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1. Einleitung

1.1 Hamostase und Thrombose

Die Himostase ist ein essenzieller Mechanismus, um Blutverluste bei Verletzungen zu verhindern.
Die Grundlagen daflr bilden die Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten sowie die
zelluldre und plasmatische Koagulation. Am Beginn der Hamostase steht die Verletzung des
intakten Endothels. Hierdurch kommt es zu einer Freisetzung von von-Willebrand-Faktor (VWF)
und Integrinen, sowie zur endothelialen Expression von Rezeptoren, die der Interaktion mit
Thrombozyten dienen. Gleichzeitig wird die Sekretion antikoagulatorischer Substanzen, wie TFPI
und Thrombomodulin, und thrombozytenaggregationshemmender Substanzen, u.a. NO und
Prostaglandin I, reduziert™*. Die Aktivierung der Koagulation erfolgt sowohl Gber den intrinsischen
(Kontaktaktivierung) als auch den extrinsischen Aktivierungsweg (Tissue Faktor(TF)-abhingig)°.

Beide Aktivierungsmoglichkeiten resultieren in der Bildung eines Fibringerinnsels® (Abb. 1).

Bei pathologischen Verdnderungen der Himostase kann es zu einer dysregulierten Gerinnung und
infolgedessen zur Bildung von Thromben innerhalb von vendsen GefaRen kommen, welche
wiederum embolische Ereignisse auslésen kdnnen. Thromboembolien gehéren zu den haufigsten
Todesursachen weltweit. In 2010 konnten etwa 25% aller Todesfélle auf eine thromboembolische

Ursache zurtickgefiihrt werden’.

1.1.1 Plasmatische Gerinnung
Die beteiligten Gerinnungsfaktoren der plasmatischen Gerinnung werden in den Hepatozyten

synthetisiert und anschliefend als Zymogene in das Blut sezerniert.
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Abbildung 1: Ablauf der Gerinnungskaskade

Man unterscheidet zwischen der intrinsischen und extrinsischen Gerinnungsaktivierung (Abb.1).
Der zentrale Startpunkt des extrinsischen Aktivierungsweg bildet Tissue Faktor (TF) und dessen
Komplexbildung mit Faktor Vlla. TF dient dabei als essenzieller Co-Faktor von Faktor Vlla und gilt
als wichtigster Initiator der physiologischen und pathologischen Koagulation. TF wird u.a. von
adventitiellen Zellen und in arteriosklerotischen Plaques exprimiert®, kann aber auch von
intravaskuldren Zellen synthetisiert werden (u.a. Monozyten®). Als Gegenspieler des
TF-FVlla-Komplexes dient Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI)1%1%, Die beiden Isoformen TFPla
und TFPIP besitzen jeweils identische K1 und K2 Domanen. Die Inhibierung der Koagulation erfolgt

durch Bindung der K2 Domane an FXa und die Ausbildung von TFPI-FXa-TF-FVIla-Komplexen!13,

Faktor Xll ist der Startpunkt der intrinsischen Koagulation bzw. des Kontaktaktivierungssystems.
Die Aktivierung zu Faktor Xlla wird entweder durch die Bindung an negativ geladene Oberfldchen,
wie zum Beispiel Polyphosphat (PolyP) auf der Oberfliche von aktivierten Blutpldttchen'* oder

Uber Plasmakallikrein vermittelt'® (Abb. 2).

In FXIl defizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass die Bildung von Thrombosen
eingeschrankt ist und keine Okklusion erreicht wird®!?, Dieser Effekt konnte im menschlichen
Organismus noch nicht bestdtigt werden. Bei Patienten mit einer FXIl Defizienz liegt keine
Blutungsneigung vor, allerdings konnte bislang auch keine protektive Wirkung der Faktor XII

Defizienz gegeniiber Thrombosen bewiesen werden?é,



Faktor Xlla fiihrt zu einer Bildung von Bradykinin, wodurch es zu einer Erh6hung der Permeabilitat

von GefiRen, einer verstarkten Rekrutierung neutrophiler Granulozyten®®2° und Aktivierung des
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Abbildung 2: Die Rolle von FXII in der Koagulation nach Aktivierung durch Thrombozyten

Faktor X bildet den Start der gemeinsamen Endstrecke des intrinsischen und extrinsischen
Weges?>24, Er gehort neben Faktor II, VIl und IX zu den Vitamin K abhédngigen Gerinnungsfaktoren?>.

FXa flhrt zu einer enzymatischen Spaltung des Prothrombins zu Thrombin (Flla).

Neben seiner Beteiligung an der Blutgerinnung zeigt Faktor Xa auch pro-inflammatorische
Eigenschaften. So konnte eine vermehrte Faktor Xa-abhangige Ausschiittung der Zytokine IL-6, IL-8

und MCP-1 gezeigt werden?,

1.1.2 Fibrinbildung

Fibrin bildet das Endprodukt der Gerinnungskaskade. Fibrin entsteht aus Fibrinogen, einem im Blut
geldsten Glykoprotein, welches in den Hepatozyten synthetisiert wird?’. Es besteht aus je 2 Aa-,
BB- und y- Ketten, verbunden Uber Disulfidbriicken?®. Die zentrale E-Region enthalt die N-Termini

aller 6 Ketten, wahrend die C-Termini der [B- und vy-Ketten als D-Region bezeichnet



werden?® (Abb. 3). Wihrend ein GroRteil des Fibrinogens im Blutplasma zirkuliert, finden sich
weitere Anteile in Thrombozyten, Lymphe und interstitieller Flussigkeit®. Zur Bildung des
unléslichen Fibrins werden die Fragmente Fibrinopeptid (Fp) A und B durch Thrombin (Faktor lla)
abgespalten (Abb. 3). Durch die nun freiliegenden C-Termini kommt es zu einer Vernetzung der
Fibrinmonomere3!. AnschlieRend folgt die Quervernetzung innerhalb des Fibringerinnsels durch
Faktor Xllla um die Stabilitdt zu erhéhen3?, Die wichtigsten Regulatoren der Fibrinbildung sind
aktiviertes Protein C und TF sowie Antithrombin (AT) als Hemmer der Fibrinbildung?3. Neben der
Bildung des Fibrins ist Fibrinogen auch wichtig fiir die Aggregation von Thrombozyten tiber Bindung
an den GPlIb-Illa-Rezeptor3*.

Fibrinogen zahlt zu den Akute-Phase-Proteinen. Wahrend einer akuten Entziindungsreaktion
kommt es zu einem bis zu 10-fachen Anstieg der Fibrinogenkonzentration im Blut®®. Ein wichtiger

Aktivator der erh6hten Fibrinogenausschiittung ist dabei IL-636.
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Abbildung 3: Struktur des Fibrinogens

Modifiziert nach Kéhler S, Schmid F, Settanni G (2015) The Internal Dynamics of Fibrinogen and Its Implications for
Coagulation and Adsorption. PLoS Comput Biol 11(9): e1004346. https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.100434637

1.1.3 Regulation der Fibrinolyse

Um eine GbermaRige Fibrinbildung zu verhindern und die Gerinnungsaktivierung zu beenden, wird
Fibrin Gber das Plasminsystem abgebaut (Fibrinolyse) (Abb.4). Wahrend der Fibrinolyse wird das
Zymogen Plasminogen durch Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (uPA) bzw. Gewebe-
spezifischer Plasminogen Aktivator (tPA) in seine aktive Form Plasmin konvertiert3®. Plasmin baut
Fibrin in l6sliche Abbauprodukte, sogenannte Fibrindegradierungsprodukte (FDPs), ab. Diese

wiederum hemmen Thrombin und damit eine weitere Bildung von Fibrin aus Fibrinogen3?,
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Die Fibrinolyse kann durch die Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren-1 bis -4 (PAI-1 bis PAI-4)
gehemmt werden. Wichtigster Vertreter dieser Serpine (Serin Protease Inhibitoren) ist PAI-1%°, Es
inhibiert die Fibrinolyse lber die Bindung von uPA und tPA*. PAI-1 wird in Thrombozyten
gespeichert und kann nach Thrombozytenaktivierung freigesetzt werden*2.

Ein weiterer Regulator der Fibrinolyse ist Thrombin-aktivierter-Fibrinolyse-Inhibitor (TAFI)*. Nach
Aktivierung von Thrombin spaltet TAFI Lysinreste von partiell abgebautem Fibrin ab, die fir die
Bindung von Plasminogen an Fibrin wichtig sind. TAFlI weist auch anti-inflammatorische

Eigenschaften auf, u.a. Uber die Inhibition der Komplementfaktoren C3a und C5a%*,
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Abbildung 4: Regulation der Fibrinolyse durch das Plasmin-System, PAI-1 und TAFI

1.1.4 Zelluldre Gerinnung

Die zellulare Hamostase wird u.a. durch Thrombozyten vermittelt. Unter physiologischen
Umstanden sezernieren die Endothelzellen Prostacyclin und NO und verhindern damit eine
Aktivierung der Blutplattchen*®. Bei Verletzungen der GefiBwand kommt es zur Freilegung
kollagener Fasern subendothelialer Strukturen. Diese interagieren mit dem Glykoprotein la/lla und
Glykoprotein VI auf der Oberflache der Thrombozyten*’. Zudem kommt es zur Freisetzung des von-
Willebrand-Faktors, welcher an den Glykoprotein-1b/V/IX-Komplex auf den Plattchen bindet*. Dies
fUhrt zur Aktivierung der Thrombozyten und einer damit verbundenen Konformationsanderung
sowie der Freisetzung von (iber 300 verschiedenen Proteinen aus den alpha-Granula und dichten

Granula®. Diese fiihren unter anderem zu einer Vasokonstriktion und weiteren Aggregation von



Thrombozyten®®. GPlIb/llla spielt auRerdem eine wichtige Rolle fir die durch Fibrinogen
vermittelte Quervernetzung und Thrombozytenaggregation>?.

Neben ihrer Bedeutung fir die Blutstillung spielen Blutplattchen auch eine zentrale Rolle in der
Immunantwort bei akuten Entziindungsreaktionen®2. Dazu ist eine direkte oder indirekte
Interaktion der Thrombozyten mit Bakterien moglich®3. AnschlieRend kommt es zu Plattchen-
Plattchen- und Plattchen-Leukozyten Interaktionen sowie zur Freisetzung antimikrobieller Peptide

und Chemokine, um weitere Immunzellen zu rekrutieren.



1.2 Systemische bakterielle Infektion und Sepsis

Infektionskrankheiten sind weltweit betrachtet eine der hdufigsten Todesursachen, insbesondere
in Entwicklungslandern. Escherichia Coli (E.Coli) ist ein wichtiger bakterieller Erreger der Sepsis,
neben Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influanzae, Neisseria
meningitidis und Klebsiella pneumoniae>. Dabei handelt es sich um gram-negative Stabchen,
welche physiologisch im menschlichen Darm zu finden sind. Infektionen mit E.Coli, unter anderem
des Urogenitaltrakts und bei der Neugeborenensepsis, stellen einen héaufigen

Hospitalisationsgrund dar®®.

Im Rahmen von bakteriellen Infektionen kommt es zu einer Erkennung der Erreger tGber Pathogen-
assoziierte molekulare Strukturen (PAMPs) durch verschiedene Rezeptoren (Pattern recognition
receptors, PRRs) auf Leukozyten sowie Endothel- und Epithelzellen*’. Daraufhin werden
Chemokine und Zytokine freigesetzt, um eine adaquate Immunantwort zu ermdglichen. Diese pro-
inflammatorischen Abldufe beinhalten ebenfalls eine Aktivierung des Komplementsystems sowie
der Koagulation. Gleichzeitig findet eine anti-inflammatorische Gegenregulierung des Organismus
statt. Es kommt zur Apoptose von Leukozyten, verminderten Ausschiittung zytotoxischer

Substanzen und Wiederherstellung der Homoostase.

Bei Verlust dieses Gleichgewichts zwischen pro- und anti-inflammatorischen Mechanismen kommt
es zur Sepsis, einer lebensbedrohlichen tGberméaRigen Reaktion des Kérpers auf einen Erreger>®.
Dies fiihrt zu einer Kreislaufdysregulation und Beeintrachtigung der Organfunktionen nach
hdamatogener Streuung der Pathogene im Organismus®. Die vermehrte Freisetzung von Defekt-
assoziierten molekularen Strukturen (DAMPs) durch geschadigte Zellen fiihrt zu einer weiteren

Aktivierung pro-inflammatorischer Abldufe®%61,

Die Sterblichkeit der Sepsis liegt auch bei optimaler Behandlung bei rund 20%°%2. Bis heute besteht
keine ursachlich wirksame Handlungsstrategie. Neben einer friihzeitigen antimikrobiellen Therapie
steht in der Behandlung der Sepsis die supportive Therapie zur Kreislaufstabilisierung mittels

Volumengabe und Katecholaminen im Vordergrund®3.

1.3 Zellulare Immunantwort auf systemische Infektionen in der Mikrozirkulation der
Leber

Das Immunsystem ist ein Zusammenspiel zellularer und humoraler Strukturen sowie lymphatischer

Organe zur Abwehr in den Organismus eindringender Pathogene. Es lasst sich in ein angeborenes

und erworbenes Immunsystem unterteilen®. Wahrend das angeborene Immunsystem eine



schnelle Immunantwort garantiert, zeigt das erworbene Immunsystem eine spezifischere

Pathogenabwehr nach zeitlicher Latenz®.

1.3.1 Zellen des angeborenen Immunsystems

Monozyten

Monozyten entstehen aus hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark nach Stimulation
durch Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (M-CSF)%. Nach ihrer Proliferation werden sie
in die Blutbahn entlassen®’. Dort agieren sie als Phagozyten und kénnen Antigene prasentieren. In
der Maus unterscheidet man zwischen 2 Subtypen: Klassische Monozyten (inflammatorische
Monozyten) und nicht-klassische Monozyten (patrouillierende Monozyten)®. Im humanen System
konnte zudem ein dritter Subtyp, die sogenannten intermedidaren Monozyten nachgewiesen
werden®,

Klassische Monozyten werden im Rahmen von Infektionen, getriggert durch CCL2, vermehrt aus
dem Knochenmark in die Blutbahn entlassen’. Sie sind in der Maus Ly6C positiv. Klassische
Monozyten kdnnen zu nicht-klassischen Monozyten und dendritischen Zellen differenzieren.
Zudem fihren sie zu einem Anstieg der Rekrutierung von Makrophagen und dendritischen Zellen®®.
Nicht-klassische Monozyten sind positiv fir CX3CR1. lhre Proliferation wird durch den
Transkriptionsfaktor Nr4al kontrolliert’t. Nicht-klassische Monozyten wandern entlang der
Gefdalwadnde im nicht infizierten Organismus, getriggert durch LFA-1 und Mac-1. Am Ort der
Infektion kommt es zu einer Verlangsamung des Patrouillierungsvorgangs und zur Adhéasion der
nicht-klassischen Monozyten, induziert u.a. durch TNF-a’2. Ein méglicher anti-inflammatorischer

Effekt nicht-klassischer Monozyten, u.a. Uber die Sekretion von IL-10 wird diskutiert”.

Kupffer-Zellen

Kupffer-Zellen sind spezialisierte Makrophagen des Lebergewebes. Sie sind Teil des
mononukledren phagozytdren Systems’. Kupffer-Zellen entstehen zum GroRteil aus erythro-
myeloiden Vorlduferzellen aus dem Dottersack’” sowie zu einem geringeren Teil aus
differenzierten Monozyten. Monozyten wandern anschlieBend mit dem Blut in die Leber ein, wo
sie dann zu organspezifischen Makrophagen differenzieren. Wichtiger Faktor zur Differenzierung
und Proliferation der Kupffer-Zellen ist M-CSF”®. Im histologischen Bild erkennt man Kupffer-Zellen
an ihren zahlreichen Zytoplasmafortsatzen, die in den Disse-Raum zwischen Hepatozyten und
Endothelzellen hineinragen. lhre strategische Positionierung in der Leber ermoglicht eine
effiziente Phagozytose von im Blut zirkulierenden Pathogenen, insbesondere Pathogenen aus dem
Gastrointestinaltrakt’’. Diese immunologische Funktion der Kupffer-Zellen ist essenziell, um die

Leber vor Zell- und Organschaden zu schiitzen. Die Aktivierung der Kupffer-Zellen kann einerseits
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durch das Komplementsystem (ber spezielle Rezeptoren fiir C3a und C5a vermittelt werden.
Andererseits, erfolgt eine Aktivierung tber unterschiedliche PAMP-Rezeptoren, wie TLR4, welcher
als Rezeptor fiir LPS fungiert, einer spezifischen Komponente der Membran gram-negativer
Bakterien. AnschlieRend schitten die Kupffer-Zellen Entziindungsmediatoren, wie Zytokine,
Chemokine, lysosomale und proteolytische Enzyme, sowie Sauerstoffradikale aus’®. Kupffer-Zellen

dienen zudem als Antigen-prasentierende-Zellen fiir B- und T-Lymphozyten?®.

