mikroskops analysiert.
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5. Immunhistochemie

5.1. Herstellung der Schnitte

Um Immunhistochemische Farbungen in den gewonnen Organen durchzufiihren, wurden die
Organe zunachst in das Medium Tissue Tek eingebettet. Fir dieses Prozedere wurden Kryo-
Einbettkasetten verwendet. AnschlieRend wurden 10 ym dicke Schnitte mit Hilfe eines
Kryotoms angefertigt. Diese wurden auf Objekttrager aufgetragen und bei -20 °C in

entsprechenden Aufbewahrungskéasten gelagert.

5.2. Immunfluoreszenzfarbung
In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl die indirekte, als auch die direkte Immun-

fluoreszenzfarbung zur Detektion bestimmter Immunzellen bzw. Proteine angewendet. Das
Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz ist in Abb. 6 dargestellt. Der spezifische Antikdrper
bindet das im Gewebe zu analysierende Protein (bspw. den Oberflachenmarker einer Zelle).
Um das betreffende Protein zu detektieren, wird ein sekundarer Antikbrper verwendet, der
mit einem Fluorophor markiert ist, der an den primaren Antikérper bindet.

Der Unterschied zur direkten Immunfluoreszenz lasst sich ebenfalls aus Abb. 6 entnehmen.
Hier ist der primare Antikdrper bereits mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert. Dieser

kann direkt detektiert werden.

Sekundarer

Primarer &

anarer

w T

W—W-@ D-@—m ﬁ?

Abbildung 6: Direkte (links) und indirekte (rechts) Immunfluoreszenz

-

5.2.1. Inkubation der Gewebeschnitte mit Antikorpern
Zunachst erfolgte die Fixierung der Schnitte. Dabei mussten je nach Fixierungssubstanz un-

terschiedliche Inkubationszeiten und Temperaturen eingehalten werden. Nach 3-maligem
Waschen fir jeweils 3 Min. mit PBS, wurden unspezifische Bindungsstellen im Gewebe
blockiert. Hierfir wurde der Schnitt meist flr eine Stunde in der entsprechenden Blocklésung
gelagert (Tab. 7). Darauf folgte ein weiterer Waschschritt. Nach diesem wurde der priméare
Antikorper auf das Gewebe gegeben. Dabei wurde ein DAKO-Pen zu Hilfe genommen, der
die Flussigkeit auf dem Organschnitt bundelte. Die Inkubation erfolgte stets Uber Nacht bei
4°C. Am nachsten Tag wurde dann ein weiterer Waschschritt durchgefihrt und der
sekundare Antikérper verwendet, sofern der primare Antikérper selbst nicht
fluoreszenzmarkiert war. Der sekundare Antikbrper wurde stets in einer Konzentration von 2
pug/ml fur eine Stunde bei Raumtemperatur oder bei 4°C inkubiert. Nach einem letzten

Waschschritt wurde kurz mit destilliertem Wasser gewaschen. Zuletzt erfolgte das Mounting
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mit Vectashield, das mit DAPI versetzt war und daher die Zellkerne anfarbte. Die Deckelung

des Schnitts mit einem Glasplattchen stellte den letzten Arbeitsschritt der Farbung dar. In

dieser Form konnten die Schnitte flir mindestens 4 Monate bei 4°C gelagert werden.

5.2.2. Anwendung der Antikorper

Antikorper

Konzentration

Fixierung

Block

Anti-B-Phycoerythrin
Antikorper

Anti-CD41-Antikorper

Anti-CD90.2-Antikdrper
FITC

Anti-CD127-Antikorper

Anti-Fibrin Il B Chain-
Antikorper

Anti-Faktor-XII-AK

Anti-GFP-Antikorper
Alexa Flour 488

Anti-Stabilin-Antikorper

Anti Pecam-Antikorper

Anti-Ly6C-Antikorper
Anti-Ly6G-Antikorper
Anti-TF-Antikorper
(1H1)

17 pg/ml

10 pg/ml

10 pg/ml

5 pg/ml

5 pg/ml

1/100 (unpurified)
5 pg/ml

5 pg/ml

4 pug/mi

4 pug/mi
15 pg/ml

12 pg/ml

Methanol/Eisessig
9N0s
Methanol/Eisessig
9N0s
Methanol/Eisessig
9N0s
Methanol/Eisessig
9N0s
Methanol/Eisessig
9N0s
Methanol/Eisessig
9N0s
Methanol/Eisessig
9N0s
Methanol/Eisessig
9N0s
Methanol/Eisessig
9N0s

PFA 4% 10 min
PFA 4% 10 min

Methanol/Eisessig
Ns

5% BSA 1Std.

Triton-X-L6sung 1Std.
Saponin L6sung 1Std.
Saponin Lésung 1Std.
Saponin L6sung 1Std.
Saponin Lésung 1Std.
Saponin L6sung 1Std.
Saponin Lésung 1Std.

Saponin Lésung 1Std.

Saponin L6sung 1Std.
Saponin Lésung 1Std.

5% BSA 1Std.

Tabelle 7: Fixierungsmethoden und verwendete priméare Antikorper in Inmunhistochemischen

Experimenten

Als sekundare Antikdrper wurden

eingesetzt (In Klammern sind die

Fluorophore aufgeflhrt mit welchen die

sekundaren Antikbrper markiert waren):

Goat-anti-Mouse-Antikorper

594, 550)

Goat-anti-Rabbit-Antikorper

594, 550)

Goat-anti-Rat-Antikorper (Alexa 488, 594,

550)

5.2.3. NKT-Zellfarbung

Zur Farbung von NKT-Zellen konnte die

Ubliche Methodik der Immunfluoreszenz-

(Alexa 488,

(Alexa 488,

N
A

Abbildung 7: Tetramer-Bindung an eine NKT-Zelle
iNKT: Invariant Natural Killer T-Cell TCR : T-Cell-

Receptor
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farbung nicht angewendet werden, da deren spezifische Farbung nur mit CD1d/a-GalCer-
Tetrameren moglich ist. Die Bindung der Tetramere an die Zellen kann lediglich an lebenden
Zellen vorgenommen werden (Abb. 7). In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Farbung in
Leber, Milz und Thymus der Tiere.

Zunachst wurde ein etwa 5 x 5 x 2 mm (Lange x Breite x H6he) groRRes, quaderférmiges
Organstick gewonnen. Dieses wurde in einem Well einer 96-Well-Platte positioniert,
welches mit 50 pl Tetramer-Losung versetzt wurde. Die Losung bestand aus 44 ul PBS, 1y
FBS und 5 pl der Tetramere (Stock-Konzentration 1 pg/ml). Die Organe wurden in der
Lésung Uber Nacht bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Am darauffolgenden Tag wurden die
Organstiicke in neue Wells transferiert, in welchen sich 200 pl PBS befanden. Die Organe
wurden 3 x flir 5 Min. gewaschen, wahrend sich die Platte auf Eis befand. Anschlielend
wurden sie fir eine Stunde in 1ml einer 4%igen PFA-L6sung auf Eis fixiert. Nach einem
weiteren Waschschritt (3 x fir 5 Min. in 200 pl PBS auf Eis) wurden die Organe in 1 ml einer
30 %igen Sucrose-Lésung auf Eis fur 1-3 Std. gelagert. Dieser Schritt wurde zur Erhaltung
des PE-Signals der Tetramere durchgefiihrt. Zuletzt wurden die Organstlicke in Tissue Tek
eingebettet und bei -80 °C gelagert. Um die NKT-Zellen im Gewebe detektieren zu kénnen,
wurden Schnitte erstellt und eine Immunfluoreszenzfarbung mit einem Anti-PE-Antikdrper

durchgeflhrt, wie in Punkt 4.2.1 beschrieben.

5.2.4. FISH-Farbung
Die FISH-Farbung (Fluoreszenz  in  situ hybridisierung)  ermdglicht  es,

Nukleinsauresequenzen direkt im biologischen Praparat, das heillt in Geweben, Zellen und
auf Chromosomen, darzustellen. Dies ist auch mit Bakterien mdglich. Das Prinzip der FISH
von Bakterien beruht auf der spezifischen Hybridisierung von fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotidsonden an ihre Zielsequenz. Diese stellt meist ribosomale RNA im
morphologisch intakten Mikroorganismus dar. In der vorliegenden Arbeit wurden DNA-
Sonden, die flr gramnegative E. coli erstellt worden waren, verwendet.

Die FISH-Methode wird Ublicherweise fir frische Blut- bzw. Sputumproben verwendet. Die
Anwendung in der Immunhistologie bei E. coli Bakterien wurde bisher noch nicht durch-
gefihrt. Daher wurde die Methodik in dieser Arbeit neu etabliert. Ziel dabei war, eine
Differenzierung lebender und toter Bakterien im Gewebe zu ermdglichen. Als lebend wurden
GFP-markierte Bakterien, welche innerhalb des Zellplasmas rRNA aufwiesen eingestuft.
Tote Bakterien enthielten keinerlei rRNA-Signal. (Frickmann et al., 2017).

Abbildung 7 zeigt den Ablauf der FISH-Farbung im Falle eines lebenden Bakteriums.
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Abbildung 8: FISH-rRNA Farbung der E. coli Bakterien im Gewebe

Zur Etablierung dieses Protokolls wurde die Ubliche Immunfluoreszenz-Methodik mit der
FISH-Farbung kombiniert. Zunachst wurden die Schnitte mit Methanol/Eisessig fur 90 Sek. fi-
xiert. Daraufhin folgte ein Waschschritt mit H.O fir 3 x 3 Min. und die Perforation der
Zellmembran der Bakterien, um ein Vordringen der DNA-Sonde zur Ziel-rRNA zu
ermdglichen. Dies geschah mit einem Lysepuffer, der fur 5 Min. bei 52 °C auf dem Gewebe
inkubiert wurde. Anschlieffend wurden die Schnitte fir 5 Min. mit 99 % Ethanol gewaschen.
Danach wurde die E. coli DNA-Probe auf den Schnitt getraufelt und fir 20 Min. bei 52 °C
inkubiert. Wahrend dieser Schritte erfolgte die Hybridisierung der spezifischen DNA-E. coli-
Sonde, mit der entsprechenden bakteriellen rRNA-Sequenz. Darauf folgte ein Waschschritt
von 1 Min. in 99% Ethanol. Danach wurden die Schnitte 2 x fir 3 Min. mit PBS gewaschen
und anschlieend fur 30 Min. mit Saponin-Ldsung geblockt. Im nachsten Schritt folgte die
Inkubation mit einem gegen GFP gerichteten primaren Antikérper. Es wurde eine
Konzentration von 10 pg/ml verwendet und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt (3 x 3 Min. PBS) am folgenden Tag wurde der sekundare Antikdrper
aufgetragen. Die Inkubation erfolgte fur eine Stunde bei 4°C Die Farbung wurde mit einem
weiteren Waschschritt (3 x 3 Min. PBS und 1 x 3 Min. H2O) und der Eindeckelung

abgeschlossen.