Neutrophile

Neutrophile stellen die quantitativ wichtigste angeborene Immunzelle dar, die insbesondere fir
die Immunantwort im Rahmen akuter entziindlicher Reaktionen verantwortlich sind®. Neutrophile
differenzieren aus myeloischen Vorldauferzellen, stimuliert durch Granulozyten-Kolonie
stimulierenden Faktor (G-CSF)®. Die genaue Verteilung der Neutrophilen im Organismus ist noch
nicht abschlieBend geklart. Es wird aber angenommen, dass neben der im Blut zirkulierenden
Population ein weiteres Reservoir in verschiedenen Organen vorhanden ist, u.a. in Leber, Milz,
Knochenmark und Lunge®2. Die Elimination seneszenter Neutrophiler erfolgt in der Leber durch
Kupffer-Zellen, vermittelt Gber IL-17A und G-CSF®2#, Im Rahmen einer Infektion erfolgt die
Rekrutierung der Neutrophilen tiber die Erkennung von PAMPs sowie anderer bakterieller bzw.
viraler Produkte. AnschlieBend findet zundchst ein Entlangrollen der Neutrophilen an der
Gefallwand mit Hilfe von Selektinen statt. Danach folgt die Adhasion der Neutrophilen mit Hilfe
von Integrinen und Chemokinen. Der Chemokingradient entlang des Endothels dirigiert dabei die
Zelle zum Ort der Transmigration. Die Extravasation der Neutrophilen erfolgt entweder
parazellular oder transzellular&2s,

Aktivierte Neutrophile konnen am Ort der Infektion sog. NETs (neutrophile extrazellularere Traps)
bilden, stimuliert durch IL-8, LPS, opsonierte Bakterien und Blutplattchen®. NETs bestehen aus
einem Netz aus extrazelluldrer DNA, Histonen sowie antibakteriellen Proteinen und Peptiden®’. Sie
spielen eine wichtige Rolle beim Einfangen («trapping») intravasaler Bakterien®t. Durch eine
vermehrte Rekrutierung von Blutplattchen und Aktivierung von Fibrinbildung haben NETs einen
pro-thrombotischen Effekt®®. Die Ausbildung von NETs kann im Rahmen der Sepsis zu
Organschadigungen fiihren und wurde in mehreren klinischen Studien als Pradiktor fir eine

erhéhte Mortalitit gesehen werden®1-93,



1.2.2 Zellen des erworbenen Immunsystems

T-Zellen

T-Zellen sind Teil des adaptiven Immunsystems, gekennzeichnet durch die Expression von CD3 und
des T-Zellrezeptors (TCR). Sie entstehen aus hamatopoetischen Stammzellen und migrieren
anschlieBend als unreife Vorlauferzellen in den Thymus®*. Hier erfolgt die Differenzierung zu CD4*
T-Helferzellen und CD8* T-Killerzellen®>. Zudem unterlaufen die T-Zellen im Thymus eine negative
Selektion, die der immunologischen Selbsttolerenz dient®®. Neben den klassischen T-Zellsubtypen
der T-Helferzellen, T-Killerzellen und T-Gedachtniszellen des adaptiven Immunsystems, spielen
innate-like T-Zellen, u.a. Natural-killer T-Zellen (NKT) und yd T-Zellen eine wichtige Rolle in der

Frihphase der Infektion®’.

T-Helferzellen

T-Helferzellen werden klassischerweise neben der Expression von CD3 durch das Glykoprotein CD4
auf der Zellmembranoberflache charakterisiert. Die Funktion der CD4* Zellen ist sehr vielfdltig und
kommt durch die unterschiedliche Differenzierung der naiven T-Zellen zustande. Sie spielen eine
wichtige Rolle in der Immunreaktion durch die Aktivierung von Makrophagen und B-Zellen und die
damit verbundene Stimulation der Antikérperproduktion®®, sowie Rekrutierung eosinophiler,
basophiler und neutrophiler Granulozyten®.

CD4* Lymphozyten lassen sich anhand der Produktion jeweils charakteristischer Zytokine und
Chemokine in unterschiedliche Subtypen einteilen, welche durch die Expression verschiedener
Transkriptionsfaktoren determiniert sind (Abb. 5)'%, Ihre Differenzierung wird Gber Proteine der
STAT Familie (signal transducer and activator of transcription) gesteuert'®’. Ein Merkmal der T-
Zellen ist ein positiver Feedbackmechanismus, der liber die Zytokin-Produktion der jeweiligen
Subtypen vermittelt wird und zu einer weiteren Differenzierung von naiven T-Zellen fiihrt'?, Die
Interaktion des T-Zellrezeptors (TCR) mit MHC-II-Antigen-Komplexen auf Antigen-prasentierenden

Zellen ist essentiell fir die Aktivierung der CD4* T Zellen?03,

Thl und Th2 Zellen waren die ersten beschriebenen Subtypen der T-Helferzellen'®. Die
Differenzierung von Th1 Zellen wird durch IL-12 angeregt'®. Sie exprimieren T-bet und sind primar
an der Abwehr intrazelluldrer Pathogene und der Entstehung von Autoimmunkrankheiten
beteiligt'®. Th2 Zellen hingegen sind durch die Expression von GATA-3 gekennzeichnet und spielen
eine wichtige Rolle in der Abwehr von extrazelluldaren Pathogenen, insbesondere im Rahmen von

parasitdren Infektionen®’,
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Th9 Zellen hingegen, benannt nach ihrer Sekretion von IL-9 spielen eine wichtige Rolle im Rahmen
von Autoimmunerkrankungen, u.a. der Multiplen Sklerose, chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen und der rheumatoiden Arthritisi®%, sowie bei Tumorerkrankungen?®,

Die Thl7-Zellen entstehen aus naiven T-Zellen, insbesondere im Rahmen von bakteriellen
Infektionen, Pilzinfektionen sowie Autoimmunerkrankungen. lhre Differenzierung wird durch
TGFB, IL-6, IL-21 und IL-23 angeregt. Th17 Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor RORyt. Sie
sind gekennzeichnet durch die Produktion von IL-21, IL-17A, IL-17F und [L-22111112,

Th22 wurden zuerst 2009 von Duhen et. al. in der Haut nachgewiesen. Sie unterscheiden sich in

ihrer Zytokinproduktion durch die fehlende Sekretion von IL-17 von Th17 Zellen!*3,

Regulatorische T-Zellen (Tregs), welche durch den Transkriptionsfaktor foxp3 charakterisiert sind,
spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der Immunantwort. Man unterscheidet zwischen
Tregs aus dem Thymus, welche die immunologische Selbsttoleranz unterstitzen'!* und peripheren
Tregs welche im Rahmen einer Infektion aus naiven T-Zellen differenzieren und die T-Zellantwort
regulieren und bremsen'*>1¢, Mutationen im Foxp3 Gen fihren zur Ausbildung defekter Tregs und
zu einer verstarkten Entwicklung von Autoimmunerkrankungen???,

Follikuldre T-Helferzellen sind durch den Transkriptionsfaktor Bcl-6 gekennzeichnet!8, Sie befinden
sich in den Keimzentren von Lymphknoten und der Milz und spielen eine essentielle Rolle in der

Proliferation von B-Zellen?®,

Naive CD4* T-Zelle

e N N Ve e

STAT4 STAT6 STAT6 STAT3 STAT3 STATS STAT3
Tyl T2 Ty9 Tyl7 Ty22 iTreg Ten
T-bet GATA-S' ) PU1 RORt AHR ’ Fi@ Beis |
CXCR3 CCR4 CCR6 CCR10 CD25 CXCR5
CRTH2 ’ CD161 CD127
IFN-y IL-4 IL-5 IL-13 IL-9 IL-17A/F IL-22 IL-10 IL-21
TGFB

Abbildung 5 Subtypen der CD4* T-Zellen im Rahmen systemischer bakterieller Infektionen

Modifiziert nach Wambre E et. al.120
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B- Zellen

B-Zellen stellend die Antikorper-produzierenden Zellen dar. Die B-Zellentwicklung findet im
Knochenmark statt!?!. Nach erfolgter negativer Selektion zur immunologischen Selbsttoleranz
zirkulieren die naiven B-Zellen im Blut'?2. Bei Kontakt mit einem Antigen, welches an den B-Zell
Rezeptor bindet, kommt es zu einer Aktivierung der B-Zelle und anschlieBender Differenzierung
zur Plasmazelle, welche Immunglobuline (lg) sezerniert. Fiir diese Proliferation ist ein co-
stimulatorisches Signal von follikularen T-Helferzellen erforderlich. Neben der Sezernierung von
Antikérpern kénnen B-Zellen auch Zytokine wie IL-10 sezernieren'?3,

Bei Bla-Zellen handelt es sich um einen Subtyp der B-Lymphozyten. Sie sind beteiligt an der
Abwehr von Pathogenen und der Beseitigung von apoptotischen Abbauprodukten. Bla Zellen sind
insbesondere an der frithen humoralen Abwehrreaktion beteiligt und gelten als wichtige
Antikérperproduzentent?®. Bla-Zellen sind vor allem in der Pleura- und Peritonealhdhle sowie in
der Milz vorhanden??>, Sie sezernieren Immunglobuline der Klasse M und dienen als verkniipfendes
Glied zwischen erworbener und angeborener Immunitat 26,

Bla-Zellen spielen eine wichtige Rolle fiir die immunologische Selbsttoleranz und Autoimmunitat.
Sie zeigen in der Frihreaktion im Rahmen einer Sepsis eine anti-inflammatorische Wirkung tber
die Sekretion von IL-10 und schiitzen dadurch den Kérper?’128, |hre Bildung ist abhdngig von den

Transkriptionsfaktoren Bhlhe40 und Bhlhe41129130,

1.4 Immunothrombose als Schnittstelle zwischen Koagulation und Immunsystem

Ein wichtiger Bestandteil der Pathophysiologie der Sepsis ist die enge Verknlipfung zwischen
Immunsystem und Koagulation. Nach Erkennen eines Pathogens (iber PAMPs kommt es zu einer
Aktivierung von Leukozyten, Blutplattchen und Endothelzellen, welche wiederum zu einer
Aktivierung der Gerinnungskaskade fiihren®?, unter anderem durch eine verstarkte Expression von
leukozytdrem TF auf den Zellent31132,

Zusatzlich kénnen Thrombozyten durch eine direkte Bindung der Bakterien an verschiedene
Rezeptoren aktiviert werden?3. In Folge der Entziindungsreaktion kommt es zu einer Ausschiittung
von Zytokinen wie TNF-q, IL-13, IL-12, IL-17 und IL-18%3, Dies fiihrt zu einer vermehrten Expression
bzw. Aktivierung von TF in Monozyten und Makophagen und damit zu einer Aktivierung der
intravasalen Gerinnung®3*. Gleichzeitig kommt es durch die vermehrte Freisetzung von tPA durch
Endothelzellen zu einer Aktivierung der Fibrinolyse3>13¢, welche wiederum durch die Freisetzung

von PAI-1 aus aktivierten Thrombozyten inhibiert wird. Des Weiteren fiihrt die Freisetzung von
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NETs durch neutrophile Granulozyten zu einer Verstarkung der pro-koagulatorischen Ablaufe!37138,
Die Maximalform dieser gesteigerten Aktivierung der Gerinnung wird dabei als disseminierte
intravasale Gerinnung (DIC) bezeichnet. Dabei kommt es zur massiven Ausbildung von
Mikrothrombosen, insbesondere in den kleinen und mittelgroRen GefdRen mit deletdren

Folgen34139,

Die Aktivierung des Komplementsystems ist eine weitere Folge intravasaler Pathogene. Die
aktivierten Komplementfaktoren C3a und C5a spielen eine wichtige Rolle in der Rekrutierung von
Lymphozyten4®14t ynd fiihren zu einer Aktivierung des Membrane-Attack-Complex (MAC). Dieser
kann durch die Bildung von Poren in der Zellmembran zu einer Lyse flihren4%143, Die Aktivierung
des Komplementsystems geschieht liber drei Mechanismen: (1) den klassischen Weg, wobei
Komplementfaktor C1 Gber seine C1q Doméane an IgG oder IgM Antikorper bindet'#, (2) den
Lektinweg, welcher Mannose-bindende Lektine zur Antikérper-unabhangigen Erkennung der
Strukturen von Mikroorganismen nutzt, und (3) den alternativen Weg, welcher den stdndigen
spontanen Zerfall von C3 in C3a und C3b beschreibt!*>. Bei fehlender Bindung an ein Pathogen

kommt es anschlieRend zum raschen Abbau von C3a und C3b im Blut.

Aktivierter Komplementfaktor C3 setzt einerseits die Komplementkaskade in Gang und spielt
andererseits eine wichtige Rolle in der Infektabwehr wahrend der Friihphase der Infektion, unter
anderem durch die Opsonierung von Pathogenen?#4’, Dies unterstutzt die Aktivierung von
Neutrophilen und férdert die Ausbildung von NETs#8. Hingegen kann zu spateren Zeitpunkten eine
UberschieRende Aktivierung des Komplementsystems ein Multiorganversagen fordern und zu

einem schwereren Krankheitsverlauf flihren143150

Unter physiologischen Bedingungen dient die beschriebene Gerinnungsaktivierung im Rahmen
bakterieller Infektionen als Abwehrmechanismus und wird als Immunothrombose bezeichnet
(Abb. 6). Es handelt sich dabei um eine benefizielle Form der Thrombose, welche eine Invasion der
Bakterien in das Gewebe und damit eine Ausbreitung der Infektion verhindern soll*>*1>2, Die
Mikrothrombosen konnen allerdings durch GefaBokklusion zu Durchblutungsstérungen fihren
und damit ein Organversagen induzieren. Gleichzeitig kommt es durch den Verbrauch von
Gerinnungsfaktoren und durch Thrombozytopenien zu einem erhohten Blutungsrisiko
(Verbrauchskoagulopathie). Eine Thrombozytopenie ist darliber hinaus mit einem schwereren
Verlauf der Sepsis verbunden'>3, Die komplexe Verbindung von (berschieRender
Gerinnungsantwort und erhéhtem Blutungsrisiko im Rahmen einer Verbrauchskoagulopathie

erschwert die Antikoagulationstherapie in der Sepsis erheblich>#1%8,
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Nature Reviews | Inmunology

Abbildung 6 Ablauf der Immunothrombose

Modifiziert nach Engelmann, B. & Massberg, S. Thrombosis as an intravascular effector of innate immunity. Nat Rev
Immunol 151

1.5 HIF-1a.

Der Transkriptionsfaktor HIF-1o. dient zur schnellen Anpassung des Organismus an hypoxische
Bedingungen. HIF-1a wird kontinuierlich synthetisiert, so dass bei Hypoxie nur ein verminderter
Abbau erfolgen muss'>®. Gleichzeitig spielt HIF-1a. eine wichtige Rolle in der Aktivierung der
Makrophagen und der T-Zell-Differenzierung. Dabei erfolgt eine friihzeitige Aktivierung bereits
ber LPS, bevor es zu einer Hypoxie kommen kann6%16! Zudem ermdoglicht HIF-1a ein verldngertes

Uberleben der neutrophilen Granulozyten unter hypoxischen Bedingungen?62,
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2. Fragestellung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit den Mechanismen des Immunothrombose-Prozesses
im Rahmen systemischer bakterieller Infektionen. Im Fokus stehen dabei die wechselseitige
Beeinflussung von Koagulation und Immunzellrekrutierung und ihre Auswirkungen auf
Bakterieniberleben, Entziindungsreaktion und Organschadigungen des Organismus. Dabei sollen

die folgenden Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Welche Rolle spielen die T-Helferzellen in der Inmunothrombose?

Ein wichtiger Aspekt ist dabei der Einfluss der Fibrinbildung auf die Rekrutierung von CD4* T-Zellen,
sowie der Einfluss der T-Helferzellen auf die Koagulationsregulation.

2. Bildung und Funktion von T-Helfer-Zellclustern in der Mikrozirkulation

In einem weiteren Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit soll geklart werden, inwieweit es zur

Aggregatsbildung von T-Helferzellen, s.g. Clustern, innerhalb der Blutgefdfe kommt.

3. Welche Auswirkungen hat eine Gerinnungshemmung auf die Immunantwort?

Fir diese Fragestellung soll mittels Faktor Xa Hemmung und einem Faktor Xll-defizienten
Mausmodell der Einfluss der Gerinnung auf Bakterienlberleben und Immunzellrekrutierung

untersucht werden.

4. Welche Rolle spielt Faktor XIl in der Immunzellrekrutierung und Ausbildung von
Immunothrombosen?

5. Einfluss der Transkriptionsfaktoren Nr4al und Bhlhe40/Bhlhe41 auf die
Immunzellrekrutierung und Gerinnungsaktivierung in der systemischen bakteriellen
Infektion

Nrdal spielt eine entscheidende Rolle fiir die Bildung von nicht-klassischen Monozyten, wahrend

Bhlhe40/Bhlhe41 die Bildung von Bla-Zellen vermittelt. In Nr4al”’- und Bhlhe40”/ /Bhlhe41”

Mausmodellen soll die Bedeutung der genannten Immunzellen fiir die Immunantwort auf

systemische bakterielle Infektionen erfasst werden.

15



3. Material

3.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

96 well p-Plate

Ibidi GmbH, Miinchen, D

Ausplattierspatel

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Bio-Plex Pro, Mouse Zytokin Standard 23-plex

BioRad Laboratories Inc., Hercules, USA

Einmalspritzen 2ml, 5ml, 10ml, 20ml

Becton Dickson S.A., Franklin Lakes, USA

Glasperlen (@4mm)

Carl Roth GmbH &Co. KG, Karlsruhe, D

Kavetten, PE

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, D

Menzel Deckglaser

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D

Objekttrager Superfrost Plus

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D

Petrischale PS leicht m. Nocken

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Pipetman® Diamond Spitzen D10, D200, D1000

Gilson Inc., Middleton, USA

Reagiergefal} 1,5ml Easy-Cap

Sarstedt AG & Co, Niumbrecht, D

Zeba Spin Entsalzungssaule

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D

Zentrifugenréhrchen konisch, 15ml, 50ml

Corning Science México S.A. de C.V., Tamaulipas,

Mexiko

3.2 Antikoérper

Tabelle 2: Verwendete Primare Antikorper
Antikoérper Konzentration Spezies Hersteller
Ccc3 S5ug/ml Hase Cell Signaling
CD4 (Ultra-LEAF anti-mouse) 7ug/ml Ratte Biolegend
CDh4 lug/mi Ratte Biorbyt
CD4 (APC-primar gelabelt) 2ug/ml Ratte Biolegend
CD4 (ahuman, A488-primar | 10ug/ml Hase Abcam
gelabelt)
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CD5 2,5ug/ml Ratte Invitrogen

CD19 (FITC-primar gelabelt) 2,5ug/ml Ratte SouthernBiotech

CD20 1,5ug/ml Hase Abcam

CD21/35 Sug/ml Ratte BioLegend

CD31 (PECAM-1) 0,52ug/ml Hase Abcam

Cb41 10pg/ml Ratte Abcam

CD42b 6,6pg/ml Hase ProteinTech

CD208 (LAMP3) 10pg/ml Hase Invitrogen

CX3CR1 10pg/ml Hase Novus

Dapi (Nukleusfarbung) 1pg/mi - Sigma

Drag5 (Nukleusfarbung) 5uM - ThermoFisher

Faktor XII 1,25pg/ml Ziege Zytomed

F4/80 1,25pg/ml Ratte Biolegend

Fibrin Sug/ml Maus WAK-Chemie

HIF-1a 8ug/ml Hase Novus

Ki67 15ug/ml Hase Abcam

LyeC 0,5ug/ml Ratte ThermoFisher

Ly6G 4ug/mi Ratte ThermoFisher

PAI-1 8,5ug/ml Hase Abcam

RORyT Sug/ml Hase Biorbyt

Stabilin-2 10pg/ml Maus Kai Schledzewski

T-bet 2ug/ml Hase Antibodies-online

uPA Sug/ml Hase R&D Systems

uPAR 0,5ug/ml Hase Proteintech
Tabelle 3: Sekundare Antikérper

Antikoérper Konjugation Spezies Hersteller

Alexa Fluor anti-Goat A488, A594 Affe Life Technologies

Alexa-Fluor Anti-Mouse A559, A594 Ziege Life Technologies
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Alexa-Fluor Anti-Mouse A488 Affe Life Technologies

Alexa-Fluor Anti-Rat A488, A594 Ziege Life Technologies

Alexa-Fluor Anti-Rab A488, A546, A594 Ziege Life Technologies
3.3 Gerdte

Tabelle 4: Verwendete Geridte

Gerat Hersteller

Autoklave Integra Biosciences, Tecnomara Deutschland GmbH,
Fernwald, D

Balance MC1 LC 620 S Sartorius Lab Instruments GmbH & Co.KG, Goéttingen, D

BioPhotometer Eppendorf, Hamburg, D

Bio-plex Pro Il Waschstation BioRad Laboratories Inc, Hercules, USA

Bio-plex 200 Reader BioRad Laboratories Inc, Hercules, USA

Centrifuge 5415 Eppendorf, Hamburg, D

Cryostat CM1950 Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, D

Gefrierschrank -20 °C Liebherr Profi-line Liebherr-International Deutschland GmbH, Bieberach an

der RiR, D

Gefrierschrank -80 °C HERA freeze Kendro laboratory Products, Hanau, D

Kihlschrank 4 °C Liebherr Profi-line Liebherr-International Deutschland GmbH, Bieberach an
der RiR, D

Hettich Mikro 22R centrifuge Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D

Hettich Rotina 35R centrifuge Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D

Hettich Universal 32 centrifuge Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D

IKA MAG® RCT magnetic stirrer IKA-Labortechnik, Staufen, Germany

IKA MS3 Digital Schittler IKA-Labortechnik, Staufen, Germany

Invertiertes SP8X WLL Konfokales | Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, D
Microskop

KS 250 basic shaker IKA-Labortechnik, Staufen, Germany

LA 214i Waage VWR International GmbH, Darmstadt, D
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LSM 510 Meta

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, D

Micropipetten (10pul, 20ul, 100ul, 200ul,
1000ul)

Eppendorf, Hamburg, D

MSC-Advantage Type 1.2 Arbeitsbank

Thermo Scientific, Braunschweig, D

pH-Meter HI 221

HANNA instruments HI 221

Thrombelastograph

RoTEG Dynabyte

Unihood 650 Abzug

UniEquip und Vertriebs

Planegg, D

Laborgeratebau-

GmbH,

Vortex Genie

Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz

Zentrifuge 3200

3.4 Puffer

Tabelle 5: Verwendete Puffer und Medien

LB-Medium

Eppendorf, Hamburg, D

10g Bacto-Trypton

5g Hefeextrakt

5g NaCl

In 1l destilliertem Wasser
pH 7,5

LB-Platten

250ml LB-Medium
4g Bacto-Agar
100ug/ml Ampicillin

Saponin-Lésung

0,2% Fisch Haut Gelatine
0,5% BSA

0,1% Saponin

In PBS

PBS

8g NaCl

0,24g KH,PO4

1,42g Na;HPO,*2H,0

0,2g KCI

In 11 destilliertem Wasser auflésen, pH 7,4

Blocklésung

1,5% BSA
0,1% TritonX
In PBS

MACS Puffer

2mM EDTA
0,5% BSA
In PBS

RBC Lyse Puffer

82,68 NH.Cl
11,9g NaHCO;
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2ml 0,5M EDTA
In 1l destilliertem Wasser auflésen, pH 7,3

Tris-EDTA Puffer

3.5 Chemikalien

Tabelle 6: Verwendete Chemikalien

Chemikalie

10mM Tris
1mM EDTA
0.05% Tween 20

In destilliertem Wasser, pH 9.0

Hersteller

Ampicillin

Bovine Serum Albumin (BSA)

DAKO Pen

Desirudin

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
EDTA

Glycerin

Gly-Pro-Arg-Pro

Gly-His-Arg-Pro

Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4)
Isofluran Delta Select
Natriumchlorid (NaCl)
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(NazHPO4x2H,0)

NH.CI

Rivaroxaban

Saccharose

Tissue Tek

Triton X

Trypsin/EDTA

20

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Dako, Glostrup, DK

Inresa

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Carl Roth GmbH &Co. KG, Karlsruhe, D
Calbiochem, Darmstadt, D

Bachem, Bubendorf, Schweiz

Bachem, Bubendorf, Schweiz

Merck, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH &Co. KG, Karlsruhe, D Delta

Select GmbH, Deieich, D
Carl Roth GmbH &Co. KG, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH &Co. KG, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH &Co. KG, Karlsruhe, D
Santa Cruz

Carl Roth GmbH &Co. KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Hartenstein, Wirzburg, D



4. Methoden

4.1 Bakterien

Bei den verwendeten Bakterien handelt es sich um Ampicillin-resistente, GFP-gelabelte E.Coli des
Stammes BL-21. Diese werden fiir 10 Stunden bei 37°C in einem Schuttelinkubator in LB-Medium
inkubiert. Durch Zugabe von Ampicillin in das Medium wird eine Kontamination vermieden.
Anschliefend wird das Medium bei 1000g fiir 10min zentrifugiert, um ein Bakterienpellet zu
erhalten, welches danach in PBS resuspendiert wird. Zur Erhéhung der Reinheit wird dieser Schritt
zweimalig wiederholt. Zur Bestimmung der Anzahl der Bakterien in der Losung wird die OD600
bestimmt. Hierbei handelt es sich um eine Dichtemessung durch Messung der Absorption in einem
Spektrophotometer. Daraus kann die Anzahl der enthaltenen Bakterien berechnet werden.

AnschlieBend wird die gewlinschte Bakterienzahl entnommen und in 100ul PBS verdinnt.

4.2 Tierversuche

Zur Untersuchung des Ablaufs der Immunothrombose wurden verschiedene Tiermodelle genutzt.
Wildtyp-Mé&use C57BL/6J wurden von Charles River bezogen. Das Alter der Tiere lag bei
Versuchsbeginn bei 8 — 14 Wochen. Die Tiere wurden nach gesetzlichen Vorschriften artgerecht in
der Versuchstiereinrichtung des Walter-Brendel-Zentrums, in der Zentralen Versuchstierhaltung
des Klinikums der Universitat oder in der Versuchstierhaltung der Psychiatrischen Klinik der
Universitdt Minchen gehalten. Die Tierhaltung erfolgte unter spezifisch-pathogenfreien
Konditionen in Kafigen mit 2 bis 4 Tieren. Das Tierversuchsvorhaben wurde von der Regierung von
Oberbayern genehmigt (Aktenzeichen ROB-55.2-2532.Vet_02-15-42, ROB-55-2-2532.Vet_02-20-
133).

Tabelle 7: verwendete Tiermodelle

Tiermodel Besonderheit

C57BL/6) Wildtyp

IL23R7- Defizienz der IL23R positiven Zellen
f12+ Defizienz von Faktor Xl

Bhlhe40/ Bhlhe41” Defizienz der Bla-Zellen

Nrdal” Defizienz der nicht-klassischen Monozyten

IL17A7 IL17A-Defizienz
Plg” Plasminogen-Defizienz
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4.2.1 Vorbehandlung der Tiere

Depletion der CD4* T-Helferzellen

Zur Untersuchung des Einflusses der T-Helferzellen im beschriebenen Infektionsmodell erfolgt eine
Depletion mittels 500ug aCD4-Antikorper (GK1.5, Biolegend). Dieser wurde 24 Std. vor Induktion
einer Infektion in die Peritonealhdhle appliziert. AnschlieRend erfolgte die Infektion mit E.Coli
durch Einbringen in die Schwanzvene. Der Kontrollgruppe wurde eine identische Menge Isotyp-

IgG-Antikorper (Rat 1gG2b, k, Biolegend) in die Schwanzvene injiziert.

o4

24h

3h/6h/18h T

CD4-Antikorper E.Coli Injektion

Abbildung 7: Injektionsschema der Behandlung mit anti-CD4 Antikérper vor Beginn der Infektion

Faktor Xa Hemmung

Zur Hemmung des Gerinnungsfaktor Xa wurden die Tiere mit Rivaroxaban (366789-02-8, Santa
Cruz) behandelt. Dieses wurde zuvor in DMSO gel6st und anschlieRend in einer Menge von 3mg/kg
Korpergewicht in einem Volumen von 100ul PBS in die Maus 4 Std. vor Induktion der Infektion mit

E.Coli in die Schwanzvene der Maus injiziert. Der Kontrollgruppe wurden 100ul in PBS gelostem

DMSO injiziert.

4h

3h/6h/18h T

Rivaroxaban

E.Coli Injektion

Abbildung 8: Injektionsschema der Faktor Xa Hemmung mit Rivaroxaban vor Beginn der Infektion
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Hemmung der NETs

Zur Hemmung der Bildung der NETs wurden die Tiere mit Desoxyribonukleasel (DNasel, AMP-D1,
Sigma) vorbehandelt. Dafiir wurden 100U DNasel in 100ul PBS gelost und 4 Std. vor der E.Coli
Injektion in die Schwanzvene injiziert. Der Kontrollgruppe wurde eine identische Menge PBS

injiziert.

Depletion der Thrombozyten

Thrombozyten wurden mittels anti-GPlba-Antikérper (2mg/kg KG; #300, Emfret Analytics) in den
Mausen depletiert. Die Injektion erfolgt 24 Std. vor Induktion einer Infektion mit E.Coli in die

Schwanzvene der Tiere.

Neutralisierung verschiedener Proteine

Fur die Neutralisation von PAI-1 und TAFI wurden 5mg/kg KG eines oPAI-1-Antik6rper (MA-
33H1F7) bzw. aTAFI-Antikorper (MA-RT36A3F5, beide zur Verfiigung gestellt von Paul Declerck)
5 min vor Infektion in die Schwanzvene der Tiere injiziert. In allen Fallen wurde ein passender IgG-

Antikorper zu gleichen Bedingungen injiziert.

4.2.2 Isolation und Injektion muriner Zellen

CD4* Lymphozyten wurden aus der Milz nicht-infizierter Tiere isoliert. Hierfir wurde die Milz nach
Entnahme zunachst durch ein Mikrosieb (70um) gepresst und anschlieRend in MACS Puffer
homogenisiert und mittels Zentrifugation pelletiert (450g, 5 Min., RT). Anschlieend erfolgte die
Re-Suspension und Inkubation des Zellpellets in RBC Lyse Puffer fiir 5 Min., gefolgt von 3
Waschschritten mittels Zentrifugation und MACS Puffer, bevor die Zellen erneut zu einem Pellet
zentrifugiert (450g, 5 Min., RT) und durch ein Mikrosieb (70um) zur Entfernung von Zellaggregaten
gespllt werden. Zur Zellseparation wurden die Zellen erneut in MACS Puffer re-suspendiert und
mittels magnetischer Zellseparierung CD4* T-Zellen isoliert (CD4* T Zell Isolierungs-Kit, 130-104-
454, Milteny Biotec). Hierzu erfolgt die Inkubation mit Biotin-konjugierten Antikérpern gegen
CD8a, CD11b, CD11c, CD19, CD45R (B220), CD49b (DX5), CD105, Anti-MHC-Klasse Il, Ter-119 und
TCRy/6. AnschlieRend erfolgt die Zugabe magnetischer anti-Biotin Microbeads zur Separation der
gelabelten nicht-CD4-positiven Zellen in einer MACS Saule. AnschlieBend erfolgte die Injektion der

Zellen in PBS-gelost in die Schwanzvene der Maus 5 Min. vor Infektion mit E.Coli.

Nicht-klassische Monozyten wurden aus dem Knochenmark und Milz der Tiere isoliert. Die
Knochen wurden entnommen und von Weichgewebe gereinigt. AnschlieBend wird das

Knochenmark mit PBS und FPS ausgesplilt und anschlieBend durch ein Mikrosieb (40um) gespiilt.
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Es erfolgt die Zentrifugation (400g, 7 Min., 4°C) und Zugabe von RBC Lyse Puffer. Nach erneutem
Waschen und Zentrifugation erfolgt die Separation nach CD115b mittels MACS Isolierung (Millteny
Biotec). AnschlieRend werden die Zellen mit aCX3CR1- und aLy6C-Antikorper fir 20min bei 4°C

inkubiert und mittels FACS Sorting nach einzelnen, lebenden CX3CR1* Ly6C7¥ Zellen sortiert.

4.2.3 Durchfiihrung der Tierversuche

Injektionen

Die Injektionen erfolgten bei den Mausen in die Schwanzvene. Daflir wurde die Maus in eine
Haltevorrichtung gesetzt und darin fixiert. AnschlieBend wurden Bakterien, Antikdrper, Zellen oder
Medikamente in 50-100pl PBS gelost in die V. cocczygea lateralis injiziert. Nach Injektion erfolgte

die Markierung der Tiere, bevor sie zurick in den Kéafig gebracht wurden.

Euthanasie und Organentnahme

Die Euthanasie wurde 1, 3, 6 oder 18 Std. nach Injektion von E.Coli durchgefiihrt. Nach erfolgreicher
Anésthesie mittels Isofluran oder CO; erfolgte die Blutentnahme kardial aus dem zuvor freigelegten
Herzbeutel und anschlieBende Totung mittels zervikaler Dislokation. Leber, Niere, Milz, Lunge,
Herz und Gehirn wurden entnommen und sofort geklhlt gelagert. Die Organe wurden zunachst 2
Std. in 4% PFA fixiert, danach 24 Std. bei 4°C in 30% Saccharose Losung, bevor sie bei -80°C bis zur

weiteren Verwendung aufbewahrt werden konnten.

4.2.3 Bestimmung der CFUs

Zur Bestimmung der Anzahl der lebenden Bakterien in den entnommenen Organen wurden die
Kolonie bildenden Einheiten (CFUs) bestimmt. Hierfir wurde jeweils ein Teil des betreffenden
Organs entnommen und gewogen. Das Organstiick wurden mit Hilfe eines Skalpells zerkleinert und
in PBS gel6st. Die Suspension wurde anschliefend in ein Reagenzgefall mit 10 Glaskugeln gegeben
und fiir mindestens 5 Min. auf einem Vortex Gerat geschittelt. Von der entstandenen homogenen
Mischung wurden Verdiinnungen von 1:10' — 1:10* erstellt. Die gewonnenen Verdiinnungen
wurden auf Agar Platten aufgetragen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Durch die Zugabe von
Ampicillin in die Agar Platten wurde eine Kontamination vermieden. Am nachsten Morgen wurden

die CFUs gezahlt werden und als CFUs/g fir die jeweiligen Organe angegeben.

4.3 Blutentnahme bei gesunden Probanden

Die Blutabnahme fand bei gesunden, freiwilligen Probanden im Alter zwischen 20 und 40 Jahren
statt. Die Probanden nahmen keine gerinnungshemmenden Medikamente (z.B. Phenprocoumon,
Heparin, ASS) in den 14 Tagen vor Blutentnahme ein. Das Blut wurde nach Hautdesinfektion mit

einer Butterfly-Nadel in der Ellenbeuge entnommen und mit TNC (12,5mM) 1:10 und Hirudin
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(2pg/ml) versetzt, um die Gerinnung zu verhindern. Das Blut wurde anschlieRend auf Eis gekuhlt

gelagert und sofort weiterverarbeitet.

4.4 Gewinnung von plattchenarmen Plasma

Zur weiteren Analyse der humanen und murinen Blutproben wurde Plattchen-armes Plasma (PPP)
genutzt. Dafir wurden die gewonnenen Blutproben fiir 15 Min. bei 260g ohne Bremse
zentrifugiert. Das dabei entstehende Plattchen-reiche Plasma wurde in ein neues Reagenzglas
pipettiert und fir 20 Min bei 2500g ohne Bremse zentrifugiert. Das PPP wurde nach diesem Schritt
abpipettiert und erneut fiir 20min bei gleichen Einstellungen zentrifugiert, um die Reinheit zu

erhdhen.

4.5 Analyse der Blutproben

In den gewonnenen Plasmaproben wurde anschlieRend mittels Multiplex Assay die Zytokin-
Konzentrationen bestimmt. Daflir wurden die Proben zundchst im Verhdltnis 1:4 mit dem
Probenverdiinnungsmittel versetzt. Die Plasmaproben und Proben der Standardkurven wurden in
die mit Beads vorbereitete 96-well Platte gegeben und fir 30 Minuten inkubiert. Im nachsten
Schritt wurden nach 3x Waschen die Antikdrper zur Detektion zu den Proben gegeben und erneut
far 30 Min. inkubiert (Abb. 9). Es folgte ein weiterer Waschschritt und anschliefend die Zugabe
von Streptavidin-PE als Farbstoff. AnschlieBend wurde die Zytokin-spezifische Fluoreszenz

gemessen und daraus die Zytokinkonzentration ermittelt.
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Verteilung der capture beads in Zugabe der Plasma Probe Zugabe der Zugabe von Streptavidin-PE
einer 96-well Platte Detektionsantikorper

Abbildung 9: Funktionsweise des Multiplex Assay

Inkubation der Plasmaproben mit den Beads (1+2), anschlieRend Zugabe der Antikérper (3) und Fluoreszenzfarbstoffe
(4) zur anschlieRenden Bestimmung der Zytokin-Konzentration

Des Weiteren wurden mittels laborchemischer Untersuchungen spezifische Parameter zur
Bestimmung der Organschadigung bestimmt. GOT, GPT, Cholinesterase und GLDH dienten als
Marker fiir eine Leberschadigung, Harnstoff zur Bestimmung der Nierenfunktion, sowie Laktat als

Marker des anaeroben Stoffwechsels unter Sauerstoffmangel.

25



4.6 Immunhistochemie

Anfertigung der Organschnitte

Fir die Mikroskopie der Gewebe wurden mit Hilfe eines Cryotoms Schnitte von 10um Dicke
angefertigt. Dazu wurden die gefrorenen Organe in Tissue-Tek Medium eingebettet und nach
Aushartung des Mediums bei -20°C im vorgekiihlten Cryotom geschnitten. Die angefertigten
Schnitte wurden auf Objekttragern aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C

gelagert.