6. Fluoreszenzmikroskopie
Die Fluoreszenzmikroskopie basiert auf dem Prinzip der Absorption und Emission von Licht.

Ein Fluorophor absorbiert Licht einer bestimmten Wellenldange, wodurch die Elektronen im
Fluorophor angeregt werden und deren Energieniveau verandert wird. Beim Zurlckspringen
der Elektronen auf ihr urspringliches Energieniveau wird Energie in Form von Licht einer
definierten Wellenlange frei. Die emittierte Strahlung wird beim Blick durch das Mikroskop
wahrgenommen. Mit dieser Methodik kdnnen bestimmte Proteine oder Zellen visualisiert

werden, wenn diese wie oben beschrieben mit Immunfluoreszenz angefarbt werden.
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7. Konfokale Laser-Mikroskopie
Die konfokale Laser-Mikroskopie basiert auf dem Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie. Im

Unterschied zu dieser fungiert bei der konfokalen Laser-Mikroskopie jedoch ein Laser als
Lichtquelle. Dieser tastet das zu mikroskopierende Objekt Punkt fir Punkt ab und erstellt auf
diese Weise einen Entwurf des Abbilds des Objekts. Dabei kann jedoch kein Gesamtbild des
Objekts erstellt werden. Dieses wird durch den Computer mit Hilfe einer Intensitatsmessung
rekonstruiert. Eine innerhalb des Strahlengangs befindliche Lochblende (Pinhole) sorgt fir
eine héhere Auflésung in der Z-Achse, da reflektierende Stahlen auRerhalb der Fokusebene
des Objekts ausgeblendet werden kdénnen. Die Detektion der vom Objekt emittierten Strah-
lung erfolgt Gber den Multiplier.

Das hier verwendete konfokale Laserscanmikroskop (LSM 510 Meta, Zeiss) basiert auf
einem Axiovert 200MOT. Es besitzt einen Argonlaser fir niedrigere Wellenlangen (458, 477,
488, 514 nm; 30 mW) und drei verschiedene HeNe-Laser fir hdhere Wellenlangen (543 nm,
1 mW; 594 nm, 2 mW; 633 nm, 5 mW). Zur Detektion der unterschiedlichen Fluorophore

wurden die entsprechenden Laser- und Filtereinstellungen gewahlt.

8. Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen
Alle Bilder wurden entweder mit einem Fluoreszenzmikroskop oder einem konfokalem Laser-

mikroskop erzeugt. Ein Blickfeld misst im Allgemeinen 4x10* nm? bzw. 36x10* nm?. Alle
Schnitte wurden verblindet ausgewertet. Die Auswertung der mit Fibrin bedeckten Flache
wurde mit Hilfe der Mikroskopie- und Imagingsoftware ZEN (Carl Zeiss) durchgefihrt. Hierbei
wurde der Anteil der mit Fibrin bedeckten, vaskularen Flache dadurch ermittelt, dass erst
alle, in einem Gesichtsfeld sichtbaren Sinusoide, welche mit Hilfe eines Anti-Stabilin-2-
Antikorpers (Stab-2) (Falkowski et al., 2003) angefarbt wurden und anschliefend das

intravaskulare Fibrin umrandet wurden.

Fibrin /

Abbildung 9: Fibrinauswertung ¢ hellblaue Kontur: Umrandung der mit Stab 2 markierten Gefal3e in der Leber;
orangene Kontur: Umrandung des intravaskularen Fibrin (MaRstab 20um)
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Das Programm errechnete die jeweils umrandete Flache. Anschliefend wurde der Quotient
aus der mit Fibrin bedeckten Flache und der gesamten, intravaskularen Flache gebildet. Dies
wurde in 10 Gesichtsfeldern pro Tier durchgefiihrt. Um die Zellzahl der rekrutierten Zellen zu
bestimmen, wurden ebenfalls 10 Gesichtsfelder pro Tier ausgezahlt. Die selbe Technik
wurde zur Bestimmung der Bakterienzahl durchgefuhrt.

Die Kolokalisation zwischen unterschiedlichen Immunzellen, Immunzellen mit Bakterien und
Bakterien mit Fibrin wurde durch einen maximalen Abstand zwischen den Strukturen von
1um definiert.

Zur Messung des Bakterienliberlebens wurde der Sterbefaktor eingeflihrt. Dieser setzt sich
aus dem Quotient toter Bakterien und nicht toter Bakterien zusammen und wird in %

angegeben.

9. Statistik
Die Statistische Auswertung erfolgte mit der Software ,GraphPad Prism*®.

Alle Werte wurden als Mittelwerte +/- SEM. angegeben. Zur Signifikanzberechnung beim
Vergleich zwischen lediglich Kontroll- und einer Versuchsgruppe wurde zur Auswertung der
unpaired two-tailed Student’s t-Test verwendet. Beim Vergleich mehrerer Gruppen zum
gleichen Zeitpunkt wurde der One-Way-Anova-Test =zur statistischen Auswertung
herangezogen. Zur Signifikanzberechnung wurde der Fehler erster Art auf a < 0,05 definiert.

Die Gruppenzahl variierte zwischen n = 1-5 pro Gruppe.

20



IV. Ergebnisse

1. Zusammenspiel unterschiedlicher Inmunzellen im Verlauf der

Immunothrombose
Um einen Uberblick Uber den Ablauf der Immunothrombose zu erhalten, wurden zunachst

Langzeitversuche uber einen Zeitraum von bis zu 48 Std. durchgefuhrt. Die Tiere wurden
uber die Schwanzvene mit Bakterien infiziert. Nach erfolgter Euthanasie und
Organentnahme wurden Immunfluoreszenzfarbungen der Leber durchgefiihrt. Aufgrund be-
reits bekannter, vor allem in vitro gewonnener Hinweise Uber den Ablauf der Immuno-
thrombose wurden Zellen des angeborenen Immunsystems, Fibrin und auch die injizierten

Bakterien angefarbt.
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Abbildung 10: Zeitlicher Verlauf der Fibrinbildung und der Bakterienzahl wahrend der Inmunothrombose
in der Mikrozirkulation der Lebere (a) Fibrinbildung (b) Bakterienzahl (c) reprasentative Bilder der
intravaskularen Fibrinbildung (MaBstab, 20 uym); Mittelwerte + SEM, n = 3-6, * p<0,05, # vs. Oh p <0,05.

Bei der Untersuchung der mit Fibrin bedeckten, vaskularen Flache zeigte sich nach 3 Std.
ein signifikanter Anstieg, im Vergleich zum unbehandelten 0-Std.-Tier. Nach 6 Std. konnte
ein Maximum der Fibrinformation beobachtet werden (Abb. 10 a und c¢). Nach 48 Std. nahm
die Menge an detektiertem Fibrin schlieRlich wieder stark ab. Bei der Auszahlung der
Bakterien wurde ein stetiger Abfall der Bakterienzahl beobachtet (Abb. 10 b).
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Bei der Auszahlung der inflammatorischen Monozyten konnte ein ahnlicher Verlauf wie bei
der Fibrinbildung beobachtet werden. Im Anschluss an einen signifikanten Anstieg nach 3
Std., im Vergleich zum unbehandelten Tier, beobachteten wir nach 6 Std. ein Maximum der
Monozytenzahl (Abb. 11 a). Danach nahm die Anzahl stetig ab. Im Vergleich dazu lief3 sich
bei den patrouillierenden Monozyten erst nach 24 Std. ein signifikanter Anstieg der Zellzahl
im Vgl. zum 0-Std.-Tier nachweisen (Abb. 11 b und c)
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Abbildung 11: Kinetik der Rekrutierung inflammatorischer und patrouillierender Monozyten in der
Mikrozirkulation * (a) Inflammatorische Monozyten (b) Patrouillierende Monozyten (c) Reprasentative Bilder:
Kinetik der patrouillierenden Monozyten intravaskular > (MafRstab, 50 um); Mittelwerte + SEM, n = 3-6, * p<0,05,
# vs. Oh p <0,05.
Die Auszahlung der neutrophilen Granulozyten zeigte gegeniiber dem 0-Std.-Tier, einen
signifikanten Anstieg der Zellzahl nach 3 Std. auf 7,5 + 0,3 Zellen / Gesichtsfeld. Nach dem
erreichten Maximum nach 6 Std. fiel die Anzahl der neutrophilen Granulozyten wieder ab
(Abb. 12 a).
Die Anzahl der Thrombozyten stieg bei den behandelten Tieren im Vgl. zum 0-Std.-Tier
signifikant nach 3 Std. an und blieb bis zum 48-Std.-Zeitpunkt auf einem erhdhten Level
(Abb. 12 b).
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Abbildung 12: Zeitlicher Verlauf der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten und Thrombozyten: (a) Kinetik
der neutrophilen Granulozyten (b) Kinetik der Thrombozyten; Mittelwerte £+ SEM, n = 3-6, * p<0,05, # vs. Oh p
<0,05.

Um die Initiierung der Fibrinbildung zu charakterisieren, wurden die Experimente um einen
30-Min.- und einen 1-Std.-Zeitpunkt erganzt. Dabei wurde eine hdhere Bakterienkon-
zentration eingesetzt (3,2x10® KBE). Bereits nach 30 Min. konnte gegeniiber dem 0-Std.-
Wert ein signifikanter Anstieg der Fibrinbildung beobachtet werden (Abb. 13 a und b). Der

Anteil der mit Fibrin bedeckten vaskularen Flache erreichte einen Peak nach 3 Std..
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Abbildung 13: Zeitlicher Verlauf der friihen Fibrinbildung in der Mikrozirkulation ¢ (a) Kinetik der
Fibrinbildung (b) Reprasentative Bilder: Verlauf der Fibrinbildung (MaRstab, 20 ym); Mittelwerte + SEM, n = 3-6,
* p<0,05, # vs. Oh p <0,05.
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Unter denselben Bedingungen wurde wiederum die Rekrutierung von inflammatorischen
Monozyten, neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten in der Leber analysiert (Abb. 14
und 15).
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Abbildung 14: Zeitlicher Verlauf der Rekrutierung inflammatorischer Monozyten und neutrophiler
Granulozyten in der friihen Phase der Inmunothrombose ¢ (a) Inflammatorische Monozyten (b) Neutrophile
Granulozyten (c) Reprasentative Bilder: Verlauf der Kinetik der inflammaotrischen Monozyten (MaRstab, 20 pum)
(d) Reprasentative Bilder: Verlauf der Kinetik der neutrophilen Granulozyten (MafRstab, 20 um); Mittelwerte +
SEM, n = 3-6, * p<0,05, # vs. Oh p <0,05.

Bei den inflammatorischen Monozyten konnte ein stetiger Anstieg der Zellzahl zwischen 0
und 3 Std. festgestellt werden (Abb. 14 a, c). Auffallig dabei war der signifikante Anstieg
bereits nach 30 Min.. Die Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten hingegen war erst
nach 3 Std. (gegenlber 1 Std.) erhéht (Abb. 14 b, d).