Immunhistochemie

Die Gewebeschnitte wurden zundchst mit 4% PFA 10 Min. fixiert und anschliefend mit BSA-Losung
1,5% fiir 35 Min. oder 10% Ziegenserum fiir 1 Std. geblockt. Zur Darstellung intrazellularer Marker
wurde 0,1% TritonX zur Permeabilisierung genutzt. Zwischen jedem Schritt wurde das Gewebe

dreimalig mit PBS fiir jeweils 3 min gewaschen.

Humane Proben wurden zunachst mittels Xylene und Ethanol entparaffiniert und anschliefend
mittels Hitze-induzierter Antigen-Freilegung (Tris-EDTA Puffer) im Dampfkochtopf fiir die

Immunhistochemie vorbereitet.

Zundchst wurde der gewilinschte primare Antikdrper aufgetragen und lber Nacht bei 4°C im
Farbekasten inkubiert. Im nachsten Schritt wurde ein sekundarer Antikérper aufgetragen, welcher
mit einem Fluorophor gekoppelt war. Der markierte sekundare Antikorper bindet an den primaren
Antikorper und ermoglicht dadurch eine Detektion in der Fluoreszenzmikroskopie. Die
Inkubationszeit betrug im Allgemeinen 60 Min.

Bei Verwendung eines primaren Antikdrpers der Spezies Maus wurde zudem eine Kontrolle mit
dem sekundaren Antikorper allein durchgefiihrt, um eine unspezifische Bindung an das Gewebe
auszuschlieBen.

Zur Farbung der Nuklei wurde Draq5 genutzt, welches entweder fiir 60 Min. gemeinsam mit dem
sekundaren Antikdrper oder allein fiir 30 Minuten auf das Gewebe aufgebracht wurde. Alternativ
wurde DAPI als Nukleusfarbung eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug hierbei 2 Min. Nach
erneutem dreimaligem Waschen mit PBS fiir jeweils 3 Min. wird ein Tropfen Glycerol auf die

Gewebeschnitte gegeben und diese mit einem Deckplattchen abgedeckt.

Fluoreszenzmikroskopie

Anschliefend wurden die angefarbten Schnitte mittels Fluoreszenzmikroskopie betrachtet.

Grundlage dafiir ist die Fahigkeit fluoreszenter Stoffe (Fluorochrome) Licht einer spezifischen
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Wellenlange zu absorbieren und anschliefend Licht zu emittieren. Zur Filterung des Lichts einer
bestimmten Wellenldange wird ein dichroitischer Spiegel eingesetzt. Dieser reflektiert nur Licht mit
einer groBeren Wellenldnge als die eigene kritische Wellenldnge. Das einfallende Licht fihrt zu
einer Anregung der Valenzelektronen, die dadurch auf das nachsthéhere Energieniveau
angehoben werden. Beim Rickfall auf ihr urspriingliches Energieniveau wird die aufgenommene
Energie wieder freigesetzt und als Emissionslicht abgegeben. Die Veranderung der Wellenldange
kommt durch Energieumwandlung in weitere Energieformen zustande. Das Emissionslicht kann
den Spiegel passieren, da es unterhalb der kritischen Wellenlange liegt, und fallt auf einen Detektor

und kann anschlieBend vom Betrachter wahrgenommen werden.
Konfokale Laserscanmikroskopie

Bei der konfokalen Laserscanmikroskopie handelt es sich um ein spezielles Verfahren der
Fluoreszenzmikroskopie. Hierfiir wird das Objekt mit Hilfe eines Lasers abgetastet und das Bild
anschlieBend am Computer rekonstruiert. Durch das Pinhole kann dabei die Betrachtungsebene
des Objekts eingegrenzt werden, da umgebende Fluoreszenz ausgeblendet wird. In unserem Fall
wurden ein Argonlaser fiir niedrigere Wellenlangen (458, 477, 488, 514 nm; 30 mW) und 3
verschiedene HeNe-Laser flir hhere Wellenldangen (543 nm, 1 mW; 594 nm, 2 mW; 633 nm, 5 mW)

oder ein WeiRlichtlaser (470-670nm) sowie ein LED 405nm Laser genutzt.

4.7 Auswertung
Zur quantitativen Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen wurde die Software ZEN der Firma

Zeiss oder LAS X (Leica) verwendet. Alle Aufnahmen wurden verblindet ausgewertet.

Die Immunzellzahl wurde mit den in Tab. 8 aufgeflihrten Antikdrpern jeweils pro Gesichtsfeld
bestimmt. Ein Gesichtsfeld ist dabei durch die GroRBe 142,7um x 142,7um definiert. Da in dieser
Arbeit der Schwerpunkt auf der Immunantwort in der Mikrozirkulation liegt, wurden fiir die
Auswertung nur Immunzellen in GefdRen <30um Durchmesser gezahlt. Die Auswertung erfolgte in
mindestens 5-10 Gesichtsfeldern. Neben der Anzahl der Immunzellen wurde die Assoziation mit
Fibrin, Faktor XIl oder die Expression von Proteinen und Rezeptoren auf der Oberflache der Zelle
analysiert. Eine Uberlagerung der beiden Signale in der Auswertung wurde als Kolokalisation
definiert. Ein weiterer Fokus lag auf der Kolokalisation der Immunzellen untereinander. In dieser
Immunzellcluster werden definiert als mindestens 2 Immunzellen in einem Gefall der
Mikrozirkulation (Durchmesser <30um) und mit einem Abstand von <2um aufweisen. Fir die
Assoziation mit Fibrin und Proteinen galten dabei die gleichen Regeln wie bereits oben

beschrieben.
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Zur Unterscheidung zwischen intra- und extravasalen Zellen wurde das Endothel der Gefalle
angefarbt. Dafiir wurde Stabilin-2 als leberspezifischer Endothelzellmarker der Lebersinusoide

genutzt. Zur Darstellung der groRBeren Gefalle sowie der Gefalle der Lunge wurde PECAM-1 (CD31)

genutzt (Abb.10).

Abbildung 10: GefaRfarbung mittels PECAM-1 und Stabilin-2 in der Leber

Wildtypmaus, 18h nach Infektion a) PECAM-1(CD31) (pink), Drag5 (blau); b) Stabilin-2 (griin) DAPI (blau); MaRstab 10um.

Bei der Auswertung der Fibrinbildung wurde die Fibrin-bedeckte intravasale Flache im Verhaltnis
zur gesamten Querschnittsflache der GefdaRe in % angegeben. Daflir werden ebenfalls nur Gefalle
der Mikrozirkulation mit einem Durchmesser <30um betrachtet. In einigen Fallen wurde die
Fibrinbildung als Absolutwert der bedeckten Flache angegeben. Sie bezieht sich dabei erneut auf
ein Gesichtsfeld der GroRe 142,7um x 142,7um. Die Messung der Fibrinbildung wurde in
mindestens 5 Gesichtsfeldern je Versuchstier durchgefiihrt. Parallel dazu wurde die Okklusion der
GefalRe bestimmt. Als GefaRokklusion wurde definiert, wenn >90% der Querschnittsflache mit
Fibrin alleine oder Fibrin plus Zellen ausgefullt war (Abb.11). Bei einem Verschluss des GefdlRes von

260% wurde von einer Mikrothrombose ausgegangen.

28



]
)
)
‘
'
'
'
’

Abbildung 11: GefaBokklusion und Mikrothrombose mit Fibrin und Nukleus

GefaR der Mikrozirkulation der Leber (weilf umrandet), ausgefillt mit Fibrin und einem Nukleus, 6 Std. nach Infektion
in einer Nr4al/- Maus, MaRstab 10um

Die Bakterienzahl wurde in der Fluoreszenzmikroskopie ermittelt und pro Gesichtsfeld angegeben.
Es wurden alle GFP* Bakterien gezahlt. Dabei ist keine Differenzierung zwischen lebenden und

toten Bakterien moglich. Die Auszdhlung fand in mindestens 20 Gesichtsfeldern statt.

Tabelle 8: Spezifische Antikérper zur Detektion von Immunzellen mittels Immunhistochemie

Immunzelle Antikorper | Antikorper Il
Thl Cb4 Thet
Th17 CDh4a RORyt
Kupffer-Zelle F4/80 Stabillin-2

Nicht-klassischer Monozyt (ncM) CX3CR1 Ly6C negativ
Klassischer Monozyt (cM) LyeC Ly6G negativ

Neutrophiler Granulozyt Ly6G -

B-Zelle CD19 -

Bla-Zelle CD19 CD5

4.8 In Vitro Experimente
Zur Darstellung der Effekte der Fibrinbildung auf das Uberleben von Bakterien wurden neben den

beschriebenen in vivo Experimenten auch in vitro Versuche durchgefihrt.

4.8.1 Wirkung von Fibrinogenspaltprodukten auf das Bakterieniiberleben
Zur Untersuchung der Wirkung von Fibrinogenspaltprodukten auf das Bakteriensterben wurde ein
Thrombus in vitro generiert. Hierflir wurden die beiden Peptide GPRP und GHRP einzeln sowie in

Kombination mit Thrombin, Fibrinogen und Calcium zu den in PBS gelosten E.Coli Bakterien
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gegeben. AnschlieBend wurden alle Ansatze fiir 90 Min. bei 37 Grad Celsius inkubiert. Zur
Bestimmung der Zahl der noch lebenden Bakterien wurde nach Ablauf der Inkubationszeit der
Ansatz durchmischt und eine Verdinnungsreihe von 1:10% bis 1:10° erstellt. Von den gewiinschten
Verdinnungen werden jeweils 100 pl auf eine Agar-Platte gegeben und ausplattiert. Nach
Inkubation (iber Nacht fiir mindestens 18 Std. konnten die CFUs auf den Platten ausgezahlt werden.
Zur Kontrolle wurde die gleiche Menge Bakterien in PBS gel6st, fir 90min inkubiert, verdiinnt und

ebenfalls ausplattiert.

4.8.2 Effekte der Peptide GPRP und GHRP auf die Fibrinbildung
Um die Wirkung der Peptide GPRP und GHRP auf die Fibrinstruktur zu untersuchen, wurden der
unter 4.8.1 beschriebene Versuchsaufbau mit gefarbtem Fibrinogen durchgefiihrt und unter dem

konfokalen Mikroskop betrachtet.

Zur optischen Darstellung von Fibrinpolymeren wurde Fibrinogen zunachst markiert. Daflir wurde
humanes Fibrinogen in der Konzentration 1 mg/ml in einer 0,9% NaCl-Losung gel6st und bei
Raumtemperatur fir 30 Min. inkubiert. AnschlieRend wurde 3,5 pg/ml Fluorophor-Farbstoff
Alexa-594 hinzugegeben und die Losung tGber Nacht im Kiihlschrank inkubiert. Mit Hilfe einer zuvor
gesplilten Zeba Zentrifugations-Sdaule wurde der konjugierte Farbstoff von unkonjugiertem

Uberschissigen Farbstoff getrennt

4.8.3 Rotationstromboelastometrie

Die Rotationsthromboelastometrie ermoglicht die Untersuchung der Thrombusbildung
und -stabilitdt im Vollblut unter geringem Scherstress®3, Das Blut wurde frisch entnommen und
mit Citrat versetzt, um die Gerinnungsaktivierung zu verhindern. AnschlieRend wurde das
gewilinschte Reagenz oder PBS als Kontrolle dazu gegeben und das ProbengefaR auf einen Stempel
gesetzt. Zur Aktivierung der Gerinnung wurde Calcium (20mM) zugesetzt. Nach dem Start der
Messung beginnt sich der Stempel zu drehen (Abb. 12). Damit kann die Zeit bis zur Entstehung
eines Koagels (Clotting time, CT) gemessen werden. Dieser Wert entspricht dabei dem Start der
Fibrinbildung. Als weiterer Parameter kann ebenfalls die Zeit zur vollstandigen Bildung eines
Koagels bestimmt werden. Dafiir wird die Zeit ab Beginn der Thrombenbildung bis zum Erreichen

einer Festigkeit von 20mm gemessen (Clot formation time, CFT).
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Abbildung 12: Aufbau und Funktion der Thrombelastometrie

Aktivierung der Thrombusbildung durch Zugabe von CaCl und anschlieBende Messung der Festigkeit des Gerinnsels
durch Rotation eines Stempels im ProbengefaR.

4.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Messergebnisse wurde mit GraphPad Prism 9 durchgefiihrt. Alle
Werte sind, soweit nicht anders bezeichnet als Mittelwert + S.E.M. angegeben. Bei den
eingesetzten statistischen Testverfahren handelt es sich um einen unpaired Student’s t-Test bei 2
unabhangigen Vergleichsgruppen, bzw. um das ANOVA Testverfahren mit anschlieBendem post-
hoc Test bei mehreren Vergleichsgruppen. Von einer Signifikanz wurde bei p-Werten <0,05
ausgegangen. Fir die angegebenen p-Werte gilt: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
****p < 0.0001. Bei allen angegebenen n-Werten handelt es sich soweit nicht anders angegeben

um biologische Replikate.
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5. Ergebnisse

5.1 Charakterisierung von Immunzell-Assoziationen mit Mikrothrombosen

Um einen Uberblick Gber die Rolle der Immunzellen in der Immunothrombose zu erhalten, wurde
die Zusammensetzung von Mikrothrombosen 3 Std. nach Infektion mit E.Coli in der
Mikrozirkulation der Leber untersucht. Demnach sind an ca. 75% aller Mikrothrombosen
intravaskulare Immunzellen beteiligt. Eine Charakterisierung der Immunzellen innerhalb der
Mikrothrombosen ergab, dass CD4* T-Zellen den groflten Anteil bilden, neben klassischen

Monozyten (Ly6C* Ly6G-) und Neutrophilen (Ly6G*) (Abb. 13).

= ohne Nukleus
= cp4t
| \6G*
3 LyBC*/Ly6G"

Abbildung 13 Assoziation von DAPI* Zellen mit intravaskularem Fibrin in der Mikrozirkulation der Leber

Anteil der verschiedenen Immunzellen an der Gesamtheit der Zellen in Mikrothrombosen, Die Punkte geben die
Mittelwerte aus min. 5 Gesichtsfeldern (VF) in unterschiedlichen Mausen an, Angabe als Anteil der Gesamtheit der
Mikrothrombosen in 3 unterschiedlichen Mausen.

5.2 Regulation der Fibrinolyse durch T-Helferzellen

Um die Beteiligung der T-Helferzellen an der akuten bakteriellen Infektion zu charakterisieren,
wurde zunéachst die Rekrutierung dieser Zellen in der Mikrozirkulation der Leber in mit E.Coli
infizierten Wildtyp-Mausen betrachtet (Abb. 14). Die Rekrutierung der CD4* T-Zellen war bereits 1
Std. nach Infektion nachweisbar. Nach 3, 6 und 18 Std. stieg die Zahl der immobilisierten

T-Helferzellen weiter an. Dabei handelte es sich zum gréRten Teil um RORyt* Th17-Zellen (Abb.14).
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Abbildung 14 Rekrutierung der T-Helferzellen in die Mikrozirkulation der Leber wahrend der systemischen
bakteriellen Infektion

Anzahl der CD4* T-Helferzellen und der CD4* RORyt* Th17-Zellen in der Mikrozirkulation der Leber. Bestimmung mittels
Immunhistochemie, Angaben als Zellzahl pro Gesichtsfeld (VF) 1, 3, 6 und 18 Std. nach Infektion mit E.Coli. Die Punkte
geben den Mittelwert aus je 10 VF in 3 unterschiedlichen untersuchten Mdusen je Gruppe und Zeitpunkt an. Angabe als
Mittelwert = S.E.M., * p<0,05 *** p<0,001.

Um einen moglichen Einfluss der CD4* T-Zellen auf die Koagulation zu untersuchen, wurde die
Assoziation der Zellen mit verschiedenen koagulationsregulierenden Proteinen bestimmt. Es
bestand eine deutliche Kolokalisation der T-Helferzellen mit uPA und PAI-1, sowie in geringerem

Rahmen mit uPAR (Abb. 15).
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Abbildung 15 Assoziation der T-Helferzellen mit Koagulation-regulierenden Proteinen

Immunhistochemische Bestimmung der Kolokalisation der Koagulationsproteine mit CD4* T-Zellen in der
Mikrozirkulation der Leber 3 Std. nach Infektion mit E.Coli. Die Punkte geben den Mittelwert aus je 10 VF in
unterschiedlichen Mausen an. Angabe als Mittelwert + S.E.M., ** p<0,01 **** p<0,0001
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Neben dem Mausmodell der bakteriellen Infektion, wurde die Beteiligung der CD4* T-Zellen in
humanen arteriosklerotischen Thromben untersucht. Es konnten ebenfalls T-Helferzellen in den
Thromben detektiert werden (Abb. 16a,d). Diese waren in grofRer Zahl mit uPAR assoziiert (Abb.

16b), sowie in geringerem MaRe auch mit Plasminogen (Abb. 16c).
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Abbildung 16 CD4* T-Zellen in arteriosklerotischen Thromben

Anzahl der CD4* T-Zellen in humanen arteriosklerotischen Thromben (a) sowie ihre Assoziation mit uPAR (b) und Plg (c).
d) CD4* T-Zellen in einem Thrombus, MaRstab 10um Die Punkte geben den Mittelwert aus 10 Gesichtsfeldern in
verschiedenen Thromben an. Angabe als Mittelwert + S.E.M.

5.2.1 Depletion der T-Helfer durch a.CD4-Antikorper-Injektion

Im folgenden Experiment wurden CD4* T-Helferzellen mittels intraperitonealer a.CD4-Antikorper-
Injektion in den Tieren depletiert. 24 Std. spater wurde E.Coli injiziert. Die Kontrolltiere wurden
jeweils mit der identischen Menge eines IgG-Isotyp-Antikérpers behandelt.

1 Std. nach Infektion war die Fibrinbildung in der Mikrozirkulation der Leber nach T-Helferzell-
Depletion deutlich erhoht (Abb. 17a). Gleichzeitig nahm der Anteil der Gefie mit
Mikrothrombosen und GefdRokklusionen zu (Abb. 17b,c). Dabei wurde eine Bedeckung der
Querschnittsflache durch Fibrin und intravasale Zellkerne von 260% als Mikrothrombose

bezeichnet. Ein GefaRverschluss von >90% der Querschnittsfliche wurde als Okklusion definiert.
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Zu diesem Zeitpunkt konnte speziell eine Zunahme der allein durch Fibrin okkludierten und

thrombosierten Gefidle festgestellt werden (Abb. 17d,e) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 17 CD4-Depletion in der Frithphase der Infektion auf Fibrinbildung und die Entstehung von
Mikrothrombosen

Intravasale Fibrinbildung (a), Ausbildung von Mikrothrombosen (b) und GefaRokklusionen in CD4-depletierten Mausen
im Vergleich zur Kontrollgruppe 1 Std. nach Infektion mit E.Coli. Prozentsatz der Mikrothrombosen (d) und
GefaRokklusionen (e), die allein durch Fibrin verursacht wurden (ohne Assoziation mit kernhaltigen Zellen). Die Punkte
geben die Werte in den einzelnen Gesichtsfeldern (VF) (a) oder den Mittelwert aus je 5 VF (b—e) in 3 unterschiedlichen
untersuchten Mausen je Gruppe an. Angabe als Mittelwert + S.E.M., ** p<0,01 **** p<0,0001.

3 Std. nach Infektionsbeginn wurden mittels CFUs die Zahl der lebenden Bakterien in den Organen
bestimmt. Nach T-Helferzelldepletion konnte eine deutliche Abnahme der Bakterienzahl in Leber
und Milz im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden (Abb. 18a). In Niere, Herz und Lunge
zeigte sich eine nicht signifikant verminderte Bakterienzahl in den mittels o.CD4-Antikorper-
behandelten Tieren. Die CFUs des Gehirns zeigten in beiden Gruppen kein Bakterienwachstum
(Abb. 18b).

Auch 3 Std. und 6 Std. nach Infektionsbeginn war die Fibrinbildung in den mit a.CD4-Antikorper
behandelten Tieren klar erhéht (Abb.18c,d).

T-Helferzell-Depletion erhdhte auch 18 Std. nach Infektion die Fibrinbildung (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 18: Bakterieniiberleben und Fibrinbildung nach c.CD4-Antikérper Injektion.

a,b) Organspezifische CFUs 3 Std. nach Infektion in den mit aCD4-Antikorper behandelten Mausen bzw. den
Kontrolltieren. ¢) Prozentsatz der intravasalen Fibrin-bedeckten Fliche im Vergleich zur Gesamtfliche der
mikrovaskularen GefaRBe. d) Darstellung der Fibrinbildung mittels konfokaler Laserscanmikroskopie in der Leber,
GefaBumrandung identifiziert mittels Stabillin-2 (nicht gezeigt) MaRstab 10pum. Die Punkte geben die CFUs in
unterschiedlichen Mausen (a,b) bzw. die Fibrinbildung als Mittelwert aus je 5 Gesichtsfeldern (VF) in unabhangigen
Madusen an. Angabe als Mittelwert + S.E.M. * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001.

3 Std. nach Infektionsbeginn wurde die Bildung von Mikrothrombosen bzw. GefaRokklusionen
durch Fibrin plus der assoziierten kernhaltigen Zellen bestimmt. Die Bildung der Mikrothrombosen
stieg geringflgig an (Abb. 19a), wahrend sich eine 2,7-fach erhéhte Anzahl von GefalRokklusionen

nach a.CD4-Antikorper-Injektion im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte (Abb.19b).
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Abbildung 19 Mikrothrombosen und Okklusion in mit «CD4-Antikérpern behandelten Tiere

Quantifizierung der Bildung von Mikrothrombosen (a) und GefaRokklusionen (b) jeweils im Verhaltnis zur Gesamtzahl
der MikrogefaRe 3 Std. nach Infektion, Die Punkte geben den Mittelwert von min. 5 Gesichtsfeldern in eigenstéandigen
biologischen Replikaten an. Angabe als Mittelwert + S.E.M. * p<0,05.

Mittels Immunhistochemie wurden die nukledaren Zellen innerhalb der Mikrothrombosen 3 Std.
nach Infektion klassifiziert. Nach aaCD4-Antikérper-Injektion konnten Ly6G* Neutrophile vermehrt
innerhalb der Mikrothrombosen detektiert werden, wihrend der Anstieg der Ly6C*/Ly6G

klassischen Monozyten geringer ausfiel. Zudem kam es zu einer Zunahme der Mikrothrombosen

ohne Nuklei (Abb. 20).
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Abbildung 20 Zusammensetzung der Mikrothrombosen in der Leber nach CD4-Depletion

Bestimmung der Immunzellen mittels Immunhistochemie innerhalb der Mikrothrombosen nach a.CD4-Antikorper- bzw.
IgG-Injektion 3 Std. nach Infektion mit E.Coli. Angabe als Mittelwerte + S.E.M. Die Punkte geben den Mittelwert von
jeweils 5 Gesichtsfeldern (VF) in unterschiedlichen M&usen an. * p<0,05, ** p<0,01 **** p<0,0001.

Um einen Einblick in die Mechanismen der Koagulationsinhibition durch CD4* T-Zellen zu
bekommen, wurde zusatzlich zu einem aCD4-Antikoérper ein aTAFI-Antikdrper eingesetzt. 3 Std.

nach Infektion reduzierte die Zugabe von oTAFI-Antikdrper nach oaCD4-Behandlung die
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Fibrinbildung deutlich, sodass kein Unterschied mehr zur IgG-behandelten Kontrollgruppe
bestand. Jedoch bewirkte die TAFI-Inhibition keine Verdanderung in den Kontrollm&usen. (Abb.
21a). Die GefalRokklusionen wurden durch Zugabe von aTAFI-Antikérper in CD4-depletierten
Mausen ebenfalls reduziert (Abb. 21b).
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Abbildung 21 Mikrovaskulare Fibrinbildung und GefaBokklusionen nach Behandlung mit a.CD4- plus aTAFI-Antikorper

Fibrinbildung (a) und GefaRokklusionen (b) 3 Std. nach Infektion mit E.Coli. Angabe als Mittelwert + S.E.M. Die Punkte
geben den Mittelwert aus jeweils 5 Gesichtsfeldern (VF) in unabhdngigen biologischen Replikaten an. ** p<0,01
*** n<0,001.

Danach wurde in einem weiteren Infektionsmodell anstelle von E.Coli 1*108 S. pneumoniae in die
Schwanzvene der Tiere injiziert. Die Euthanasie erfolgte 6 Std. nach Infektion. Anschliefend
wurden im Blutplasma der Tiere die Konzentrationen verschiedener Zytokine und Chemokine
bestimmt (Abb. 22). Dabei konnte in den mit S. pneumoniae infizierten Tieren ein deutlicher
Anstieg der IFNy-Konzentration im Vergleich zu den mit E.Coli infizierten Tieren gemessen werden
(Abb. 22a). Auch bei TNFa. zeigte sich die Tendenz zu erhdohten Werten in den S. pneumoniae
infizierten Tieren (Abb.22b). Beim Vergleich der Tiere nach a.CD4-Antikérper-Injektion mit der 1gG-
Kontrollgruppe war zwischen den beiden Infektionsmodellen kein Unterschied festzustellen.
Insbesondere fiir die grob als pro- oder antiinflammatorisch charakteristischen Zytokine IL-6, IL-1[3

bzw. IL-10 fand sich keine signifikante Differenz (Abb.22 c-e).

In beiden Infektionsmodellen wurden auBerdem 6 Std. nach Infektion verschiedene Parameter zur
Organschadigung im Plasma bestimmt. Dabei waren die GOT-Spiegel in den mit E.Coli infizierten
Tieren, welche zuvor mit einem a.CD4-Antikérper behandelt wurden, vermindert im Vergleich zu
den mit IgG-behandelten Tieren. Bei den mit S. pneumoniae infizierten Tieren bewirkte die

Depletion der T-Helferzellen eine Reduktion der GPT-Level. Die Konzentrationen von Harnstoff,
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Laktat, GLDH und Cholinesterase wurden durch Depletion der CD4* Zellen in beiden

Infektionsmodellen nicht verandert (Anhang 1).
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Abbildung 22: Zytokinausschiittung nach CD4-Depletion wahrend der systemischen bakteriellen Infektion

Infektion mit E.Coli, bzw. S. pneumoniae, Bestimmung der Zytokinkonzentrationen im Plasma der Tiere 6 Std. post
Infektion mittels Multiplex-Assay. Die Punkte geben die jeweilige Zytokinkonzentration in unterschiedlichen Mausen an.
Angabe als Mittelwert + S.E.M. * p<0,05.

5.2.2 Effekt eines IL23R-defizienten Mausmodells

Basierend auf diesen Ergebnissen konnten CD4* T-Helferzellen als wichtige Mediatoren der
negativen Regulation der Koagulation identifiziert werden. In einem nachsten Schritt untersuchten
wir die Rolle der Th1l7 Zellen, die den hauptsachlichen Subtyp der CD4* T-Zellen im Blut
darstellen'?1%* Hierzu wurde ein IL23R-defizientes Mausmodell genutzt, indem eine signifikante
Verringerung der Th17-Zellen erwartet wird®. In IL23R7- M&usen wurde 6 Std. nach Infektion eine
Zunahme der Zahl der GFP* Bakterien gegeniber den WT Tieren beobachtet (Abb. 23a).
Gleichzeitig war die Fibrinbildung um 46% reduziert (Abb.23b).

Anschliefend durchgefiihrte FACS Analysen zeigten, dass sich innerhalb der IL23-R* Zellpopulation
nur ein relativ geringer Anteil von Th17-Zellen befindet, wahrend die meisten IL23R* Zellen y&
T-Zellen darstellten. Damit konnte dieses Modell nicht zur Untersuchung der Th17-Zellpopulation

genutzt werden.
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Abbildung 23: Bakterieniiberleben und Fibrinbildung in der Mikrozirkulation der Leber von IL23R/- Miusen

a) GFP* Bakterien pro Gesichtsfeld (VF), b): Fibrinbildung als Anteil der mit Fibrin bedeckten Flache im Verhaltnis zur
gesamten Querschnittsflaiche der Mikrozirkulation, Die Punkte geben den Mittelwert aus 30 (a) bzw. min. 5 (b) VF in
unterschiedlichen Mausen an. Angabe als Mittelwert £S.E.M. *** p<0,001.

5.2.3 Mikrovaskulare Fibrinbildung in einem IL17A-defizienten Mausmodell

Als nichstes wurden IL17A7- M3use analysiert, bei denen ebenfalls eine Verminderung der Th17
Zellen berichtet wurde®. Um einen Uberblick iiber den Einfluss der IL17A-Defizienz zu erlangen,
wurde in diesem Model die Immunzellrekrutierung in der Mikrozirkulation der Leber untersucht.
Hier konnte eine signifikante Abnahme der CD4* T-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 24). Die
Subpopulation der Th1-Zellen zeigte hingegen keine Veranderung der Zellzahl in den IL177/- M&usen
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Rekrutierung der CD19* B-Zellen zeigte sich unbeeinflusst in

den defizienten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb.24).
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Abbildung 24 Lymphozytenrekrutierung in der Mikrozirkulation der Leber in IL17A"- M&usen

6 Std. nach E.Coli Infektion. Die Punkte geben die Mittelwerte aus min. 10 Gesichtsfeldern in unterschiedlichen
biologischen Replikaten an. Mittelwert + S.E.M. ** <0,001
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Die Bestimmung der CFUs in Leber, Milz, Niere und Lunge zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen den IL17A7- M3usen und den Kontrolltieren (Abb.25). Im Gehirn konnten in beiden

Gruppen keine Bakterien nachgewiesen werden.

Die intravasale Fibrinbildung sowie die fibrininduzierten GefaRokklusionen in der Mikrozirkulation

der Leber zeigte keinen Unterschied zwischen den beiden Mausmodellen.
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Abbildung 25 Bakterieniiberleben und mikrovaskulire Fibrinbildung in IL17A"- Miusen

a) Bestimmung der CFUs in den angegebenen Organen. b) Anzahl der GFP* Bakterien pro Gesichtsfeld (VF) in der Leber.
c) Intravasale Fibrinbildung in der Mikrozirkulation der Leber. Die Punkte geben den Mittelwert aus 30 (b) bzw. 5 (c)
Gesichtsfeldern in unterschiedlichen Mausen an. Mittelwert + S.E.M. * p<0,05.

Zur Quantifizierung der Organschadigung in den Tieren wurde die Konzentration von Harnsaure,
Laktat, Cholinesterase, GLDH, GOT und GPT im Plasma bestimmt. Dabei konnte laborchemisch
kein Hinweis auf eine signifikante Organschadigung gesehen werden. Die Werte fiir alle
genannten Parameter zeigten zwischen den IL17A-defizienten Tieren und der Kontrollgruppe

keinen Unterschied (Anhang 2).
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5.3 B-Zellen beeinflussen Bakterieniiberleben ohne Veranderung der

Koagulationsantwort

In den mit E.Coli infizierten WT-Mausen kam es 3 Std. nach Infektion zu einer nennenswerten
Rekrutierung von B-Zellen. Dabei handelte es sich zu 57% um Bla-Zellen (Abb. 26a). In der
Immunhistochemie konnte gezeigt werden, dass 3 Std. nach Infektion ein hoher Prozentsatz der B-

Zellen mit PAI-1 und uPAR assoziiert sind (Abb. 26b).
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Abbildung 26: B Zell Rekrutierung und Assoziation mit Koagulation-regulierenden Proteinen

Anzahl der CD19* bzw. CD19*/CD5* Zellen (a) und die Assoziation der CD19* Zellen mit Koagulationsproteinen (b) in der
Mikrozirkulation der Leber 3 Std. nach Infektion mit E.Coli. Die Punkte geben die Mittelwerte aus 10 Gesichtsfelder in

der Immunhistochemie in unterschiedlichen Mausen an. Mittelwert + S.E.M.
Um die Beteiligung der Bla-Zellen an der Fibrinbildung und Bakterienabwehr zu untersuchen,

wurden Bhlhe40”/ Bhlhe41/- M3use analysiert, in denen die Bla-Zelle stark vermindert sind?°,

In Leber und Milz der mit E.Coli infizierten Bhlhe40”/- Bhlhe41”/- M3use war 3 Std. bzw. 6 Std. nach
Infektion eine erhohte Zahl der CFUs im Vergleich zu den WT Tieren nachweisbar (Abb. 27a,b).
Mittels Immunhistochemie wurde die Fibrinbildung in der Mikrozirkulation der Leber bestimmt.
Die Fibrinbildung in den Bhlhe407/- Bhlhe41’- Mausen war gegeniiber der Kontrollgruppe
unverdndert (Abb. 27c). Die Anzahl der GFP* Bakterien war in den Bhlhe407- Bhlhe41”/- M&usen
gegenlber der Kontrolle korrespondierend zu den Verdnderungen der CFUs ebenfalls erhoht (Abb.

27d).

42



a) 2500000+ b) 1 500 000+

T e

. e Widtyp
2 000 000 . = Bhlhe40-/- Bhihe41-/-
D 1 500 000 2 o ' 0000007 i
3 / 5 © B
E 1 000 000~ % = ;//’
% © 500 000 %
500 000+ % i /
% %
o 7 7
Leber Milz Niere Leber Milz Niere
c) d)
129 .« Wildtyp 121
F . » = Bhlhed0-/- Bhihe41-- "
2 5 8 T
3 g 1
z 5 -
5 = ]
[ m
0 | I

T T
Wildtyp Bhlhe40-/-
Bhlhe41-/-

Abbildung 27: Bakterieniiberleben und mikrovaskulire Fibrinbildung in Bhlhe407/- Bhlhe41/- Miusen

CFUs in den angegebenen Mausmodellen 3 Std. (a) und 6 Std. (b) nach Infektion. c¢) Zahl der GFP* Bakterien pro
Gesichtsfeld 3 Std. nach Infektion d) Fibrinbildung intravasal in der Leber nach 3, 6 und 18 Std post Infektion. Die Punkte
geben die Mittelwerte aus 5 (c) bzw. 30 (d) Gesichtsfeldern in biologisch unabhangigen Replikaten (a-d) an. Mittelwerte
+S.E.M. * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001.

AnschlieBend wurden im Plasma der Tiere verschiedene Parameter der Organschadigung
bestimmt. Hier konnte 3 Std. nach Infektion ein Abfall der Cholinesterase in den Bla-defizienten
Tieren festgestellt werden. Die Konzentrationen von GOT, GPT, GLDH, Harnstoff und Laktat zeigten
keinen Unterschied zwischen den Bhlhe40”/- Bhlhe41”- M&usen und der Kontrollgruppe. 6 Std. nach

Infektion waren alle genannten Blutparameter unverandert (Anhang 3).

5.4 NETs verstarken die Koagulation und Killing von Bakterien

In dem hier beschriebenen Infektionsmodell konnte bereits in der ersten Stunden nach Infektion
eine deutliche Rekrutierung der Neutrophilen in die Mikrozirkulation der Leber gezeigt werden.
Zur Untersuchung des Einflusses der Bildung von NETs wurde deren Entstehung mittels Injektion

von DNase | in den mit E.Coli infizierten WT Mausen verhindert.
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In der Leber waren die CFUs und die Zahl der GFP* Bakterien in den mit DNase | behandelten Tieren
im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht (Abb. 28a,b). In Milz, Niere, Herz, Lunge und Gehirn zeigten
sich keine signifikanten Veridnderungen des bakteriellen Uberlebens (Abb. 28a). Die Fibrinbildung
in der Mikrozirkulation der Leber war in den mit DNase I-behandelten Tieren im Vergleich zur

Kontrollgruppe vermindert (Abb. 28c).
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Abbildung 28: Bakterienzahl und mikrovaskulare Fibrinbildung nach Behandlung mit DNase |

a) CFUs 3 Std. nach Infektion mit E.Coli. b) Zahl der GFP* Bakterien pro Gesichtsfeld. ¢) Fibrinbildung in der
Mikrozirkulation der Leber, 3 Std. nach Infektion; n=3 (biologisch unabhangige Replikate) in allen Gruppen. Die Punkte
geben die Mittelwerte aus 30 (b) bzw. 5 (c) VF an. Mittelwert + S.E.M. * <0,05 ** p<0,01.