Um die Zusammenhange zwischen der Rekrutierung der Thrombozyten und der anderen
Immunzellen zu klaren, wurden auch Thrombozyten visualisiert (Abb. 15). Nach einer Std.
wurde eine Erhéhung der Thrombozytenzahl pro Gesichtsfeld beobachtet. Im weiteren
Verlauf bis zu 3 Std. war keine Veranderung der mikrovaskuldren Adhasion von

Thrombozyten festzustellen.
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Abbildung 15: Zeitlicher Verlauf der Rekrutierung von Thrombozyten ¢ Kinetik der Thrombozyten-Rekrutierung
mit reprasentativen Bildern (MaRstab, 20 um); Mittelwerte + SEM, n = 3-6, * p<0,05, # vs. Oh p <0,05.

2. Kolokalisation rekrutierter Immunzellen mit Fibrin
Um die Rolle der Immunzellen wahrend der Initierung und Aufrechterhaltung der

Fibrinbildung zu charakterisieren, wurde die Kolokalisation von inflammatorischen
Monozyten, neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten mit Fibrin in der Leber der
infizierten Tiere ermittelt. Zunachst wurden alle Zellen einer Population in einem Gesichtsfeld
ausgezahlt, anschlielend nur die mit Fibrin kolokalisierten Zellen. Aus diesen beiden Werten
wurde der Prozentsatz an fibrinassoziierten Immunzellen errechnet.

Nach 30 Min. waren 19,6 £ 0,8 % der inflammatorischen Monozyten mit Fibrin assoziiert
(Abb. 16 a). Zu dem selben Zeitpunkt kolokalisierten 10,1 £ 0,1 % der neutrophilen
Granulozyten mit Fibrin. Auch nach 6 Std. kam es zu einer deutlichen Assoziation der
neutrophilen Granulozyten mit Fibrin (Abb. 16 b). Inflammatorische Monozyten hingegen
waren nach 6 Std. nur noch zu 11,5 + 4,9 % mit Fibrin kolokalisiert. Thrombozyten
kolokalisierten bereits nach 30 Min. zu 13,6 + 4,3 % mit Fibrin. Dieser Prozentsatz blieb bis
zum 6-Std.-Zeitpunkt unverandert (Abb. 16 c).
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Abbildung 16: Zeitlicher Verlauf der Kolokalisation vonimmunzellen mit Fibrin ¢(a) Inflammatorische
Monozyten, (b) Neutrophile Granulozyten (c) Thrombozyten; Prozentualer Anteil der mit Fibrin kolokalisierten
Zellen an der Gesamtzellzahl; (MaRstab, 20um); Mittelwerte + SEM, n = 3-6, * p<0,05.

3. Fibrinbildung in Immunzell-depletierten Tieren
Als nachstes wurde getestet, ob die rekrutierten Zellpopulationen fir die Fibrinbildung

notwendig sind. Dazu wurden die Tiere vor der E. coli-Infektion mit spezifischen Antikdrpern
behandelt, die zur Depletion einzelner Zellpopulationen im Maus-Organismus flihrten.
Zunachst erfolgte die Depletion inflammatorischer Monozyten mit Hilfe eines Anti-CCR2-
Antikorpers. Die Depletion inflammatorischer Monozyten reduzierte die intravaskulare
Fibrinbildung nach 1 Std. um 36% (Abb. 17 a) im Vergleich zur Kontrolle.

Die Fibrinbildung in den mit einem Anti-Ly6G-Antikérper (Clone 1A8) behandelten Tiere,
deren neutrophile Granulozyten depletiert waren, reduzierte sich im Vergleich zur
Kontrollgruppe erheblich: von 7,7 + 0,5 % auf 2,7 + 0,3 % (nach 3 Std.; Abb. 17 b).

AnschlieRend wurde mit Hilfe des Anti-Gplb-Antikorpers eine Thrombozytendepletion
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durchgefihrt. Hierbei war die mikrovaskulare Fibrinbildung gegentber der Kontrolle um circa
60% reduziert (Abb. 17 c).
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Abbildung 17: Fibrinbildung in zelldepletierten Tieren im Vergleich zur entsprechenden Kontroligruppe *
gl)o?géi.-CCRZ-Behandlung (b) anti-Ly6G-Behandlung (c) anti-Gplb-Behandlung; Mittelwerte + SEM, n = 3-5, *
Interessanterweise kam es nach Depletion der einzelnen Immunzellpopulationen zur
Veranderungen der Rekrutierung der jeweils anderen Blutzellen. Nach Depletion der
inflammatorischen Monozyten beobachteten wir eine deutlich erhdhte Rekrutierung der
neutrophilen Granulozyten (Abb. 18) Gleichzeitig war die Adhasion der Thrombozyten

tendenziell vermindert.
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Abbildung 18: Zellrekrutierung in mit Anti-CCR2-Antikorper behandelten Tieren * Neutrophile Granulozyten
und Thrombozyten im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe; Mittelwerte + SEM, n = 3-5, * p<0,05.

Als Folge der Neutrophilendepletion wurde eine geringere Anzahl an inflammatorischen
Monozyten festgestellt (Abb. 19). Die Thrombozytenzahl @nderte sich jedoch nicht (nicht
gezeigt).

Des Weiteren fuhrte die Depletion der Thrombozyten zu einer Reduktion der neutrophilen

Granulozyten (nach 3 Std.) sowie der inflammatorischen Monozyten (nach 1 Std.; Abb. 20)
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Abbildung 19: Zelilrekrutierung in mit Anti-Ly6G-Antikorper behandelten Tieren ¢ Inflammatorische
Monozyten im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe; Mittelwerte £+ SEM, n = 3-5, * p<0,05.
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Abbildung 20: Zellrekrutierung in mit Anti-Gplb-Antikorper behandelten Tieren ¢ (a) Inflammatorische
Monozyten (b) Neutrophile Granulozyten; Mittelwerte + SEM, n = 3-5, * p<0,05.

4. Mikrovaskulare Fibrinbildung in der Lunge
Um festzustellen, ob es auch in anderen Organen als der Leber nach systemischer Infektion

zu einer mikrovaskularen Fibrinbildung kommt, wurde Lungengewebe analysiert. Es wurden
Fibrin, E. coli und neutrophile Granulozyten in der Mikrozirkulation der Lunge visualisiert.

Die Fibrinbildung schien bei 20 Min. einen Maximalwert zu erreichen (Abb. 21 a). Darlber
hinaus konnte eine Abnahme der Bakterienzahl pro Gesichtsfeld beobachtet werden (Abb.
21 a).

Im Zeitverlauf lief3 sich eine Extravasation der neutrophilen Granulozyten erkennen (Abb.
22).
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Abbildung 21: Fibrinbildung und Bakterienzahl in der Mikrozirkulation der Lunge * (a) mikrovaskulare
Fibrinbildung (b) intravaskulare Bakterienzahl, (MaRstab, 20 ym); Mittelwerte + SEM, * p<0,05.

501
[ Intravaskular
< 404 Gewebestandig
o
(2]
+ £ 301
25
et 8 20-
o
£ 10
0 [

30min

Abbildung 22: Extravasation neutrophiler Granulozyten 45 Min. nach bakterieller Infektion in der

Lunge, n=2; - Neutrophile Granulozyten intravaskular » Neutrophile Granulozyten im Gewebe; (MaRstab,
20 pm).

5. TF-Abhangigkeit von mikrovaskularen Thrombosen und
Bakterieneliminierung

5.1 Darstellung der Imnmunzellen und von Fibrin in Tieren mit TF-
Inhibition

Um die Rolle von TF, welcher als Initiatorprotein der physiologischen Blutgerinnung fungiert,

zu charakterisieren, wurden Tiere mit einem fir Maus-TF spezifischen Antikérper behandelt

(1H1). Im Anschluss daran wurden die Organe der Tiere entnommen, die Bakterienlast mit

Hilfe der KBE-Analyse bestimmt und die Fibrinbildung sowie die Rekrutierung

unterschiedlicher Immunzellen in die Leber immunhistochemisch ausgewertet.
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5.1.1. Effekt des anti-TF-Antikorpers auf das Uberleben der Bakterien
Den Tieren wurde vor der E. coli-Injektion ein spezifischer anti-TF-Antikdrper injiziert. 30 Min.

nach der Injektion erfolgte die Organentnahme. Bei der Bestimmung der Bakterienlast in
Leber, Milz und Lunge konnte ein signifikanter Unterschied bei der Anzahl an lebenden
Bakterien sowohl in der Leber als auch in der Milz der Tiere festgestellt werden, da in der mit
anti-TF-Antikérper behandelten Gruppe die Bakterienzahl gegenlber der mit dem Isotyp
behandelten Gruppe zunahm (Abb. 23 a).

In der mit anti-TF behandelten Gruppe wurde auRerdem ein signifikant erniedrigter
Sterbefaktor errechnet (Abb. 23 b). Dadurch konnte ein geringeres Uberleben der Bakterien
in dieser Gruppe gezeigt werden.

Die Fibrinanalyse zeigte nur eine geringe Menge an Fibrin nach Applikation des anti-TF-

Antikorpers. Diese betrug 30 Min. nach Infektion in der mit 1H1 behandelten Gruppe 0,005 +
0,0 % im Vergleich zu 2,11 £ 0,5 % in der Isotyp-Kontrolle (Abb. 24 a).
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Abbildung 23: Bakterienlast und Sterberate in mit anti-TF-Antikorper behandelten Tieren (30 Min. nach

Infektion) ¢ (a) KBE/g in Leber, Milz und Lunge in anti TF-behandelten Tieren im Vergleich zur entsprechenden
Kontrollgruppe (b) Sterberate in anti-TF-behandelten Tieren; Mittelwerte + SEM, n = 3-4, * p<0,05.
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Abbildung 24: Fibrinbildung (a) und Thrombozytenrekrutierung (b) in anti-TF-Antikorper behandelten
Tieren 30 Min. nach Pathogen-Injektion; Mittelwerte + SEM, n = 3-4, * p<0,05.
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6. Beteiligung der einzelnen Komponenten der Inmunothrombose an
der Bakterieneliminierung

6.1. Lokalisation von E. coli und Immunzellen

Um einen Eindruck von der Lokalisation der Bakterien im Gewebe zu erhalten und um zu
prufen, inwiefern die Bakterien mit den an der Immunothrombose beteiligten Immunzellen in
Zusammenhang stehen, wurden parallel Bakterien und Immunzellen visualisiert.

Zunachst wurde das Endothel der Lebersinusoide sowie die Bakterien markiert. Hierbei
wurde beobachtet, dass der GroRteil der Bakterien Uber den gesamten Zeitraum zwischen

30 Min. bis 6 Std. mit dem Endothel in Kontakt steht und nicht ins Gewebe extravasiert (Abb.
25).
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Abbildung 25: Bakterienlokalisation in der Mikrozirkulation der Leber ¢ Bakterienlokalisation im Zeitverlauf
mit reprasentativem Bildausschnitt bei 6 Std., (MaRstab,10 um); Mittelwerte + SEM, n = 3-4.