5.5 Einfluss von Nr4al auf die akute systemische bakterielle Infektion

Nicht-klassische Monozyten (CX3CR1*/Ly6C"°*-) waren im Gegensatz zu klassischen Monozyten
erst 6 Std. nach Infektion in der Mikrozirkulation der Leber nachweisbar (Abb. 29). Um ihre Rolle
in der Friihphase der Infektion zu untersuchen, wurden Nr4al”/- Mause genutzt, in denen die nicht-

klassischen Monozyten deutlich reduziert sind”*.
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Abbildung 29 Rekrutierung der nicht-klassischen Monozyten in die Mikrozirkulation der Leber

nach Infektion mit E.Coli. Die Punkte geben die Mittelwerte aus 10 Gesichtsfeldern in unterschiedlichen Mausen an.
Mittelwerte + S.E.M. ** p<0,01

Die Anzahl der GFP* Bakterien in der Mikrozirkulation der Leber war in den Nrd4al”- Miusen
gegenlber der Kontrollgruppe erhoht (Abb. 30b). Die Fibrinbildung wurde ebenfalls mittels
Immunhistochemie visualisiert. In den Nrd4al”" Tieren zeigte sich eine vermehrte intravaskulire

Fibrinbildung in der Mikrozirkulation der Leber im Vergleich zu den Wildtyp Tieren (Abb. 30a).

Um die Spezifitit der Effekte nachweisen, wurde den Nr4al”/- Mause mittels FACS isolierte nicht-
klassische Monozyten injiziert. 6 Std. nach Infektion war nach Infusion der nicht-klassischen
Monozyten die Fibrinbildung in der Mikrozirkulation der Leber im Vergleich zu den Nr4al”’- M&usen
ohne Zelltransfer um 48% reduziert (Abb. 30a). Damit bestand kein Unterschied mehr in der

Fibrinbildung zu den WT Tieren.

AnschlieRend wurde die Zahl der immobilisierten CD4* T-Zellen in der Mikrozirkulation der Leber
betrachtet. Hier konnte eine signifikante Abnahme um 56% beobachtet werden, welche nach

Injektion der nicht-klassischen Monozyten in Nr4al”’- Miusen wieder anstieg (Abb.30c).
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Abbildung 30: Fibrinbildung und Immunzellrekrutierung in Nr4a1/- Miusen

a) Fibrinbildung in Wildtyptieren, Nr4al7- Miusen sowie Nrd4al’- Miusen nach Re-Injektion von nicht-klassischen
Monozyten (ncM). b) Zahl der GFP* Bakterien pro Gesichtsfeld (VF). e) Anzahl der CD4* T-Zellen in der Mikrozirkulation
der Leber 6 Std. nach Infektion in den angegebenen Tiermodellen. Die Punkte geben die Mittelwerte aus 5 (a), 30 (b)
bzw. 10 (c) VF in unterschiedlichen Mausen an. Mittelwert + S.E.M. * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001.

Bei der Untersuchung der Parameter zur Organschadigung im Plasma der Tiere fiel ein
verminderter Laktatwert in den Nr4al”- Tieren auf (Abb. 31a). Gleichzeitig fand sich ein erhéhter
Harnstoffwert (Abb. 31b). Es zeigte sich eine Tendenz zu erhéhten GLDH und GOT-Werten in den

knock-out Tieren (Abb. 31c,d). Die Konzentration der Cholinesterase und GPT zeigte keinen

Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Anhang 6).
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Abbildung 31: Blutparameter der Organschidigung in Nr4al/- Mausen

I T
Wildtyp Nrdat1”

Blutentnahme und anschliefende Bestimmung der Parameter im Plasma 6 Std. nach Infektion mit E.Coli. Die Punkte
geben die Werte aus unterschiedlichen Mausen an. Mittelwert + S.E.M. ** p<0,01
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5.6 Wirkung der Faktor Xa-Hemmung auf die bakterielle Infektion

5.6.1 Einfluss von Rivaroxaban auf Bakterieniiberleben und Fibrinbildung

Zur Hemmung der Fibrinbildung wurde Rivaroxaban, ein Faktor Xa-Inhibitor eingesetzt. Ziel dieses
Experiments war es, den Einfluss der verminderten Fibrinbildung auf das Bakterieniberleben und
die Immunzellrekrutierung zu untersuchen. Den Tieren wurde hierfir 4 Std. vor Infektion

Rivaroxaban bzw. die Vehikellésung (DMSO) injiziert.

Nach Rivaroxaban-Gabe war die mikrovaskulare Fibrinbildung in der Leber 3, 6 und 18 Std. post
Infektion im Vergleich zur Kontrollgruppe stark reduziert (Abb. 32b,c). 6 Std. nach Infektion waren

die CFU-Werte in der Leber erhoht (Abb. 32a).

Rivaroxaban beeinflusste ebenfalls die Ausbildung von Mikrothrombosen. Diese sind definiert als
Bedeckung der Querschnittsfliche eines MikrogefaRes zu mindestens 60% mit Fibrin und
intravaskularen Nuclei. Die Gabe des Faktor-Xa-Inhibitors fiihrte zu einer Reduktion der Ausbildung

von Mikrothrombosen (Abb. 32d).
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Abbildung 32: Bakterienzahl und Fibrinbildung in Rivaroxaban behandelten Mausen
a) CFUs 3 Std. nach Infektion; Fibrinbildung (b,c) und Ausbildung von Mikrothrombosen (d) in der Mikrozirkulation der

Leber; Malstab 20um; Die Pfeile deuten auf intravaskulare Bakterien. Die Punkte geben den Mittelwert aus 5
Gesichtsfeldern (b,d) in unterschiedlichen Mausen (a-d) an. Mittelwert + S.E.M. * p<0,05 *** p<0,001
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5.6.2 Einfluss von Rivaroxaban auf die Immunzellrekrutierung in der Mikrozirkulation

Um die Auswirkung der reduzierten Fibrinbildung auf die Immunzellrekrutierung zu untersuchen,
wurden die immobilisierten Immunzellpopulationen in der Mikrozirkulation der Leber bestimmt.
Dabei konnte 3 Std. nach Infektion eine signifikante Abnahme der klassischen Monozyten in den
mit Rivaroxaban behandelten Tieren beobachtet werden. Gleichzeitig zeigte sich eine signifikante
Zunahme der nicht-klassischen Monozyten. Die Zahl der Neutrophilen zeigte in beiden Gruppen
keinen Unterschied (Abb. 33a). Die CD4* T-Helferzellen waren nach Rivaroxaban-Gabe vermindert
(Abb. 33b). Dies galt auch fir die Subpopulation der Th17-Zellen. Bei der Anzahl der CD19*B-Zellen
sowie der Bla-Zellen fand sich kein Unterschied zwischen den behandelten Tieren und der

Kontrollgruppe (Abb. 33b).

6 Std. nach Infektion konnte eine Zunahme der Neutrophilen in den mit Rivaroxaban behandelten
Tieren festgestellt werden. Die Zahl der klassischen und nicht-klassischen Monozyten war
unverandert (Abb. 33c). Auch zu diesem Zeitpunkt konnte eine Reduktion der CD4* T-Helferzellen
insgesamt und der Subpopulation der Th17-Zellen festgestellt werden. Die Gesamtzahl der B-Zellen

als auch die Zahl der Bla-Zellen blieb erneut unverédndert (Abb. 33d).
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Abbildung 33: Immunzellrekrutierung in mit Rivaroxaban behandelten Mausen
Bestimmung der Immunzellzahl pro Gesichtsfeld (VF) in der Mikrozirkulation der Leber nach 3 Std.(a,b) bzw. 6 Std. (d,e)

nach Infektion. Die Punkte geben den Mittelwert aus 10 VF in unterschiedlichen Mausen an. Mittelwert £ S.E.M. * p<0,05
* ¥k
p<0,001
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5.7 Zusammenspiel zwischen Faktor XIl und der Immunantwort

5.7.1 Fibrinbildung und Immunzellrekrutierung in Faktor Xll defizienten Mausen
Als weiteres Model der Fibrininhibierung wurden Mause mit Faktor XII Defizienz untersucht. Die
Fibrinbildung in der Mikrozirkulation der Leber war sowohl 1, 3 als auch 6 Std. nach Infektion in

den f127- Miusen gegeniiber den WT Mausen deutlich reduziert (Abb. 34).
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Abbildung 34: Fibrinbildung in f12/- Miusen

Fibrinbildung 1-6 Std. bzw. 3 Std. nach Infektion in der Mikrozirkulation der Leber in Wildtyp bzw. f127/-M&usen. MaRstab
20um. Die Punkte geben den Mittelwert aus 5 Gesichtsfeldern in unterschiedlichen Mausen an. Mittelwert £ S.E.M. **
p<0,01 *** p<0,0001.

Bei der Bestimmung der CFUs zeigte sich 1 Std. nach Infektion kein signifikanter Unterschied
zwischen den f127/- M&usen und den Wildtyptieren. Allerdings konnte wurde eine Tendenz zu einer
erhdhten Bakterienzahl in den f127- M3usen in Leber, Milz und Niere beobachtet (Abb. 35a). 3 Std.
nach Infektion war das bakterielle Uberleben in der Leber der f127- Miuse im Vergleich zur

Kontrollgruppe erhoht (Abb. 35b).

Des Weiteren wurde die Immunzellrekrutierung in der Mirkozirkulation der Leber untersucht.

Dabei wurde eine deutliche Abnahme der Zahl der Neutrophilen in den f127- Miusen beobachtet.
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Zudem zeigte sich eine Abnahme der CD4* T-Zellen und ihrer Subpopulation, der Th17-Zellen. Die

Zahl der nicht-klassischen Monozyten war unveradndert zwischen den beiden Gruppen (Abb.35c).

a) )
15000004 _*==_ )
o e Wildtyp
x 1064
B = 127
o 1000000+
4x1054 = -
5 2
=
S © 500000-
2x10%4 .
»
l f = 0 oo
0 i Niere

T T T
Leber Milz Niere Herz Lunge Gehim

c) - e Wildtyp

i = 12"
L ]

— 8

r L —

<

N

? L ]

N,

5 h ,Iﬁ | rﬁrﬂ

1
Ly6G™ cp4” cb4’ Lysc”
RORyt'  Ly6G"
Abbildung 35: Bakterieniiberleben und Immunzellrekrutierung in f12/-Méusen

CFUs 1 (a) und 3 Std. (b) nach Infektion mit E.Coli. ¢) Bestimmung der Immunzellzahl pro Gesichtsfeld (VF) in der Leber 3
Std. nach Infektionsstart; Die Punkte geben den Mittelwert aus 10 VF (c) in unabhangigen biologischen Replikaten (a-c)
an. Mittelwert £ S.E.M. *** p<0,001 **** p<0,0001.

Um die Wirkung der verminderten Fibrinbildung und erhohten Bakterienlast auf die
Organfunktionen im Organismus zu quantifizieren, wurden verschiedene Parameter zur Detektion
einer Organschadigung im Plasma bestimmt. Dabei waren die Harnstoffkonzentration sowie die
Laktatlevel in den f127- M&ausen im Vergleich zu den WT Tieren vermindert (Abb. 36a,d). Hingegen

kam es zu einem Anstieg der GLDH und GPT bei den Faktor Xl defizienten Tieren im Vergleich zur

Kontrollgruppe (Abb.36b,c).
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Abbildung 36: Parameter der Organschidigung in f12/- defizienten Miusen

Quantifizierung der Organschadigung im Plasma, 3-6 Std. nach Infektion; Die Punkte beziehen sich auf verschiedene
Mause. Mittelwert £ S.E.M. * p<0,05 ** p<0,01.

Zudem wurden im Blutplasma mittels Multiplex Assay die Konzentrationen verschiedener Zytokine
bestimmt. Dabei wurde in den f127-M&usen Reduktionen von IFN gamma, TNFa, IL1-beta, IL2, IL3,
IL13, IL9 und des Chemokin GM-CSF im Vergleich zu den Wildtypmausen gemessen (Abb.37a-h).
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Abbildung 37: Zytokinkonzentrationen im Plasma von f12/- Méusen

Bestimmung der Zytokin- und Chemokinkonzentrationen im Plasma mittels Multiplex Assay, 6 Std. nach Infektion; Die
Punkte beziehen sich auf verschiedene Mause. Mittelwert + S.E.M. * p<0,05 ** p<0,01.
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5.7.2 Lokalisation von Faktor Xl

Zunachst wurde die Assoziation von Faktor XII mit verschiedenen Immunzellen 6 Std. nach
Infektion bestimmt. 78% der Neutrophilen Granulozyten waren Faktor Xll-positiv (Abb. 38a). Bei
den CD4*/RORyt* Th17-Zellen lag die Assoziation mit FXII bei 84% (Abb. 38b). 57% der gesamten
CD19* B-Zellen Faktor Xll-positiv, wahrend 80% der Bla-Zellen mit FXIl assoziiert waren.

Eine deutlich geringere Kolokalisation mit FXIl wurde bei Kupffer-Zellen sowie den klassischen und

nicht-klassischen Monozyten beobachtet (Abb.38c).
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Abbildung 38: Kolokalisation der Immunzellen mit Faktor XII
a) Kolokalisation eines Ly6G*/Ly6C* Neutrophilen mit FXII (rot) (kleiner Pfeil), fehlende Kolokalisation eines Ly6C*/Ly6G"
klassischen Monozyten (groRRer Pfeil) b) RORyt*, CD4* Th17-Zelle mit FXII (rot) 3 Std. nach Infektion. MaRstab: 10um. c)

Bestimmung des Anteils der mit FXII kolokalisierten Zellen 3 Std. nach E.Coli Infektion. Die Punkte geben den Mittelwert
aus 10 Gesichtsfeldern in unterschiedlichen Mausen an. Mittelwert + S.E.M.
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Zudem war eine Kolokalisation des Signals fiir Faktor XII mit Stabilin-2 als Endothelfarbung zu
beobachten. Dabei befand sich Faktor Xll stets innerhalb der GefalRe. Auch in den grof3en
Gefallen konnte eine Anlagerung von Faktor Xll an die Innenseite des Endothels beobachtet

werden (Abb. 39a,b).

/Stabillin-2/

Abbildung 39: FXII Lokalisation an der luminalen GefaBwand

a) Faktor XII Lokalisation am sinusoidalen Endothel, 3 Std. nach Infektion Pfeil: Ly6G* Neutrophiler mit FXII Kolokalisation.
b) FXII (rot) intravaskular in den Sinusoiden der Leber (Stabillin-2 griin, wei gestrichelt). Malstab 10um.
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5.7.3 Assoziation von Faktor XIl mit E.Coli
Neben der Kolokalisation von Faktor XII mit verschiedenen Immunzellen wurde auch eine
Assoziation von Faktor XIl mit GFP* E.Coli beobachtet. Insgesamt fand sich 6 Std. nach Infektion bei

79% der GFP* E.Coli eine Kolokalisation mit Faktor XII (Abb. 40).

Stabilin-2 E.Coli/Stabilin-2/- 1/

Abbildung 40: Kolokalisation von Bakterien und Faktor XI|

Kolokalisation von GFP* E.Coli (griin) und FXII (rot) in einem MikrogefaR der Leber (Stabillin-2 gelb) 1 Std. nach Infektion,
Malstab 10um.

5.8 Einfluss der Fibrinbildung auf den T-Helferzellphdnotyp

Neben dem Einfluss der T-Helferzellen auf die Koagulation wurde interessanterweise auch ein
Einfluss der Fibrinbildung auf den Phanotyp der CD4* T-Zellen festgestellt. 3 Std. nach Infektion
zeigten Fibrin-assoziierte CD4* T-Zellen eine vermehrte Expression der Aktivierungsmarker CD38
und CD69 gegeniiber nicht mit Fibrin kolokalisierten T-Helferzellen (Abb. 41a,b). Zudem konnte in
f127- M&usen, welche verminderte Fibrinlevel zeigten, ebenfalls eine verminderte CD69 Expression
auf T-Helferzellen nachgewiesen werden (Abb. 41c). Hingegen zeigte sich 18 Std. nach Infektion
eine vermehrte Expression der Exhaustionmarker GAL3 und PD1 auf den Fibrin-assoziierten
T-Helferzellen im Vergleich zu Fibrin-negativen CD4* Zellen (Abb. 41d,g). Zudem war nach
Behandlung mit Rivaroxaban die Expression von GAL3 als auch PD1 auf T-Helferzellen vermindert
im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 41e,h). In plg7- M3usen wiederum war die GAL3 Expression

verstarkt (Abb. 41f).
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Abbildung 41: Beeinflussung der T-Zellaktivierung und T-Zellexhaustion durch Interaktion mit Fibrin

Anteil der CD38 (a) bzw. CD69 (b) positiven CD4* T-Zellen mit und ohne Fibrinassoziation 3 Std. nach Infektion. c) Anteil
der CD69* CD4* Zellen in f127- Mausen im Vergleich zum WT. T-Zellexhaustion 18 Std. nach Infektion als Anteil GAL-3
positiver T-Helferzellen in Fibrin-assoziierten und nicht-assoziierten Zellen (d), sowie nach Behandlung mit Rivaroxaban
(e) und in plg”’- Mausen (f). PD-1 Expression in mit Fibrin kolokalisierten und Fibrin-negativen T-Helferzellen 18 Std. nach
Infektion bzw. nach Behandlung mit Rivaroxaban (h). Die Punkte geben den Mittelwert aus je 10 Gesichtsfeldern in
unterschiedlichen Mausen an. Mittelwert £ S.E.M. ** p<0,01.

5.9 Einfluss der Fibrinbildung auf die HIF-1a. Expression

Um die Auswirkungen der mikrovaskularen Fibrinbildung auf die HIF-1a. Expression zu bestimmen,
wurde die Expression des Transkriptionsfaktors im Lebergewebe bestimmt. In den Faktor XlI-
defizienten Tieren war im Vergleich zur Wildtypgruppe die HIF-1a Expression reduziert (Abb. 42).
In den Nr4al”" Tieren hingegen wurde 6 Std. nach Infektion eine Zunahme des HIF-1a Signals

beobachtet.
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Abbildung 42: HIF-10, Expression in f127- und Nr4al/-Méusen

Durchschnittliche Intensitdt des HIF-1a Signals in der Immunhistochemie der Leber, 3 Std. (a) und 6 Std (b) nach
Infektion. c) Reprasentative Abbildung 2er HIF-1a positiver Zellen in der Mikrozirkulation der Leber, MaRstab 10um. Die

Punkte beziehen sich auf den Mittelwert der Intensitat in 30 Gesichtsfeldern in unterschiedlichen Tieren. Mittelwert +
S.E.M. ** p<0,01
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5.10 Clusterbildung von CD4* T-Zellen
Bei den Analysen der Rekrutierung von CD4* T-Zellen wurde ein Zusammenlagern mehrerer Zellen
in den MikrogefalRen der Leber beobachtet. Diese Konglomerate werden im Folgenden als Cluster

oder Zellaggregate bezeichnet.