Bei der Visualisierung von Bakterien und inflammatorischen Monozyten wurde nach 1 Std.
ein Maximum der mit Bakterien kolokalisierten Immunzellen festgestellt. Der héchste Anteil

an mit Bakterien kolokalisierten neutrophilen Granulozyten lie® sich hingegen nach 6 Std.
beobachten (Abb. 26).
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Abbildung 26: Zeitlicher Verlauf der Kolokalisation von inflammatorischen Monozyten und neutrophilen
Granulozyten mit Bakterien: (a) Inflammatorische Monozyten mit reprasentativem Bild (b) Neutrophile
Granulozyten mit reprasentativem Bild; Mittelwerte + SEM, n = 3-4, * p<0,05; Bilder: > Zellen ohne Bakterien,
» Zellen kolokalisiert mit Bakterien; (Maf3stab, 10 um).

6.2. Differenzierung zwischen lebenden und toten Bakterien
Zum Verstandnis des Vorgangs der Bakterieneliminierung ist es von erheblichem Interesse

zwischen lebenden und toten Bakterien zu unterscheiden. In toten, nicht aber in lebenden
Bakterien werden verschiedene RNA-Spezies schnell abgebaut (Kim et al., 2017). Daher
wurde mit Hilfe eines E. coli spezifischen DNA-Oligonukleotids, an das ein Fluorophor
gebunden war, bakterielle rRNA detektiert. Zuséatzlich wurde eine Immunfluoreszenzfarbung
der mit GFP markierten E. coli mit Hilfe eines Anti-GFP-Antikérpers durchgefiihrt.

6.2.1. Kontrollexperiment zur FISH-Farbung
Zunachst wurde eine Kontrollfarbung durchgefiihrt, um zu Uberprifen, ob mittels des fiir E.

coli rRNA-spezifischen Oligonukleotids tatsachlich lebende von toten Bakterien
unterschieden werden konnen.

Hierfir wurde auf einem Gewebe-Schnitt, der aus der Leber eines nicht infizierten Tieres
gewonnen wurde, jeweils ein Tropfen in PBS geldster lebender bzw. getoteter Bakterien
(Erhitzung auf 70°C) gegeben. Nach einer kurzen Trocknung unter dem Abzug wurde die
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Farbung des Schnittes entsprechend dem Protokoll der FISH-Methode durchgefihrt (vgl. Ill.
5.2.4). Das Ergebnis ist in Abb. 27 zu sehen. Die lebenden Bakterien waren zu mehr als

95 % rRNA-positiv. Samtliche tote Bakterien waren hingegen rRNA-negativ.
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Abbildung 27: Ergebnis des FISH-Kontrollexperiment ¢ (a) Bakterienprobe fir 60 Min. auf 70°C erhitzt (b)
Bakterienprobe fur 60 Min. bei RT (Raumtemperatur); (Mastab, 5 ym); Mittelwerte + SEM, n = 10, * p<0,05.

6.2.2. FISH-Farbung
In einem nachsten Schritt wurden rRNA positive bzw. negative E. coli in Schnitten der Leber

von E. coli-infizierten Tieren visualisiert (Abb. 28 a-c). Zwischen 1 und 3 Std. kam es zu einer
deutlichen Reduktion der Gesamt-Bakterienzahl. Zwischen 3 und 6 Std. wurde die
Gesamtbakterienzahl nur maRig reduziert. Die rRNA-negativen Bakterien nahmen zwischen
1 und 3 Std. um 42% ab, die rRNA-positiven Bakterien um 41%. Zwischen 3 und 6 Std. stieg
die Zahl der rRNA negativen Bakterien sogar leicht an, wahrend die rRNA-positiven
Bakterien weiter abnahmen. Insgesamt war die Zahl der rRNA negativen Bakterien nach 6

Std. deutlich hoher als diejenige der rRNA positiven Bakterien.
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Abbildung 28: Zeitlicher Verlauf der Anzahl an rRNA negativen und rRNA positiven Bakterien * (a)
zeitlicher Verlauf der Bakterienzahl, Mittelwerte + SEM, n = 3, * p<0,05; Reprasentative Bilder nach 3 Std. (b) und
6 Std. (c), (b)+(c) > rRNA neg. E. coli, » rRNA-pos. E. coli (Mafistab, 20 um).

Um einen Hinweis auf den Einfluss der Fibrinbildung und der rekrutierten Immunzellen auf
das Bakterienuberleben zu erhalten, wurde die FISH-Farbung mit den entsprechenden
Immunfluoreszenzfarbungen erganzt. Zunachst wurde die Lebend-Tot-Farbung der
Bakterien mit der Fibrinfarbung kombiniert. Hierbei zeigte sich, dass nur nach 30 Min., nicht
aber zu spateren Zeitpunkten, eine nennenswerte Kolokalisation der rRNA-positiven
Bakterien mit Fibrin vorhanden war. In der Tat nahm die Anzahl der mit Fibrin kolokalisierten,
rRNA positiven Bakterien mit zunehmender Infektionsdauer ab. Interessanterweise wurde
eine deutliche Kolokalisation der rRNA negativen Bakterien mit Fibrin beobachtet; dies galt
fur alle unterschiedlichen Zeitpunkte (Abb. 29 a und b).
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Abbildung 29: Zeitlicher Verlauf der Kolokalisation rRNA positiver und rRNA negativer Bakterien mit
Fibrin « (a) rRNA positive Bakterien: Gesamtzahl und mit Fibrin kolokalisiert; rRNA negative Bakterien:
Gesamtzahl und mit Fibrin kolokalisiert; Mittelwerte + SEM, n = 3, * p<0,05 (b) Bild 30 Min. nach bakterieller
Infektion: > rRNA positives Bakterium mit Fibrin, » rRNA neg. Bakterium mit Fibrin (Maf3stab, 10 pm).

6.3 Bakterieniiberleben in zelldepletierten Tieren
Um den Einfluss der einzelnen Zellpopulationen auf das Uberleben der Bakterien zu

charakterisieren, wurden die KBEs in den Organen der zelldepletierten Tiere bestimmt. Des
Weiteren wurde die FISH-Farbung in der Leber der zelldepletierten Tiere durchgefiihrt, mit
Hilfe deren lebende und tote Bakterien und deren Lokalisation erfasst werden konnten.
Auflerdem wurde der Sterbefaktor bestimmt, der sich aus dem Quotienten der Anzahl der

rRNA negativen und rRNA positiven Bakterien zusammensetzt.

6.3.1. Depletion inflammatorischer Monozyten
Nach Depletion der inflammatorischen Monozyten mittels anti-CCR2-Antikérper war die

Bakterienlast in der Leber im Vergleich zur Kontrolle erhéht (Abb. 30 a). In Milz und Lunge
liel® sich kein signifikanter Effekt der Depletion beobachten. Die Lebend-Tot-Farbung ergab
einen signifikanten Anstieg an rRNA-positiven und rRNA-negativen Bakterien in den
depletierten Tieren (Abb. 30 b). Der Sterbefaktor tendierte zu leicht niedrigeren Werten nach
Entfernung der inflammatorischen Monozyten (Abb. 30 c).
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Abbildung 30: Bakterienlast in anti-CCR2 behandelten Tieren ¢ 1 Std. nach Infektionsbeginn (a) KBE/g in
Leber, Milz und Lunge (b) FISH-Lebend-Tot-Farbung in der Leber (c) Sterberate; Mittelwerte + SEM, n = 3, *
p<0,05.

6.3.2. Depletion neutrophiler Granulozyten
Die Anzahl der Bakterienkolonien in Leber, Milz und Lunge war in den Tieren, welche vor E.

coli-Injektion mit einem anti-Ly6G-Antikdrper behandelt wurden und somit stark reduzierte
neutrophile Granulozyten aufwiesen, erhdht (Abb 31 a). Des Weiteren konnte bei der FISH-
Farbung der Bakterien in den depletierten Tieren, im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrolltieren, eine signifikant erhdhte Anzahl an rRNA-positiven Bakterien festgestellt
werden (Abb. 31 b). Zudem war der Sterbefaktor erniedrigt (Abb. 31 c).
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Abbildung 31: Bakterienlast in mit anti-Ly6G-Antikorper behandelten Tieren ¢ 3 Std. nach Infektion (a)
KBE/g in Leber, Milz und Lunge (b) FISH-Lebend-Tot-Farbung in der Leber (c) Sterberate; Mittelwerte + SEM, n =
3, * p<0,05.

6.3.3. Depletion der Thrombozyten
Nach Depletion der Thrombozyten war in Leber, Milz und Lunge das bakterielle Uberleben

im Vergleich zur Kontrollgruppe gesteigert (Abb. 32 a).

Die Lebend-Tot-Farbung zeigte ebenfalls einen deutlichen Unterschied zwischen beiden
Gruppen. Die Anzahl der rRNA-positiven Bakterien pro Gesichtsfeld war in der behandelten
Gruppe klar erhdht. Auch die rRNA-negativen Bakterien waren erhéht, allerdings weniger
deutlich (Abb. 32 b).

Der ermittelte Sterbefaktor lieR ebenso wie die KBE-Werte auf ein erhdhtes Uberleben der

Bakterien in den zelldepletierten Tieren schlie3en.
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Abbildung 32: Bakterienlast in Anti-Gplb-Antikorper behandelten Tieren ¢ 3 Std. nach Infektion (a) KBE/g in
Leber, Milz und Lunge (b) FISH-Lebend-Tot-Farbung (c) Sterberate; Mittelwerte + SEM, n = 3, * p<0,05.

6.4. Bakterienuberleben nach Thrombin- bzw. Faktor Xa-Inhibition

6.4.1. Dabigatran-behandelte Tiere
Nach Zugabe des Thrombin-Inhibitors Dabigatran war die Fibrinbildung in der

Mikrozirkulation der Leber, im Vergleich zur Kontrolle, von 9,6 + 0,36 % auf 2,7 + 0,24
reduziert (Mittelwert £ SEM, n = 3, * p < 0,05). Die KBE-Auswertung in Leber und Milz ergab
eine betrachtliche Erhohung der Bakterienzahl in den mit Dabigatran behandelten Tieren
(Abb. 33 a).

Bei der Farbung der rRNA-positiven und rRNA-negativen Bakterien stellten wir in der mit
Dabigatran behandelten Gruppe eine Zunahme beider Bakterienzahlen fest. Die Sterberate
war im Vergleich zur Kontrolle deutlich vermindert (Abb. 33 a und b).

Darlber hinaus wurde die Zahl der rekrutierten neutrophilen Granulozyten,
infammatorischen Monozyten, Thrombozyten und T-Zellen bestimmt (Daten nicht gezeigt).
Lediglich bei den inflammatorischen Monozyten konnte ein Unterschied in der
Zellrekrutierung festgestellt werden. Diese erhdhte sich in der mit Dabigatran behandelten
Gruppe von 13,1 + 1,8 Zellen pro Gesichtsfeld (Kontrolle) auf 23,0 £ 0,3 Zellen pro
Gesichtsfeld (Dabigatran) (Mittelwert £ SEM, n = 3, * p < 0,05).
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Abbildung 33: Bakterienlast in mit Dabigatran behandelten Tieren ¢ 3 Std. nach Infektion (a) KBE/g in Leber,
Milz und Lunge (b) FISH-Lebend-Tot-Farbung in der Leber (c) Sterberate; Mittelwerte £+ SEM, n = 3, * p<0,05.