5.10.1 Clusterbildung in Wildtypmausen

Zunachst wurde die Clusterbildung in Wildtypmausen 1, 3, 6 und 18 Std. nach Infektion untersucht.
Clusterbildung von CD4* T-Zellen begann vereinzelt bereits nach 3 Std. und stieg im Verlauf bis 18
Std. nach Infektion an (Abb. 43a). Sowohl nach 6 als auch 18 Std. nach Infektion war die Mehrzahl
der CD4* T-Zellcluster mit Fibrin assoziiert (Abb. 43b). Neben CD4* T-Zellen konnten auch CD19* B-

Zellen in den Clustern detektiert werden (Abb. 43c).

Neben der Assoziation mit B-Zellen wurde in den T-Helferzellclustern auch nach dendritischen
Zellen gesucht. Dabei wurden keine LAMP3* follikulare dendritische Zellen gefunden. Allerdings
wurden Makrophagen als weiterer zelluldrer Bestandteil der T-Zellaggregate identifiziert (ohne

Abbildung).

Als Nachstes wurde die Assoziation von Fibrin in den T-Zellaggregaten quantifiziert. Nach 18 Std.
kam es zu einer deutlichen Verminderung der Fibrinmenge auRerhalb der Cluster (,non-clustered
Fibrin“) im Vergleich zur Fibrinverteilung nach 6 Std., wahrend die Fibrinassoziation mit den

Clustern (,,clustered Fibrin“) konstant hoch blieb (Abb. 43d).
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Abbildung 43: Intravasale CD4* Clusterbildung in infizierten Wildtyp-Tieren

Cluster wurden definiert als mindestens 2 Zellen, die sich in einem gemeinsamen GefaR mit einem maximalen
Durchmesser <30um befinden und deren Kerne <2um voneinander entfernt sind. a) Anzahl der intravasalen CD4*
T-Zellcluster nach 1,3,6 und 18 Std. b) Assoziation der Cluster mit Fibrin nach 6 und 18 Std. c) Reprasentatives Bild eines
Fibrin-positiven, intravasalen Clusters aus 5 CD4* Zellen und einer CD19* B-Zelle 18 Std. nach Infektion. GefaRwand
mittels CD31 detektiert (nicht gezeigt), Malstab 10um. d) Summe der Fibrin-bedeckten Flache innerhalb und auRerhalb
der Cluster. Die Punkte geben den Mittelwert aus 5 (d) bzw. die Summe aus 10 (a,b) Gesichtsfeldern in unterschiedlichen
Tieren an. Mittelwert + S.E.M. * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001.

Neben der Assoziation mit Fibrin wurden ebenfalls CD41* Thrombozyten in den Clustern gefunden.
In der Tat fanden sich in 86% der T-Helferzellcluster 18 Std. nach Infektion Thrombozyten. (Abb.
443a). Um die funktionelle Relevanz der Thrombozyten fiir die Clusterbildung zu untersuchen,
wurden Thrombozyten vor Induktion der Infektion mittels aGPlba-Antikdrper depletiert.

AnschlieBend war die Anzahl der CD4* Zell-Cluster 18 Std. nach Infektion stark reduziert (Abb. 44b)
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Abbildung 44: Thrombozyten in intravaskuldren CD4* T-Zellaggregaten

a) Fibrin- und CD41-Assoziation eines CD4* Zellclusters 18 Std. nach Infektion, MaRstab 20um; b) Anteil der CD41-
assoziierten CD4* T-Helferzellcluster 18 Std. nach Infektion; c) Reprasentatives Bild eines CD4* T-Zellclusters welches mit
Fibrin und CD41* Thrombozyten assoziiert ist. MaBstab 10um. d) Ausbildung der CD4* T-Zellaggregaten 18 Std. nach
Infektion nach Depletion der Thrombozyten via anti-GPIba-Antikdrper. Die Punkte geben die Anzahl der Cluster in 10
Gesichtsfeldern in unterschiedlichen Mausen an. Mittelwert + S.E.M. ** p<0,01 *** p<0,001.

5.10.2 Assoziation der T-Helferzellen mit Fibrin und Thrombozyten

Um einen Uberblick iiber die Assoziation der T-Helferzellen mit Fibrin und Thrombozyten zu
bekommen, wurde die Kolokalisation dieser Zellen mit Fibrin 18 Std. nach Infektion in
Wildtypmausen untersucht. Die Halfte aller CD4* T-Zellen zeigte sich sowohl mit Fibrin als auch
Thrombozyten assoziiert, wiahrend jeweils 12% der Zellen mit einem der beiden Komponenten
lokalisiert waren (Abb. 45a). Des Weiteren konnte innerhalb der Cluster (,clustered”) ein
signifikant groRerer Anteil Fibrin-positiver CD4* T-Helferzellen als auBerhalb der Cluster (,,single®)

festgestellt werden (Abb. 45b).
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Abbildung 45: Kolokalisation der T-Helferzellen mit Fibrin und/oder Thrombozyten

a) Assoziation der CD4* T-Zellen mit Fibrin und/oder Thrombozyten 18 Std. nach Infektion. b) Anteil der Fibrin-Assoziation
der CD4* T-Zellen innerhalb und auBerhalb der Cluster 18 Std. nach Infektion. Die Punkte geben den Mittelwert aus je
10 Gesichtsfeldern in unterschiedlichen Mausen an. Mittelwert £ S.E.M. * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001.

5.10.3 Einfluss von Fibrin auf die Clusterbildung

Um den Einfluss der Fibrinbildung auf die Clusterbildung der CD4* T-Zellen zu untersuchen, wurden
plg” Mause genutzt, bei denen es zu einer vermehrten Fibrinbildung kommt (Abb. 46a)%’. Die
Clusterbildung der T-Helferzellen war nach 3 Std. in den plg” M3use gegeniiber den WT-Mé&usen
um 82% erhoht (Abb. 46b). 18 Std. nach Infektion war der Unterschied in der Anzahl der CD4*
T-Zellen weniger deutlich ausgepragt (nicht gezeigt). Zur Evaluation moglicher Ursachen fiir den
geringeren Einfluss der weiterhin erhohten Fibrinbildung 18 Std. nach Infektion in diesem
Tiermodell wurde die Fibrinverteilung untersucht. Dabei beobachten wir, dass die Menge des nicht
in Clustern vorliegenden Fibrins (,non-clustered”) um den Faktor 3,8 gegenliber den WT Mausen
erhoht war, wahrend die Menge des in Clustern gebundene Fibrin (,,clustered”) keinen Unterschied

zwischen den beiden Modellen aufwies (Abb.46c¢)
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Abbildung 46: Clusterbildung in plg7- Miusen

a) Intravaskulire Fibrinbildung in plg”- im Vergleich zu WT Mausen. b) Anzahl der CD4* T-Zellcluster in plg7- Tieren, 3
Std. nach Infektion. c) Verteilung des Fibrins inner- und auRerhalb der Cluster 18 Std. nach Infektion in plg7- M&usen
und Kontrolltieren; Die Punkte geben den Mittelwert aus 5 Gesichtsfeldern (VF) (a, c), bzw. die Summe der Cluster in
10 VF (b) in verschiedenen Mausen an. Mittelwert £ S.E.M. * p<0,05 *** p<0,001 **** p<0,0001.

Um die Hypothese der fibrinabhdngigen Clusterbildung weiter zu untersuchen, wurde
anschlieRend die Clusterbildung in den mit Rivaroxaban behandelten Ma&usen untersucht.
Rivaroxaban vermindert die Fibrinbildung stark. Gleichzeitig war die Clusterbildung deutlich
reduziert. Die Zahl der T-Helferzellcluster verminderte sich 3 Std. und 6 Std. nach Infektion um 55%

bzw. um 43% (Abb. 47a).

Als weiteres Modell mit einer reduzierten Fibrinbildung wurden f127- Miuse genutzt. In diesen
Mausen war nach 6 Std. die Zahl der CD4* T-Helferzellcluster gegeniiber den WT-Tieren um 67%
vermindert (Abb. 47b).
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Abbildung 47: Effekt einer verminderten Fibrinbildung auf die CD4* T-Zellclusterbildung

Zahl der CD4* Zellcluster in Rivaroxaban-behandelten Tieren 3 und 6 Std (a) und f127/- Miusen (b) 3 Std. nach Infektion.
Die Punkte geben die Anzahl der Cluster in 10 Gesichtsfeldern in unterschiedlichen Tieren an. Mittelwert + S.E.M.
*p<0,05 **p<0,01 *** p<0,001.

5.10.4 Expression von Regulatoren der Koagulation in Clustern

Auf Grund der Assoziation von Fibrinolyse-Regulatoren mit CD4* T-Zellen untersuchten wir als
nachstes die uPAR-Expression der T-Helferzellen 18 Std. nach Infektion. CD4* T-Zellen stellten mit
57% den groften Teil der uPAR* Zellen dar. Dabei konnte auf 21% der CD4* T-Helferzellen eine
uPAR-Expression nachgewiesen werden (Abb. 48a). Bei der Differenzierung zwischen aggregierten
T-Helferzellen und nicht-aggregierten T-Helferzellen wurde kein signifikanter Unterschied

festgestellt (Abb. 48b).

Die Expression des negativen Regulators der Fibrinolyse PAI-1 wurde ebenso innerhalb und
auBerhalb der Cluster bestimmt. 6 Std. nach Infektion war auf 18% der singularen T-Helferzellen
und 62% der Zellen in Clustern PAI-1 nachweisbar (Abb. 48c). 18 Std. nach Infektion waren 32% der
nicht-aggregierten T-Helferzellen und 57% der aggregierten Zellen mit PAI-1 assoziiert (Abb. 48d).
Zu beiden Zeitpunkten bestand ein signifikanter Unterschied zwischen der Expression innerhalb
und auBerhalb der Cluster. Nach Depletion der Thrombozyten mittels anti-GPlba-Antikorper

konnte keine signifikante Reduktion der PAI-1 Assoziation mit CD4* T-Zellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 48: Expression von uPAR und PAI-1 auf B- und T-Zellen

a) Anzahl der Zellen welche uPAR, CD4 oder beide Proteine exprimieren, 18 Std nach Infektion; b) Anteil der uPAR* Zellen
an der Gesamtheit der CD4* T-Helferzellen inner- und auRerhalb der Cluster 18 Std. nach Infektion; Anteil der PAI-1
positiven aggregierten (clustered) und nicht-aggregierten (single) T-Helferzellen 6 Std. (c) und 18 Std. (d) nach Infektion;
e) Prozentsatz der PAI-1 positiven T-Helferzellen nach Depletion der Thrombozyten, Die Punkte geben den Mittelwert
aus je 10 Gesichtsfeldern in unterschiedlichen Mausen an. Mittelwert + S.E.M. * p<0,05 **** p<0,0001.

5.10.5 Einfluss von PAI-1 auf die Clusterbildung

Aufgrund der hohen Assoziation der aggregierten T-Helferzellen mit PAI-1 wurde die funktionelle
Relevanz des Proteins fir die Clusterbildung untersucht. Die Neutralisation von PAI-1 mittels
a.PAI-1 Antikorper beeinflusste die Zahl der rekrutierten T-Helferzellen nur geringfiigig (Abb. 49a),

wahrend sie die Anzahl der CD4* Cluster in der Mikrozirkulation deutlich reduzierte (Abb. 49b).
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Abbildung 49 CD4* Rekrutierung und Clusterbildung der CD4* T-Zellen nach Neutralisation von PAI-1

Anzahl der rekrutierten T-Helferzellen (a) und der T-Helferzellcluster (b) in der Mikrozirkulation der Leber 18 Std. nach
Infektion, Die Punkte geben den Mittelwert aus 10 Gesichtsfeldern (VF) (a) bzw. die Anzahl in 10 VF (b) in
unterschiedlichen Mausen an. Mittelwert + S.E.M. ** p<0,001.
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5.10.6 Proliferation innerhalb der Cluster

Um den Effekt der CD4* Clusterbildung auf die Zellproliferation zu messen, wurde Ki67 als Marker
der Zellproliferation genutzt, welcher wahrend der Mitose vermehrt exprimiert wird. Bei den T-
Helferzellen konnte kein Unterschied der Ki67 Expression zwischen den in Clustern vorliegenden
Zellen und den nicht-clusternden Zellen beobachtet werden (Abb. 50a). Die B-Zellproliferation war
hingegen in den mit CD4* T-Zellen kolokalisierenden B-Zellen erhoéht (Abb. 50b). Zur weiteren
Differenzierung zwischen den Einflissen einzeln vorliegender CD4* Zellen und Zell-Clustern wurde
die B-Zellproliferation in CD4-depletierten Mausen (Abb. 50c) sowie in mit anti-PAI-1 Antikorper
behandelten Mausen (Abb. 50d) quantifiziert, in denen die Clusterbildung stark reduziert ist. In
beiden Modellen war die B-Zellproliferation deutlich MaBe reduziert verglichen mit der

Kontrollgruppe.
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Abbildung 50: Ki67 Expression auf B- und T-Zellen

a) Ki67 exprimierende T-Helferzellen innerhalb der Cluster (clustered) und bei einzeln vorliegenden Zellen (single) b-d)
Ki67 exprimierende CD19* B-Zellen in Abhangigkeit von ihrer Assoziation mit CD4+ T-Zellen (b), nach aCD4-Antikorper
Injektion (c) und aPAI-1 Antikdrper Injektion (d) 18 Std. nach Infektion. Die Punkte geben den Mittelwert aus 10
Gesichtsfeldern in unterschiedlichen Mausen an. Mittelwert + S.E.M. * p<0,05 ** p<0,001.
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5.10.7 Fibrin-abhdngige IL-2 Assoziation der aggregierten T-Helferzellen

Die lokale Konzentration des T-Zell Zytokins IL-2 war innerhalb der CD4* T-Zell-Cluster deutlich
erhoht (Abb. 51a,c). Gleichzeitig zeigten beinahe alle IL-2 assoziierten Zellen eine Kolokalisation

mit Fibrin (Abb. 51b).
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Abbildung 51: IL-2 Expression in der Umgebung von CD4* T-Zellen

Anteil der IL-2-positiven Zellen an der Gesamtheit von aggregierten bzw. einzeln vorliegenden CD4* Zellen (a) sowie der
Anteil der Fibrin-assoziierten IL-2-positiven Zellen (b) 18 Std. nach Infektion. Reprasentatives Bild eines IL-2-positiven
Fibrin-assoziierten T-Helferzellclusters in der Mikrozirkulation der Leber 18 Std. post Infektion (c). Die Punkte geben den
Mittelwert aus 10 Gesichtsfeldern in unterschiedlichen Tieren an. Mittelwert + S.E.M. **** p<0,0001.
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6. Diskussion

6.1 Diskussion des Tiermodells

Zur Analyse des Zusammenspiels zwischen Immunzellrekrutierung und mikrovaskularer
Fibrinbildung in der systemischen bakteriellen Infektion wurde auf Grund der guten Verfligbarkeit
das Mausmodell gewihlt. Die verhéltnismaRig geringe Bakterienzahl von 3,2*108 E.Coli je Maus
verhindert einen septischen Verlauf der Entziindung mit unkontrolliert ablaufender
Immunreaktion. In den ersten Stunden nach Infektion war der Allgemeinzustand der Tiere leicht
beeintrachtigt. Bereits nach 6 Std. war kein Unterschied mehr im Verhalten der Tiere im Vergleich
zu nicht-infizierten Tieren festzustellen. Diese Beobachtungen decken sich mit den untersuchten
Infektionsparametern im Plasma der Tiere. Hier konnten u.a. bei den klinisch vielfach verwendeten
Parametern IL-6 und IL-10 3 Std. nach Infektion die hochsten Werte gemessen werden, gefolgt von
einem Abfall der Werte 6 Std. nach Infektion. Der Hohepunkt der mikrovaskuldren Fibrinbildung
wurde zwischen 3 und 6 Std. beobachtet. Die Bakterienzahl in Leber und Milz nahm im gleichen
Zeitraum bereits deutlich ab. Dies deutet auf eine friihzeitige mikrobizide Reaktion des Organismus
hin. AuBerdem wurden Harnstoff als Marker fur eine Niereninsuffizienz, GOT, GPT und GLDH zur
Abschatzung des Ausmales einer Leberschadigung, Cholinesterase zur Abschatzung der
Syntheseleistung der Leber und Laktat als Marker fiir Hypoxie und Zelluntergang im Organismus
bestimmt. Unter keiner der untersuchten Bedingungen wurde eine deutliche Verdnderung dieser
Parameter beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass es im vorliegenden Mausmodell zu keiner

signifikanten Organschadigung kommt.

6.2 Diskussion der verwendeten Methoden

Zur Quantifizierung der Bakterienlast der einzelnen Organe wurden die CFUs in
Organhomogenaten analysiert. Dies ermoglicht die organspezifische Bestimmung der Anzahl der
lebenden Bakterien. In der Fluoreszenzmikroskopie wurden parallel dazu die Gesamtzahl der in der

Mikrozirkulation lokalisierten GFP* Bakterien quantifiziert.

Die Fibrinbildung wurde mittels Immunhistochemie bestimmt unter Verwendung einer
Endothelfarbung durch oStabillin-2-Antikdrper bzw. oCD31-Antikérper, um spezifisch die

mikrovaskulare Fibrinbildung in der Leber zu analysieren.

Die Quantifizierung der Immunzellrekrutierung erfolgte durch Immunhistochemie und konfokale
Mikroskopie. Der Vorteil im Gegensatz zu einer Bestimmung mittels Durchflusszytometrie ist, dass
unter anderem eine Aussage zur Lokalisation der Zellen innerhalb des intra- bzw. extravaskularen

Kompartments moglich ist und die GefillgroRe ermittelt werden kann. Ebenfalls kénnen
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Interaktionen der Zellen untereinander erfasst werden. Von besonderer Bedeutung ist auBRerdem

die Analyse der Interaktionen der Zellen mit Fibrin innerhalb der GefaRe.