6.4.2. Rivaroxaban-behandelte Tiere
Die Infusion des Faktor Xa-Inhibitors Rivaroxaban reduzierte die mikrovaskuléare

Fibrinbildung in der Leber von 9,6 + 0,3 % (Kontrolle) auf 1,7 + 0,1 % (Rivaroxaban)
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(Mittelwert £ SEM, n = 3 * p < 0,05). Bei der KBE-Analyse konnte in Leber, Milz und Lunge
eine erhdéhte Bakterienzahl nach Antikoagulation mit Rivaroxaban ermittelt werden (Abb. 34
a). AulRerdem steigerte Rivaroxaban die Zahl der rRNA-positiven Bakterien in der Leber
(Abb. 34 b, Abb. 35). Der Sterbefaktor lieR ebenfalls auf ein erhdéhtes Uberleben der

Bakterien in der mit Rivaroxaban behandelten Gruppe schlief3en (Abb. 34 c).
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Abbildung 34: Bakterienlast in Rivaroxaban-behandelten Tieren ¢ 3 Std. nach Infektion (a) KBE/g in Leber,
Milz und Lunge (b) FISH-Lebend-Tot-Farbung (c) Sterberate; Mittelwerte + SEM, n = 3, * p<0,05.
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Abbildung 35: Vergleich rRNA positiver und negativer Bakterien in Kontrolltieren und Rivaroxaban
behandelten Tieren (3 Std. nach Infektion) - rRNA negative Bakterien »rRNA positive Bakterien; (Mafstab, 20,

pm).

Bei der Analyse der Immunzellrekrutierung konnte eine signifikant erhdhte Rekrutierung der
inflammatorischen Monozyten in der Leber der mit Rivaroxaban behandelten Tiere
festgestellt werden. Diese stieg von 13,1 £+ 0,3 pro Gesichtsfeld (Kontrolle) auf 21,0 + 1,7 pro
Gesichtsfeld (Rivaroxaban) an (Mittelwert £ SEM, n = 3, * p < 0,05). Die Rekrutierung der

anderen untersuchten Zellen war unverandert (Daten nicht gezeigt).
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6.5. In vitro Experimente zum Bakterieniiberleben nach Thrombus-
Bildung

Um den Einfluss der Fibrinbildung auf das Uberleben der Bakterien in vitro zu
charakterisieren, wurde Fibrinogen mittels Thrombin in Fibrin umgewandelt. In getrennten
Ansatzen wurde die Fibrinbildung mit dem Thrombininhibitor Hirudin gehemmt. Die Messung
der Bakterienlast (KBE/ul) erfolgte 30 und 90 Min. nach Start der Thrombus-Bildung.

Nach Ausplattierung der aus den Thromben erstellten Verdinnungsreihen konnte durch die
Errechnung der KBE-Werte gezeigt werden, dass in den mit Hirudin versetzten Proben eine

signifikant héhere Bakterienzahl vorhanden war (Abb. 36 a und b).
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Abbildung 36: Bakterielles Uberleben in Fibrinthromben in vitro ¢ Vergleich der Bakterienzahl nach
Thrombus-Bildung und bei Inhibition der Fibrinbildung mit Hirudin 30 Min. (a) und 90 Min. (b) nach Start der
Gerinnung; Mittelwerte + SEM, n = 6-8, * p<0,05.

Als nachstes wurde die Wirkung von Hirudin auf das bakterielle Uberleben in PPP getestet,
wobei in diesem Fall die Fibrinthromben mit TF getriggert wurden. Sowohl nach 30 Min., als
auch nach 90 Min.-Inkubation wurde die Bakterienzahl durch den Thrombininhibitor
ausgepragt erhoht (Abb. 37 a und b).
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Abbildung 37: Bakterieniiberleben in Fibrinthromben in vitro mit PPP und TF ¢ Vergleich der Bakterienzahl
nach Thrombus-Bildung und bei Inhibition der Fibrinbildung mit Hirudin 30 Min. (a) und 90 Min. (b) nach Start
der Gerinnung; Mittelwerte + SEM, n = 6-8, * p <0,05.

RQ



Abbildung 38: Einfluss fibrinolytischer Proteine auf
das Bakterieniiberleben ¢ Thormbus-Bildung durch
humanes PPP und Thrombin mit Zugabe von Hirudin,
Plasminogen, tPA sowie Plasminogen und tPA,
Tranexamsaure; Mittelwerte + SEM, n = 8-10, § p<0,05
vs. alle Gruppen.

KBE/I

Um den Einfluss der Fibrinolyse und fibrinolytischer Proteine auf das Bakterienuberleben zu
charakterisieren, wurde der Versuch mit PPP sowohl mit gesteigerter Fibrinolyse als auch
gehemmter Fibrinolyse durchgefiihrt. Vergleichend dazu wurde die Thrombin-Inhibition mit
Hirudin ananlysiert. Es zeigte sich, dass das Bakterienlberleben lediglich nach Thrombin-
Inhibition gesteigert wurde, sonst ergaben sich keine signifikanten Veranderungen
gegenulber der Kontrolle (Abb. 38).

Danach wurden Experimente mit PPP von Histidine-rich-Glycoprotein-defizienten Mausen
(HRG-defizient) durchgefihrt (Abb. 38). Diesen Tieren fehlte das Gen HRG, das diverse
Rollen im Immun- und Gerinnungssystem spielen kann. Fibrinthromben aus dem PPP von
HRG-defizienten Mausen zeigten denselben Effekt auf das bakterielle Uberleben wie Fibrin-
thromben die in PPP aus Kontrolltieren gebildet wurden (Abb. 39). In beiden

Mausepopulationen steigerte die Thrombininhibition das Bakterientberleben (Abb. 39).
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Abbildung 39: Wirkung von HRG auf das
Bakterientiberleben in Fibrinthromben .
Thrombus-Bildung durch Thrombin und PPP aus
Wildtypen und HRG-Knock-Out-Tieren sowie jeweils
der Zugabe von Hirudin zur Hemmung der Gerinnung,
Mittelwerte + SEM, n = 4, * p<0,05.

KBE/y

PBS WT HRG-- WT HRG-/-
+ Hirudin+ Hirudin

Um weitere Hinweise auf die Ursache des Bakteriensterbens wahrend der Fibrinbildung zu
erhalten, wurden die Thromben im konfokalen Mikroskop visuell dargestellt. Hierbei wurde
Fibrinogen eingesetzt, an welches ein Fluorophor gebunden war. Lebende Bakterien wurden
von toten Bakterien mit Hilfe des in Ill. 2.3 beschriebenen Farbungskits unterschieden (Abb.

40).
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Nach 15 Min. Inkubationszeit wurden reprasentative Bilder der Thromben mit Hilfe des
konfokalen Mikroskops erstellt. Nach 60 Min. stellten wir eine Zunahme der toten Bakterien,
die sich durch eine Positivitat in Griin und Rot auszeichneten, sowie eine Zunahme der
Fibrinfaden und von deren Dichte fest. Weiterhin fiel eine zeitabhangige Verformung der
Bakterien auf. Wahrend diese zu friiheren Zeitpunkten eine typische Stabchenform besallen,
verloren sie letztere meist nach 60 Min. und stellten sich dann eher rund dar (Abb. 40).

AuRerdem konnte beobachtet werden, dass die Bakterien eher in den Maschen des

Fibrinnetzwerkes lokalisiert waren.

Propidiumiodid Fibrinogen Merge

.. ‘i

£y . wy

. o ¥
.
¥

’

.. r
..

Abbildung 40: Visualisierung von E. coli wahrend der Bildung eines Fibrinthrombus (aus F|br|nogen und TF);
SYTO = Nukleinsaure-Farbung von lebenden und toten Organismen, Propidiumiodid = selektive Farbung toter
Bakterien; Inset: Verformung der Bakterien nach 60 Min. im Vgl. zu 15 Min. nach Thrombus Bildung, (Maf3stab 10 um).
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6.5.1. Bakterienuiberleben in C5-defizienten Mausen
Um die Rolle des Komplementsystems wahrend der Immunothrombose zu charakterisieren,

wurden E. coli-Infektionen an Cb5-defizienten Mausen durchgefiihrt. Hierbei war von
besonderem Interesse, welchen Einfluss C5 (eine zentrale Komponente des
Komplementsystems) auf die Fibrinbildung und auf das Bakterientberleben aufweist. Daher
wurden Immunfluoreszenzfarbungen fur Fibrin und verschiedene Immunzellen sowie
Lebend-Tot-Farbungen der Bakterien durchgefiihrt. Weiterfihrend wurden KBE-Analysen in
Milz und Leber vorgenommen.

In der Milz der Cb5-defizienten Mausen war die Bakterienlast 1 bzw. 3 Std. nach
Infektionsbeginn gegeniber den Kontrolltieren erhdht, wahrend in der Leber kein
Unterschied nachweisbar war (Abb. 41 a und b). Die Zahl der leberassoziierten rRNA
positiven Bakterien sowie der rRNA-negativen Bakterien war in den beiden Mausespezies
vergleichbar (Abb. 41 b und c). Der Sterbefaktor war jedoch in den C5-defizienten Tieren
gegenulber den Kontrollmausen erhéht (Abb. 41 d).

Des Weiteren konnte eine signifikant erhdhte Anzahl an inflammatorischen Monozyten in der

Leber der C5-defizienten Tiere festgestellt werden (Abb. 42 b). Auch die Thrombozytenzahl
(a) (b)
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Abbildung 41: Lebende und tote Bakterien in C5-defizienten Tieren ¢ (a) KBE/g in Leber und Milz 1 Std.
nach Infektion, (b) KBE/g in Leber und Milz 3 Std. nach Infektion, (c) FISH-Lebend-Tot-Farbung 3 Std. nach
Infektion (d) Sterbefaktor 3 Std. nach Infektion; Mittelwerte + SEM, n = 3-4, * p<0,05.

war nach drei Stunden von 2,1 £ 0,1 Zellen pro Gesichtsfeld in der Kontrollgruppe auf 3,4 +
0,6 Zellen pro Gesichtsfeld (Mittelwert + SEM, n = 3-4 * p < 0,05) gestiegen. Die
Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten unterschied sich zwischen den C5-defizienten

Mausen und den Kontrolltieren nicht (Abb. 42 b).
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Abbildung 42: Zellrekrutierung in C5-defizienten Tieren ¢ Inflammatorische Monozyten (a) und neutrophile
Granulozyten (b) 1 Std. bzw. 3 Std. nach Infektion mit E. coli; Mittelwerte £+ SEM, n = 3-4, * p<0,05.

Bezuglich der Fibrinbildung lieR sich zwischen den Cb5-defizienten Tieren und der

Kontrollm&usen kein signifikanter Unterschied beobachten (Daten nicht gezeigt).

7. NKT-Zellen als Trager von TF und Initiatoren der intravaskularen
Fibrinbildung

Bei der Analyse der mikrovaskularen Fibrinbildung fiel eine Zellspezies auf, die besonders
haufig mit Fibrin assoziiert war, aber keine Merkmale myeloider Zellen aufwies.

Zur ldentifizierung dieser Zellspezies wurden zunachst die Leberschnitte mit einem Pan-T-
Zell-Marker angefarbt. Hierbei wurde ein Antikdrper gegen CD90 (THY1) verwendet und, wie
in Tabelle 6 beschrieben, eingesetzt. Da bereits nach kurzer Zeit THY-1-positive Zellen
rekrutiert worden waren, vermuteten wir, dass es sich um eine Population der angeborenen
T-Zellen handeln kénnte und setzten CD127 als Marker ein. Alle angefarbten THY-1-
positiven Zellen waren fur CD127 ebenfalls positiv.
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Es zeigte sich eine schnelle Rekrutierung von THY1- und CD127-positiven Zellen im
Verhaltnis zur nicht infizierten Kontrolle (Abb. 43). Zwischen 30 Min. und 6 Std. fiel die Zahl
der rekrutierten Zellen wieder ab. Die THY1'/CD127" Zellen zeigten eine deutliche
Kolokalisation mit Fibrin (Abb 44 a).
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Abbildung 44: (a) Zeitlicher Verlauf der mit Fibrin kolokalisierten THY1*/CD127* Zellen (b) Prozentualer Anteil
der TF positiven Zellen an der Gesamtzellzahl: TF positive THY1*/CD127* Zellen und TF positive
inflammatorische Monozyten,; Mittelwerte + SEM, n = 3-4, * p<0,05.

Im Anschluss wurde die TF-Expression der T-Zellen analysiert. Uberraschenderweise waren
fast 70% der Zellen TF positiv (Abb. 44 b). Hingegen waren nur etwas mehr als 20% der
inflammatorischen Monozten zu demselben Zeitpunkt TF-positiv (Abb. 44 b)

Zur genaueren ldentifizierung der T-Zell-Population erfolgte eine Farbung der Schnitte mit
verschiedenen T-Zell-Subpopulationsmarkern, die jedoch alle bis auf eine Ausnahme nicht
nachweisbar waren (Daten nicht gezeigt). Diese Ausnahme betraf den Natural-Killer-T-Zell-
Marker (NKT-Zellmarker) CD1d (Abb. 45). Wie in Abbildung 45 gezeigt, waren nahezu alle
THY1-positiven Zellen CD1d positiv und somit NKT-Zellen. Diese waren zu 99 % TF positiv.
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Abbildung 45: NKT-Zellen in der Mikrozirkulation der Leber 30 Min. nach Infektion ¢ (a) Anzahl
Thy1*/CD127*-Zellen, CD1d*-Zellen und CD1d*TF*-Zellen, Mittelwerte + SEM, n = 3-4, * p<0,05. (b)
Reprasentative Bilder der Daten von (a), (Mastab 5 pm).
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7.1. In vitro Experimente mit NKT-Zellen
Um die TF-Expression der NKT-Zellen in vitro zu Uberprifen, wurden NKT-Zellen aus der

Leber von Wildtyp-Mausen bzw. infizierten Tieren isoliert. Zunachst wurden die gesamten

Lymphozyten aus der Leber isoliert und daraufhin die NKT-Zellen mittels FACS gesortet.

7.1.1. Visualisierung der NKT-Zellen in einer T-Zell-Misch-Population und
Nachweis von TF
In der Zellsuspension wurden NKT-Zellen und TF-positive Zellen markiert. Die

Zellsuspension wurde auf einen Objekttrager aufgetragen und mit dem konfokalen Mikroskop
analysiert. Hierbei konnten in den, aus den Kontrolltieren isolierten Lymphozyten 9,8 % mit
Hilfe der Tetramerfarbung (Vgl. 5.2.3) als NKT-Zellen identifiziert (Abb. 46 a), im Vergleich
zur infizierten Gruppe, hier waren es 19,8 %. Eine TF-Expression konnte in beiden Gruppen
mittels Anti-TF-Antikdrper visualisiert werden (Abb. 46 b).

(a) (b)

Abbildung 46: Analyse der ex vivo isolierten NKT-Zellen beziiglich der Expression von TF * (a) Tetramer
positiver Lymphozyt (b) reprasentatives Bild einer TF positiven NKT-Zelle; (a)+(b) n= 3, (Maf3stab 10 pm).

Nicht-infizierte Tiere Infizierte Tiere

m Lymphozyten
NKT-Zellen

m Lymphozyten
NKT-Zellen

NKT-Zellen

NKT-Zellen u TF-positive

m TF-positive l

Abbildung 47 : FACS- Analyse von ex vivo isolierten NKT-Zellen beziiglich der Expression von TF ® TF-
positive NKT-Zellen in nicht infizierten Tieren und infizierten Tieren, markiert durch PE-positive CD1d-Tetramere
und FITC markierten anti- TF-Antikorper, n=1.
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Als nachstes wurde die TF-Expression der NKT-Zellen (CD1d Tetramer positive Zellen) mit

Hilfe des FACS analysiert. Hierbei zeigten sich ahnliche Ergebnisse (Abb. 47).

7.1.2. Funktionelle Tests mit isolierten NKT-Zellen
Zur Uberprifung der prokoagulatorischen Aktivitat der NKT-Zellen wurden funktionelle Tests

mit den ex vivo isolierten NKT-Zellen durchgeflihrt. Die Zellen wurden mittels Zellsortierung
aus infizierten und nicht infizierten transgenetisch veranderten Mausen (Va14-Ja281), die
eine erhohte Anzahl an NKT-Zellen aufweisen, isoliert. Zunachst wurde die Faktor Xa-
Bildung analysiert. AnschlielRend wurde mit Hilfe der Thrombelastographie (TEG) Uberpruft,
ob sich die Gerinnungszeit durch die Zugabe unterschiedlicher Zellproben in das murine
Vollblut verandert. Des Weiteren wurde ein Thrombus mit Mausblut erstellt, wobei die Zellen
nach der Rekalzifizierung zu PPP hinzugegeben wurden.

Sowohl in den aus Wildtypen gewonnen NKT-Zellen als auch in den aus mit E. coli infizierten
Tieren gewonnenen NKT-Zellen war die Faktor Xa-Bildung vollstandig durch den anti-TF-
Antikérper hemmbar (Abb. 48).
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Abbildung 48: Faktor Xa-Bildung durch ex vivo isolierte NKT-Zellen (Die Zellen wurden mittels Zellsortierung
aus infizierten und nicht infizierten transgenetisch veranderten Mausen mit erhdhte NKT-Zell-Exprimierung isoliert)
* Mittelwerte + SEM, n = 3-4, * p<0,05.

Im TEG induzierten die Zellen, die aus den mit E. coli infizierten Tieren gewonnen worden
waren eine Verminderung der Gerinnungszeit, gleichbedeutend mit einer deutlichen
Steigerung der Fibrinbildung (Abb. 49). Dieser Effekt war durch den anti-TF-Antikorper
vollstandig hemmbar.
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Abbildung 49: TEG-Analyse der ex vivo isolierten NKT-Zellen beziglich ihrer prokoagulatorischen
Potenz im Vollblut der Maus ¢ Mittelwerte + SEM, n = 3-4, * p<0,05.

AulRerdem steigerten die aus den infizierten Mausen isolierten NKT-Zellen die Dichte eines
perizellularen Koagulats gegenuber der Wirkung von aus nicht-infizierten Mausen
gewonnenen NKT-Zellen (Abb. 50).

JIsotyp IgGY/ ’ /Fibrin W Anti-TF-AK / /Fibrin

e\

NKT-Zellen isoliert aus nicht-
infizierten Mausen

;lsotyp 1g@ /07, /Fibrin ! Anti-TF-AK / /Fibrin

o -

t g P

NKT-Zellen isoliert aus infizierten
Mausen

Abbildung 50: Perizellulare Fibrinbildung durch isolierte NKT-Zellen. In vitro-Koagulat-Experiment mit ex
vivo isolierten NKT-Zellen und murinem PPP ¢ Effekt von anti-TF-Antikorper bzw. Isotyp IgG-Kontroll-
Antikorper, Reprasentatives von insgesamt n= 4, (MaRstab 10 ym).
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7.2. Effekte der NKT-Zellen auf den Mechanismus der

Immunothrombose in vivo
In der vorliegenden Arbeit wurden NKT-Zellen als prokoagulatorische Zellen identifiziert, die

TF exprimieren und in der frhen Phase systemischer Infektionen in die Mikrozirkulation der
Leber rekrutiert werden. Um die Funktion der NKT-Zellen wahrend der Immunothrombose zu
charakterisieren, wurden genmodifizierte Tiermodelle verwendet. Ein Modell, in welchem
durch eine Defizienz des JaVa18 Rezeptors alle NKT-Zellen fehlen (JaVa18-KO-Mause),
sowie ein weiteres in dem durch eine Uberexpression des JaVa18 Rezeptors eine
Vervielfaltigung der NKT-Zellzahl bewirkt wird (Va14-Ja281 high Mause).

In den JaVa18-KO-Mausen beobachteten wir im Vergleich zu den WT-Mausen eine
signifikant erhdhte Bakterienzahl in der Leber und Milz (Abb. 51 a). Zudem konnte eine signi-
fikant erhdhte Anzahl an rRNA positiven Bakterien ermittelt werden und sich daraus erge-

bend auch ein signifikant erniedrigter Sterbefaktor in den JaVa18-KO-Tieren (Abb. 51 b, c)
(a) (b) (c)
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Abbildung 51: Bakterienlast in JaVa18-KO-Tieren 1 Std. nach Infektion ¢ (a) KBE/g in Leber, Milz und Lunge,
(b) FISH-Lebend-Tod-Farbung (c) Sterbefaktor (d) reprasentatives Bild der FISH-Lebende-Tod-Farbung—> rRNA
negative Bakterien »rRNA positive Bakterien, Mittelwerte + SEM, n = 3-4 * p<0,05; Mafstab 20 pm.
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Abbildung 52: Bakterienlast in JaVa18"9" Tieren 1 Std. nach Infektion ¢(a) KBE/g in Leber, Milz und Lunge
(b) FISH-Lebend-Tot-Farbung (c) Sterberate, Mittelwerte + SEM, n = 3-4,* p<0,05.

In den JaVa18"9"-Mausen, konnte in Leber und Milz eine signifikant erniedrigte
Bakterienzahl festgestellt werden (Abb. 52 a). Die Anzahl an rRNA positiven Bakterien war in
den JaVa18M9h-Tieren signifikant erniedrigt, sowie der Sterbefaktor erhéht (Abb. 52 b, c).

Weiterfuhrend wurde in der Mikrozirkulation der Leber in den JaVa18-KO-Mausen eine
verminderte Fibrinbildung im Vgl. zum Wildtyp festgestellt (Abb. 53 a) im Gegensatz zur
mikrovaskuléren Fibrinbildung in JaVa18"9"-Tieren, die im Vgl. zum Wildtyp deutlich

gesteigert war.
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Abbildung 53: Fibrinbildung in JaVa18”- Tieren und JaVa18his" Tieren ¢ Mittelwerte + SEM, n = 3-4, * p<0,05.

Bezuglich der Rekrutierung anderer Immunzellen lie sich bei der Auszahlung der
unterschiedlichen Immunzellen und Thrombozyten keinerlei Unterschied zwischen JaVa18-
KO-, JaVa18"9"- Mausen und Wildtypen ableiten. Lediglich die erhéhte Expression von TF

der inflammatorischen Monozyten fiel in den KO-Tieren auf (Daten nicht gezeigt).
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V. Diskussion

1. Begrundung der Wahl des Mikroorganismus - Escherichia coli
E. coli wurde zur Induktion einer bakteriellen Infektion in der Maus wegen der wichtigen

Bedeutung des Bakteriums bei systemischen Infektionen gewanhlt. In der Tat stellt E. coli
unter den gram-negativen Bakterien einen der Haupterreger von systemischen Infektionen
beim Menschen dar (Vila et al., 2016).

Dabei wurde der Laboratoriums-Stamm BL-12 verwendet, dessen Kultivierung und
Sicherheitseinstufung unproblematisch sind. Es kam ein mit einem GFP-Plasmid
transfizierter BL-12-Stamm zum Einsatz, der das Zytoplasma der Bakterien bei einer
Bestrahlung mit blauem Fluoreszenzlicht grin leuchten Iasst. Dies diente sowohl in vivo als

auch in vitro zur Darstellung der Bakterien in der Immunfluoreszenz.

2. Begriindung der Verwendung von Mausen als Tiermodell
Zur Analyse der zellularen Mechanismen der Immunothrombose wurde ein Tiermodell

gewahlt, da die Modellierung sowohl einer systemischen Infektion als auch des
Zusammenspiels zwischen Gerinnungssystem und Immunantwort in vitro sehr schwierig ist.
Die Maus wurde aufgrund der leichten Haltung, der schnellen Reproduktion und meist
problemlosen Aufzucht als Versuchstier gewahlt. Darlber hinaus existieren einige
Ubereinstimmungen in der Funktion der Immunzellen zwischen Maus und Mensch, was die

Ubertragung der erhaltenen Erkenntnisse auf den Menschen erleichtert.

3. Diskussion der Ergebnisse
Die Wichtigkeit der Erforschung des Mechanismus der Immunothrombose leitet sich ins-

besondere von der postulierten physiologischen Bedeutung der Generation von
Mikrothrombosen als Antwort auf das Eindringen von Pathogenen in den Blutkreislauf und
der Bedeutung ihrer Dysregulation wahrend der disseminierten intravasalen Gerinnung im

Rahmen der Sepsis ab. (Engelmann & Massberg, 2013; Hoppensteadt et al., 2014).

3.1. Zellulare Initiatoren der Inmunothrombose
Es gibt bereits Hinweise darauf, dass Zellen des angeborenen Immunsystems, wie

neutrophile Granulozyten zusammen mit Thrombozyten wahrend des Prozess der
Immunothrombose miteinander interagieren und dass bei systemischen Infektionen TF-
abhangig Mikrothrombosen entstehen (Massberg et al., 2010). Jedoch ist insbesondere tber
den zeitlichen Ablauf, die Interaktion zwischen den beteiligten Immunzellen und deren
Funktion sowie die Initiatoren dieses Prozesses wenig bekannt. Die hier vorgestellten
Ergebnisse zeigen, dass inflammatorische Monozyten in einem frihen Stadium der
bakteriellen Infektion in die Mikrozirkulation rekrutiert werden. Zusatzlich wurde ein weiterer
Zelltyp rekrutiert, der sogar noch friher als die inflammatorischen Monozyten an das

Endothel der Mikrozirkulation der Leber adhéarierte und deutlich mit Fibrin kolokalisierte.
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Aktivierung der NKT-Zelle:

1. Adhasion an Sinusoide der
Mikrozirkulation der Leber

2. Interaktion mit Kupfferzellen und
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-> TF-Aktivierung durch PDI aus
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>
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Abbildung 54: Graphische Darstellung zur Hypothese der Aktivierung von TF in NKT-Zellen wahrend der
friihen Phase der Inmunothrombose

Mit Hilfe verschiedener Marker (THY1, CD127, CD1d) wurden die frih rekrutierten Zellen als
NKT-Zellen identifiziert.

Interessanterweise zeigte sich in der Immunfluoreszenzfarbung eine hohe Expression von
TF auf den NKT-Zellen gegeniber den nicht-infizierten Kontrolltieren. Unter in vivo-
Bedingungen beobachteten wir in mit E. coli infizierten Tieren eine erhdhte Rekrutierung von
NKT-Zellen, sowie eine gesteigerte TF-Expression. Des Weiteren wurde in JaVa18-
defizienten Tieren, bei denen die NKT-Zellspiegel deutlich reduziert waren, eine Reduktion
der Fibrinmenge beobachtet. Der prokoagulatorische Effekt der NKT-Zellen war hoher als
derjenige der inflammatorischen Monozyten (vgl. Fibrinbildung in NKT-Zell-depletierten und
Monozyten-depletierten Tieren (Abb. 17 a und Abb. 53 a). Zudem wurde eine gesteigerte
Fibrinbildung in den JaVa18""-Tieren mit konstitutiv erhéhten NKT-Zellen beobachtet.

Um weiter zu prufen, ob NKT-Zellen TF-abhangig das extrinsische Gerinnungssystem
aktivieren, wurden NKT-Zellen aus der Leber von infizierten und nicht infizierten Tieren mit
Hilfe des FACS isoliert. AnschlieBend wurden funktionelle Tests durchgefiihrt, die die
prokoagulatorische  Aktivitdt  bestimmten. Hierbei konnte eine  TF-abhangige
Gerinnungsaktivitdt der Zellen festgestellt werden, die in den E. coli infizierten Tieren
gesteigert war. Dies konnte sowohl in der visuellen Darstellung des perizelluldr von den
NKT-Zellen ausgehenden Fibrins als auch in Vollblutmessungen gezeigt werden.

Somit deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die NKT-Zellen bereits unter physiologischen
Bedingungen TF exprimieren. Wahrend der bakteriellen systemischen Infektion war die TF-

Expression gesteigert. Insgesamt ist daher von einer sehr schnellen Zelloberflachen-
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Prasentation und Aktivierung von TF auszugehen, in Ubereinstmmung mit der

Klassifizierung von TF als ein immediate early gene.
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Abbildung 55: Graphische Darstellung der Initiierung der Immunothrombose: tote Bakterien schraffiert
dargestellt, Fibrinbildung mittels gelben Linien dargestellt

Zusammengenommen lassen unsere Betrachtungen vermuten, dass NKT-Zellen Initiatoren
der Immunothrombose darstellen. Die Aktivierung von TF in NKT-Zellen konnte durch
thrombozytares PDI vermittelt werden (Reinhardt et al, 2008) (Abb. 54). Fur die Aktivierung
der NKT-Zellen ist zudem die Ausschuttung von IL-12 notwendig, das durch Kupfferzellen im
Rahmen von systemischen Infektionen sezerniert wird (Zhou et al., 2016).

Neben den NKT-Zellen agieren die rekrutierten inflammatorischen Monozyten als Initiatoren
der Immunothrombose, die selbst E. coli z.B. uber TLR4 binden koénnen und dadurch
aktiviert werden, TF zu synthetisieren (Abb. 55). Dartber hinaus wirken nach Eintreffen der
Thrombozyten diese stimulierend auf die weitere Gerinnungsaktivierung durch die
Rekrutierung von weiteren inflammatorischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten.
Die neutrophilen Granulozyten werden zu einem spateren Zeitpunkt wichtig fir die
Generation von Fibrin durch die Bildung von NETSs, die ebenfalls durch die Thrombozyten

gefordert wird (Engelmann & Massberg, 2013; Pfeiler et al., 2017).

3.2. Zeitabhangige Rekrutierung der Immunzellen nach bakterieller Invasion
Uber den zeitlichen Ablauf und die Interaktion der verschiedenen Immunzellen wahrend

systemischer Infektionen, sowie ihre Bedeutung fur die mikrovaskulare Fibrinbildung liegen
nur unzureichende Informationen vor (Engelmann & Massberg, 2013). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigen, dass der Prozess der Immunothrombose bereits nach sehr
kurzer Zeit einsetzt. So war bereits nach 30 Min. eine deutliche mikrovaskulare Fibrinbildung

festzustellen. Interessanterweise war nach nur 48 Std. die mikrovaskulare Fibrinbildung
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nahezu vollstandig beendet. Zu demselben Zeitpunkt waren in der Tat kaum noch
intravasale Bakterien nachweisbar. Wahrend der gesamten Dauer der Infektion war keine
Beeintrachtigung des Gesundheitszustandes der Tiere festzustellen. Zusammengenommen
bedeutet das, dass es wahrend der Immunothrombose zu einer vollstandigen Eliminierung
der Bakterien kommt ohne, dass hierdurch der Allgemeinzustand der Organismen verandert
ist.

Im Gegensatz zu den inflammatorischen Monozyten wurden patrouillierende Monozyten erst
zu einem spaten Zeitpunkt rekrutiert. Gleichzeitig war zu diesem Zeitpunkt bereits eine
Reduktion der Fibrinbildung festzustellen, sodass diese Zellpopulation mdglicherweise eine
Rolle beim Abbau von Fibrin spielen kénnte.

Die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten erfolgte 3 Std. nach Infektion. Die Immunzellen
zeigten zu diesem Zeitpunkt eine Kolokalisation mit Fibrin, welche auch zu spateren
Zeitpunkten konstant blieb. Dies ist eine Ubereinstimmung mit der Hypothese, dass
neutrophile Granulozyten fir den Erhalt der Fibrinbildung wichtig sind (Massberg et al., 2010;
Pfeiler et al., 2017).

Die Analysen der Rekrutierung von Thrombozyten zeigten eine frihe Thrombozytenadhasion
im Bereich der Mikrozirkulation der Leber und eine konstante Prasenz, die Uber l&ngere Zeit
erhalten blieb. Nach Thrombozytendepletion wurde eine verminderte Rekrutierung von
inflammatorischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten beobachtet. Dies weist darauf
hin, dass die Thrombozyten die Rekrutierung von Zellen der angeborenen Immunitat
steigern. Die Thrombozyten konnten somit u.a. uber die Vermittlung der Adhasion der

erwahnten Leukozyten die mikrovaskulare Fibrinbildung steigern.

3.3. Interaktion zwischen Bakterien, Fibrinbildung und rekrutierten
Immunzellen
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse an transgenen und  Antikdrper-

Immunzelldepletierten Mausen, dass NKT-Zellen und inflammatorische Monozyten die
Immunothrombose initieren wahrend neutrophile Granulozyten die mikrovaskulare
Fibrinbildung zeitverzogert verstarken.

Die Fibrin-stimulierende Rolle der Thrombozyten konnte wie erwahnt durch die Forderung
der Rekrutierung von inflammatorischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten, sowie
durch die stimulierende Wirkung der Thrombozyten auf die Bildung von NETs (Massberg et
al., 2010) bedingt sein. Die Hypothese, dass Thrombozyten selbst TF exprimieren (Nuzzio et
al., 2016) und dadurch Fibrin bilden, konnte hierbei weder widerlegt noch bestatigt werden.
Aufgrund bestehender Hinweise auf eine Regulation der Fibrinbildung durch das
Komplementsystem in unterschiedlichen inflammatorischen Prozessen (Markiewski et al.,
2007; Zhao et al., 2015) war anzunehmen, dass das Komplementsystem wahrend der

Immunothrombose eine bedeutende Rolle spielt. Dies konnte unter den hier analysierten

71



Bedingungen nicht bestatigt werden, da nur eine Tendenz zur Verminderung der
intravasalen Koagulation in C5a-defizienten Mausen festzustellen war. Gleichzeitig wurde in
diesen Mausen eine erheblich gesteigerte Rekrutierung inflammatorischer Monozyten
detektiert. Dies kann als Kompensationsmechanismus zur Aufrechterhaltung der

Gerinnungsaktivierung interpretiert werden.

Dass TF eine Rolle in der Abwehr bestimmter Pathogene spielt, konnte bereits im Kontext
einer Infektion mit Yersinien gezeigt werden (Luo et al., 2011). Zur genaueren
Charakterisierung der TF-Abhangigkeit des Prozess der mikrovaskularen Fibrinbildung in mit
E. coli infizierten Mausen wurde die Inhibition mit einem Anti-TF-Antikorper durchgefihrt. 30
Min. nach Infektion konnte eine erhdhte Bakterienlast in Leber und Milz der Tiere mit
inhibiertem TF festgestellt werden. Zudem war die Sterberate erniedrigt, was vermuten lasst,
dass TF bereits sehr friih an der Eliminierung der Bakterien beteiligt ist. Gleichzeitig wurde
keine Thrombosierung in der Mikrozirkulation der Leber der Tiere festgestellt. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass der Mechanismus der Immunothrombose TF-abhangig
stattfindet.

3.4. Mechanismus der Fibrin-induzierten Elimination von Bakterien in vivo
und in vitro
Eine wichtige Fragestellung der vorliegenden Arbeit lag darin zu prifen, inwiefern das

Bakterienuberleben durch die Bildung von Fibrin beeinflusst wird. Aus diesem Grund wurde
eine Farbemethode etabliert, welche die Vitalitat der Bakterien wahrend ihrer Anwesenheit in
der Mikrozirkulation bestimmt. Hierbei wurde bakterielle rRNA (E. coli rRNA) im
Lebergewebe dargestellt, was durch einer Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung visualisiert
wurde. Dieses Verfahren beruht auf dem Nachweis, dass rRNA-negative Bakterien tote
Bakterien darstellen, wahrend rRNA-positive Bakterien als lebende Mikroorganismen
angesehen werden kénnen (Blander & Sanders , 2012).

Wir beobachteten, dass die Eliminierung der Bakterien zwischen 1 und 3 Std. nach
Infektionsbeginn am effizientesten war, da in dieser Zeitspanne der Anteil an rRNA-positiven
Bakterien am starksten abfiel. Diese Abnahme an rRNA-positiven E. coli korrelierte mit der
im gleichen Zeitraum beobachteten Reduktion der KBE-Werte. Des Weiteren wurde in dieser
Phase aber auch eine deutliche Abnahme der rRNA-negativen Bakterien beobachtet. Dies
deutet auf eine schnelle Degradierung toter Bakterien hin.

Um die Assoziation toter und lebender Bakterien mit Fibrin zu ermitteln, wurde die
Kolokalisation der Bakterien mit ihrer rRNA und Fibrin analysiert. Dabei beobachteten wir
Uberraschenderweise, dass der Anteil der mit Fibrin kolokalisierten toten Bakterien im

Verlauf der Zeit zunahm. Im Gegensatz dazu waren die rRNA-positiven Bakterien lediglich in
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einer frihen Phase der Infektion mit Fibrin assoziiert. Diese Erkenntnisse sind im Einklang
mit der Hypothese, dass Bakterien, die in Kontakt mit Fibrin kommen, nicht lange Uberleben
und Fibrin somit einen bakteriziden Effekt auf die Bakterien ausubt.

Um diese Hypothese zu prifen, wurde das Bakterienliberleben auch in Tieren untersucht,
die mit Dabigatran, einem Thrombin-Inhibitor, und mit Rivaroxaban, einem Faktor-Xa-
Inhibitor, behandelt wurden. In beiden Gruppen Uberlebten erheblich mehr Bakterien in der
Leber und Milz der Tiere als in den entsprechenden Kontrolltieren. Dies wurde anhand der
Bestimmung der Bakterienlast und durch die Ermittlung des Sterbefaktors gezeigt. In der Tat
konnte in den mit Rivaroxaban behandelten Tieren eine Vervierfachung der rRNA-positiven
Bakterien beobachten werden. Gleichzeitig induzierte Rivaroxaban eine starke Hemmung
der mikrovaskularen Fibrinbildung, die deutlich ausgepragter war als diejenige, die durch
Dabigatran induziert wurde.

Insgesamt zeigte sich, dass die Hemmung der Fibrinbildung das Bakterientberleben deutlich
forderte. Dies unterstreicht die Annahme eines bakteriziden Effekts von Fibrin. Hinweise
hierauf existierten bereits, beispielsweise durch die erniedrigte Bakterienclearance in mit
Yersinien infizierten Tieren mit reduzierter Fibrinbildung (Luo et al., 2011). Dartber hinaus ist
zu erwahnen, dass wahrend der durch Staphylokokkus aureus induzierten Peritonitis in
Tieren, die nicht in der Lage waren, Fibrin aus Fibrinogen Uber die Abspaltung von
Fibrinopeptid A zu generieren eine zehnfach erhdhte Bakterienlast im Vergleich zum Wildtyp
nachweisbar war (Prasad et al., 2015).

Nachdem der Einfluss der Fibrinbildung auf das Bakterientberleben in vivo charakterisiert
worden war, untersuchten wir in vitro, ob Fibrin direkt das bakterielle Uberleben verandert.
Fibrinogen wurde mit Hilfe von Thrombin zu Fibrin konvertiert und das Bakterientberleben
anhand der KBE-Analyse gemessen. Unter allen experimentellen Bedingungen kam es
wahrend der Fibrinbildung zu einem Abtéten der E.coli-Bakterien. Der Effekt von Fibrin
wurde durch den Thrombininhibitor Hirudin antagonisiert, da Hirudin die Bakterienlast
erhdhte.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass Fibrin nicht nur durch das Verhindern einer
Ausbreitung zirkulierender Bakterien einen protektiven Effekt auf den infizierten Organismus
ausubt, sondern auch direkt Bakterien téten kann. Ergebnisse mit an Streptokokkus
pyogenes infizierten Mausen konnten in ahnlicher Weise interpretiert werden (Loof et al.,
2011).

Um die Mechanismen zu ermitteln, die dem bakteriziden Effekt von Fibrin unter den
genannten Bedingungen zugrunde liegen, wurden weitere Experimente zur Beteiligung des
Histidin-Rich-Glykoprotein (HRG), der Fibrinolyse und mechanischer Einflisse durchgefihrt.
Dabei konnten wir sowohl einen Beitrag einer gesteigerten bzw. gehemmten Fibrinolyse als

auch die Beteiligung des HRG ausschlieen. Eine mechanische Einwirkung des Fibrinnetzes
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und eine damit verbundene Zerstorung der Bakterien wurde als nachste Moglichkeit des
bakteriziden Effekts in Erwdgung gezogen. In der Tat ergaben sich Hinweise darauf, dass
die Bakterien durch die Bildung der Fibrinnetze verdrangt und verformt werden. Zusatzlich
koénnten die wahrend der Fibrinbildung aus Fibrinogen abgespaltenen Fibrinopeptide A oder

B an der Bakterieneliminierung beteiligt sein (Prasad et al., 2015).
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VI. Zusammenfassung
Thrombosen stellen zumeist einen pathologischen Vorgang dar, der u.a. fur Mortalitat und

Morbiditat von Myokardinfarkt, Schlaganfall und Sepsis entscheidend ist. Jedoch kénnen
Thrombosen unter bestimmten Bedingungen auch protektive Wirkungen haben. In der Tat ist
vorgeschlagen worden, dass die Bildung mikrovaskularer Thrombosen, die sog.
Immunothrombosen, einen physiologischen Abwehrmechanismus des Korpers gegen im Blut
zirkulierende Pathogene darstellt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Immunothrombosen nahezu unmittelbar nach
Beginn einer systemischen Infektion mit E. coli in der Mikrozirkulation der Leber entstehen
und dass sie auch in anderen Organen wie beispielsweise der Lunge gebildet werden. Die
besondere Bedeutung des Fibrins vor allem in der frihen Phase der Bildung mikrovaskularer
Thrombosen konnte anhand unterschiedlicher in vivo und in vitro Versuche gezeigt werden.
Die erhohte Bakterienlast in antikoagulierten Tieren und der erstmalige Nachweis der
Akkumulation toter Bakterien im Bereich der mikrovaskularen Fibrinbildung zeigt, dass Fibrin
auch in vivo lokal zur Elimination der Bakterien beitragt. Gleichzeitig war die Assoziation von
lebenden Bakterien mit Fibrin mit Ausnahme der friihen Phase der systemischen Infektion
geringfiigig. Die Ergebnisse lassen zusammengenommen vermuten, dass die intravasale
Bildung von Fibrin innerhalb der Mikrozirkulation wahrend der frihen Phase der
systemischen Infektion (1 — 3 Std.) einen direkten antimikrobiellen Effekt auf die Bakterien
ausubt.

Dagegen konnte nur ein limitierter bzw. kein Einfluss des Komplementsystems, zumindest
am Modell der Komplementfaktor 5-defizienten Mause, auf die Elimination von Bakterien
wahrend der Immunothrombose und die intravaskulare Fibrinbildung in der Mikrozirkulation
der Leber nachgewiesen werden.

Als zellulare Initiatoren der Immunothrombose wurden patrouillierende NKT-Zellen
identifiziert. Die NKT-Zellen weisen eine hohe prokoagulatorische Aktivitat auf, die durch
Expression von TF und die dadurch vermittelte Aktivierung des extrinsischen Arms des
Gerinnungssystem bedingt wird. Eine intravasale Rekrutierung der Zellen konnte bereits
unmittelbar nach Infektion festgestellt werden. Die friihe Aktivierung der NKT-Zellen erfolgt
wahrscheinlich unabhangig von Thrombozyten, ist jedoch moglicherweise abhangig von
Kupfferzellen. Neben der Bedeutung der NKT-Zellen wurde gezeigt, dass inflammatorische
Monozyten ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Initierung der Immunothrombose spielen.
Zudem konnte die Bedeutung der neutrophilen Granulozyten fir die Propagation der
intravasalen Fibrinbildung bestatigt werden. Des Weiteren zeigte sich die wichtige
Bedeutung der Thrombozyten fur die Rekrutierung von Zellen des angeborenen
Immunsystems.

Durch das neu gewonnene Wissen Uber den antimikrobiellen Effekt der Fibrinbildung in vivo
sollte der Einsatz antikoagulatorischer Substanzen bei Patienten mit systemischen
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Infektionen kritischer als bisher geprift werden. Dies gilt v.a. fur die frihe Phase
systemischer Infektionen, in der nach der vorliegenden Arbeit die koagulationsinduzierte

Bakterieneliminierung vorwiegend stattfindet.
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