6.3 Diskussion der Ergebnisse

6.3.1 Bidirektionaler Einfluss von Blutgerinnung und Immunzellrekrutierung in der
Mikrozirkulation

Der negative Einfluss der Koagulation auf das Bakterieniberleben konnte bereits vielfach belegt
werden®>11%8-170 Fin 3hnlicher Zusammenhang wurde auch in dieser Arbeit in mit Rivaroxaban
behandelten Tieren bzw. f127- Miusen beobachtet. In beiden Modellen kam es zu einer stark
verminderten mikrovaskuldren Fibrinbildung, die mit einer erhéhten Bakterienlast in Leber und
Milz verbunden war. Dies bekraftigt die Hypothese, dass Fibrin und die Ausbildung von
Mikrothrombosen die Elimination von Bakterien férdern. Bestarkt wird diese Hypothese auch
durch die beobachtete Kolokalisation der Bakterien mit Fibrin in der immunhistochemischen
Farbung. Bei der Untersuchung der Zusammensetzung der Immunothrombosen konnte gezeigt
werden, dass T-Zellen neben Neutrophilen und klassischen Monozyten den Grofteil der beteiligten
Fibrin-assoziierten Immunzellen ausmachen. Wahrend klassische Monozyten Uber ihre TF-
Expression als wichtiger Initiator der Koagulation gelten’'’?, sind Neutrophile fiir ihre pro-

thrombogenen Netze (NETs) bekannt!37:173.174,

Des Weiteren konnte auch in arteriosklerotischen Thromben eine groRe Zahl CD4* T-Zellen
detektiert werden. Die Anwesenheit von CD4* T-Zellen wurde bislang in arteriosklerotische Plaque

beschrieben7>176,

CD4* T-Zellen, hauptsachlich Th17-Zellen, wurden friithzeitig in die Mikrozirkulation der Leber
rekrutiert, beeinflusst durch die mikrovaskuldre Fibrinbildung. Sowohl in f127-Mausen als auch in
mit Rivaroxaban behandelten Mausen kam es zu einer reduzierten Rekrutierung der CD4* T-Zellen.
Ein weiterer Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen Fibrinbildung und T-
Helferzellrekrutierung ergab sich durch den Nachweis der engen Assoziation von CD4* T-Zellen mit
Fibrin. Zudem konnte eine Fibrin-abhangige Verdnderung des Phanotyps der T-Helferzellen
beobachtet werden. In der Frihphase kam es zu einer vermehrten Aktivierung der CD4* Zellen, im
weiteren zeitlichen Verlauf der Infektion war die T-Zell Exhaustion in mikrothrombotischen Arealen
erhoht. In mit Rivaroxaban behandelten Tieren war die T-Helferzellaktivierung vermindert,

wahrend in Plasminogen-defizienten Mausen eine Zunahme zu beobachten war. Dies verdeutlicht
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erneut den Zusammenhang zwischen Fibrinbildung und Immunmodulation wie es in der Literatur

zuvor bereits u.a. fiir Makrophagen im Rahmen zerebraler Erkrankungen beschrieben wurde!77-180,

Als ndchstes wurde der Einfluss der T-Helferzellen auf die Fibrinbildung untersucht. Hierzu wurden
CD4* T-Zellen in Bl6-Wildtyp-Mausen mittels aCD4-Antikérper depletiert. In den mit aCD4-
Antikorper behandelten Mausen kam es zu einer stark vermehrten Fibrinbildung sowie einer
Zunahme der mikrovaskularen GefalRokklusion. Die Zugabe von aTAFI-Antikdrper fiihrte zu einer
Reduktion der Fibrinbildung in CD4-depletierten Mausen, wahrend kein Effekt in der
Kontrollgruppe gezeigt werden konnte. Dies unterstitzt die Hypothese, dass CD4* T-Zellen die

Fibrinbildung Gber eine Verstarkung der Fibrinolyse beeinflussen*3.

Nach Depletion der CD4* Zellen kam es ebenfalls zu einer Veranderung der Zusammensetzung von
Immunothrombosen. Es konnten insbesondere vermehrt Fibrinthromben ohne Immunzellen
detektiert werden, neben einer Zunahme des Anteils der klassischen Monozyten und Neutrophilen
innerhalb der Thromben. Dies unterstreicht die Bedeutung des Gleichgewichts zwischen CD4* T-
Zellen und den als pro-thrombogen bekannten Neutrophilen und klassischen Monozyten zur

Regulation der Thrombenbildung?37:181,

Zur weiteren Differenzierung des Einflusses der T-Zellsubtypen wurden IL-23R-defiziente sowie
IL17A-defiziente Mausmodelle genutzt. In beiden Modellen war kein Effekt auf die mikrovaskulare
Fibrinbildung festzustellen. Dies ist vermutlich darauf zurlickzufiihren, dass es in diesen
Mausmodellen auch zu Verdnderungen in anderen Immunzellpopulationen kommt, wie z.B der y6
T-Zellen, Neutrophilen und Monozyten, sodass kein spezifischer Einfluss der Th17 Zellen

untersucht werden kann'82-186,

Auf Grund des groRen Anteils der Bla Zellen an der Gesamtheit der rekrutierten B-Zellen sowie
ihrer Assoziation mit uPAR und PAI-1 nutzten wir Bhlhe407/-/Bhlhe41/- Mause mit reduzierten Bla
Zellzahlen'?. Hier konnte kein Unterschied in der Gerinnungsantwort auf eine bakterielle Infektion
beobachtet werden. Allerdings zeigte sich nach 3 Std. eine erhéhte Bakterienbesiedelung in der
Leber der Bla-defizienten Mdusen sowie nach 3 und 6 Std. auch in deren Milz. Dies steht im
Einklang mit friiheren Ergebnissen, welche zeigen, dass Bla-Zellen an der friihen Immunantwort
gegenlber bakteriellen Infektionen beteiligt sind*8”188, Die vorliegenden Ergebnisse sprechen aber

gegen eine direkte Beeinflussung der Koagulationsantwort durch Bla-Zellen.

In Nrdal-defizienten Mausen wurde in Ubereinstimmung mit frilheren Arbeiten eine stark
verminderte Zahl nicht-klassischer Monozyten festgestellt'®. Trotz vermehrter Fibrinbildung fand

sich eine verminderte Zahl CD4-positiver Zellen in der Leber. Nach Injektion nicht-klassischer
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Monozyten in die Nr4al’- Mause konnte sowohl bei der T-Helferzellrekrutierung als auch der
Fibrinbildung kein Unterschied zum WT gesehen werden. Dies koénnte darauf hindeuten, dass
nicht-klassische Monozyten fiir die T-Zellrekrutierung mitverantwortlich sind, etwa weil nicht-
klassische Monozyten als intravasale Antigen-prasentierende Zellen fungieren kénnen'®. Die stark
vermehrte Fibrinbildung in Nr4al”- M3usen mag durch den fehlenden fibrinolytischen Effekt der

CD4* T-Zellen erklarbar sein.

Neutrophile Granulozyten und die von ihnen freigesetzten NETs aus DNA, Histonen und
antimikrobiellen Proteinen haben einen pro-thrombotischen Effekt® 91, Im beschriebenen
Infektionsmodell konnten eine Zunahme der Bakterienzahl in der Leber sowie eine Verminderung
der Fibrinbildung nach Inhibierung der NET-Bildung festgestellt werden. Diese Konstellation
bestarkt die These, dass NETs Initiatoren der Immunothrombose sind!®2. Die Beteiligung von
Neutrophilen und NETs an der Thrombosebildung wurde zudem bereits in einem Modell der tiefen

Beinvenenthrombose nachgewiesen'®’.

6.3.2 Faktor Xll beeinflusst die Immunreaktion bei systemischen bakteriellen Infektionen
Faktor XIl ist ein wichtiger Gegenstand aktueller Forschung auf Grund seiner Beeinflussung der

Thrombusbildung ohne einen nennenswerten Einfluss auf das Blutungsrisikos'®3.

Bei der Analyse der Immunzellrekrutierung in die Mikrozirkulation der Leber in f127/- Tieren zeigte
sich eine stark verminderte Zahl der Neutrophilen. Dies konnte bereits fiir die sterile Infektion in
Faktor XII defizienten M&usen gezeigt werden?°. Gleichzeitig wird auch die Faktor XII Freisetzung
durch Neutrophile diskutiert'®*. Diese Hypothese kann durch die beobachtete Assoziation von
Faktor XIl mit Neutrophilen bekraftigt werden. Die Aktivierung von Faktor Xl scheint zudem durch

Freisetzung der NETs verstdrkt zu werden®,

Die gezeigte Assoziation von Faktor Xll und E.Coli lasst sich durch die direkte Bindung des
Gerinnungsfaktors an die bakterielle Oberflache erklaren. Fiir S. pyogenes konnte bereits eine
Autoaktivierung von Faktor Xl zu Faktor Xlla durch Bindung an die Oberflache der Bakterien gezeigt
werden®®. Auch die Anlagerung von Faktor XIl an E.Coli und die dortige Aktivierung des
Koagulationsfaktors wurden bereits beschrieben!®’. Somit kdnnten auch Bakterien die Koagulation

im Rahmen systemischer bakterieller Infektionen initiieren.

Die Zusammenlagerung der Th17-Zellen weist gemeinsam mit der signifikant verminderten T-
Helferzellrekrutierung in den f127/- Méausen auf einen Zusammenhang der zelluliren

Immunantwort und Faktor XlIlI hin. Des Weiteren konnte die Bindung von Faktor XII an das
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mikrovaskuldare Endothel beobachtet werden. Diese Interaktion wurde zuvor bereits fir
kultivierten Endothelzellen beschrieben!®®. Die durch Faktor XlIl induzierten Verdnderungen in der
Immunzellrekrutierung gehen mit einer Verdnderung der Zytokinspiegel im Plasma der Tiere
einher. Es konnte im Rahmen pulmonaler Infekte in humanem Lungengewebe gezeigt werden,
dass Faktor XIl auch einen direkten Einfluss auf die Zytokinausschiittung nimmt!*°, Im Rahmen von
autoimmunen zerebralen Infektionen konnte ebenfalls ein Effekt durch Faktor XIlI auf die

Zytokinausschuttung und T-Zelldifferenzierung beschrieben werden?®,

6.3.3 Ausbildung intravasaler thrombolymphoider Strukturen

Die Aggregation von T-Zellen und die Ausbildung von tertidgren lymphoiden Strukturen in
Tumorgewebe wurde in der Literatur bereits beschrieben?®!. In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass das Clustering von CD4* T-Zellen einen wichtigen Faktor fiir die Rekrutierung
und T-Zell-Aktivierung darstellt. In dieser Arbeit konnte erstmals ein intravasales T-Zellclustering

gezeigt werden.

Die Ausbildung der Cluster begann bereits 3 Std. nach Infektion. Im zeitlichen Verlauf nahmen
sowohl nach 6 als auch 18 Std. Zahl und GroRe der Cluster zu, wahrend 48 Std. nach Infektion nur
noch eine geringe Anzahl an Clustern nachgewiesen wurde. Dieser zeitliche Verlauf deutet auf eine

wichtige Rolle der Clusterbildung in der Friihphase der Infektion hin.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Assoziation der intravasalen Cluster mit Fibrin und
Thrombozyten vorliegt. Dabei kommt es im zeitlichen Verlauf zu einer verminderten Degradierung
des Fibrins innerhalb der Cluster im Vergleich zu Fibrin, welches auBerhalb der Cluster vorliegt.
Diese Ergebnisse scheinen zunachst divergent zu der zuvor beschriebenen negativen Regulation
der Koagulation durch T-Zellen zu sein. Als Ursache der Hemmung der Fibrinolyse innerhalb der
Cluster konnte eine erhéhte PAI-1 Bindung an die T-Helferzellen wahrend der fortgeschrittenen
Infektion (18 Std.) identifiziert werden. Diese Hypothese wird durch eine verminderte Ausbildung

von T-Zellclustern in Mdusen nach aPAI-1-Antikorper Injektion unterstitzt.

Die Bedeutung von Fibrin fiir die Entstehung der Cluster wurde durch eine deutlich verminderte
Anzahl der Cluster in den mit Rivaroxaban behandelten Tieren bzw. f127- M&usen nachgewiesen.
Im Gegensatz dazu war in Plasminogen-defizienten Mausen, welche eine verminderte Fibrinolyse

zeigen, die Anzahl der Cluster erhoht.

Die beschriebenen intravasalen T-Helferzell-Cluster, bestehend aus mindestens 2 CD4* T-Zellen,

Fibrin und Thrombozyten, werden als thrombolymphoide Units (TLUs) bezeichnet (Abb. 52). Diese
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Bezeichnung ist angelehnt an die in der Literatur bereits beschriebenen Tertidren lymphoiden
Units, welche extravaskular lokalisiert sind und aus T-Zellen, B-Zellen und dendritischen Zellen
bestehen?022%, Diese deutlich groReren Strukturen als die hier beschriebenen TLUs wurden
insbesondere in der chronischen Infektion und in Tumoren beschrieben??42%, Dahingegen konnten

in unserem Modell in den TLUs keine follikularen dendritischen Zellen nachgewiesen werden.

Die funktionale Relevanz dieser Strukturen kdnnte u.a. durch eine lokal erhéhte Konzentration von
IL-2 in den TLUs erklart werden. IL-2 spielt eine wichtige Rolle in der T-Zelldifferenzierung und
Entstehung regulatorischer T-Zellen (Tregs)?%¢2%7. Des Weiteren wurde ein hoherer Anteil
proliferierender B-Zellen in Assoziation mit CD4* T-Zellen detektiert. Hingegen war nach Inhibition
der TLUs durch die Gabe von a.PAI-1-Antikorper die B-Zellproliferation ahnlich reduziert wie nach
CD4-Depletion. Tregs und follikuldre T-Helferzellen wurden bereits als Promotoren der B-

Zellproliferation beschrieben08-210,
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Abbildung 52: Intravasale Thrombolymphoide Unit (TLU) in einem MikrogefaR der Leber
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7. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde zundchst die Assoziation von Immunzellen mit
Immunothrombosen charakterisiert. Dabei wurden T-Helferzellen, Neutrophile und klassische
Monozyten als reguldre Bestandteile von Mikrothrombosen im Rahmen bakterieller Infektionen
identifiziert. T-Helferzellen, zumeist RORyt* Th17 Zellen, stellen den gréRten Anteil der assoziierten
Zellen dar. lhre Rekrutierung wird durch lokale Fibrindepositionen vermittelt. In der Tat zeigte sich
in Modellen mit verminderter Fibrinbildung, wie z.B. nach Behandlung mit Rivaroxaban oder in
f127- M&usen, eine verminderte Rekrutierung der CD4* T-Zellen. Zudem konnte eine hohe
Assoziation dieser Zellen mit Fibrin nachgewiesen werden. Die Assoziation mit Fibrin fiihrt in der
Frihphase der Infektion zu einer vermehrten T-Helferzellaktivierung, wahrend es im spateren

Verlauf zu einer verstarkten T-Zell-Exhaustion innerhalb der Fibrin-reichen Areale kommt.

CD4* T-Zellen dienen als Negativregulatoren der Fibrinbildung in der systemischen bakteriellen
Infektion. Die Depletion von CD4* T-Zellen verstarkt in der Tat die mikrovaskuldre Fibrinbildung
sowie die Entstehung von Mikrothrombosen. Nach T-Helferzelldepletion werden vermehrt
immunzell-negative Mikrothrombosen beobachtet. Nach Zugabe eines aTAFI Antikorpers war die
Fibrinbildung in den CD4-depletierten Mausen reduziert, wahrend in den Kontrollmausen kein

Effekt auf die Fibrinbildung messbar war.

Des Weiteren wurden erstmals thrombolymphoide Units (TLUs) beobachtet, bei denen es sich um
intravasale Aggregate aus CD4* T-Zellen mit Fibrin und Thrombozyten handelt. Diese Strukturen
bilden sich fibrinabhdngig intravaskular in der Mikrozirkulation. Innerhalb der TLUs war die
Fibrinolyse gehemmt, vermittelt Gber eine verstarkte Bindung von PAI-1 an die Zellmembran der

T-Helferzellen.

Die Inhibierung von PAI-1 reduzierte die T-Zellclusterbildung ohne Beeinflussung der CD4*
T-Zellrekrutierung. Innerhalb der Cluster konnte eine lokal erhéhte IL-2 Konzentration gemessen
werden. Zudem kam es zu einer verstarkten Proliferation von CD19* B-Zellen bei Assoziation mit
TLUs. Dieser Effekt konnte durch eine Hemmung der Clusterbildung tber die Inhibierung von PAI-1
in dhnlichem MaRe reduziert werden, wie durch die Depletion von CD4* T-Zellen. Die

Clusterbildung beeinflusst die Proliferation und Exhaustion der CD4* T-Zellen hingegen nicht.

B-Zellen, welche zum grof3ten Teil aus Bla Zellen bestehen, zeigten trotz ihrer friihen Rekrutierung

und Assoziation mit koagulations-regulierenden Proteinen keinen Einfluss auf die Fibrinbildung.
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Des Weiteren wurde gezeigt, dass auch nicht-klassische Monozyten die mikrovaskuldre
Fibrinbildung reduzieren kdnnen, moglicherweise vermittelt Gber eine verminderte Rekrutierung
der T-Helferzellen. Dieser Effekt konnte durch Re-Injektion von nicht-klassischen Monozyten in

Nrdal”’- M&usen antagonisiert werden.

Zusammenfassend wurde in der Promotionsarbeit ein bidirektionaler Einfluss zwischen
Immunzellen, insbesondere CD4* T-Zellen, und der Koagulation wadhrend der systemischen
bakteriellen Infektion gezeigt. Dieser Nachweis kann zu einem besseren Verstandnis der massiven
Koagulationsantwort in der Sepsis beitragen und damit laborchemische Parameter wie das
Neutrophilen/Lymphozyten Ratio in ihrer Bedeutung bestirken und neue therapeutische

Strategien zur Behandlung erméglichen.
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Abstract

In this thesis, T helper cells, neutrophils and classical monocytes were identified as the major
immune cell components of microthrombi in systemic bacterial infection with E.Coli. CD4* T cells,
mainly consisting of RORyt* Th17 cells, represent the largest proportion of microthombosis-
associated cells. Their recruitment to the liver microcirculation was orchestrated by local fibrin
deposition. In mouse models with diminished levels of fibrin formation, e.g. rivaroxaban treated
mice or f127- mice, CD4* T cell arrest was decreased. A large proportion of the CD4* cells was
associated with fibrin. This leads to higher levels of T cell activation at early timepoints and an

increase in T cell exhaustion at later stages in fibrin-rich areas.

CD4" T cells act as negative regulators of coagulation in systemic bacterial infection. CD4 depletion
indeed leads to an increased fibrin formation and enhanced development of microthrombi,
especially of microthrombi without immune cell components. The addition of an aTAFI antibody
diminished fibrin formation in CD4* T cell-depleted mice whereas there was no effect visible in the

control group.

Furthermore, the intravascular aggregation of CD4* T cells was detected in the liver
microcirculation. Those clusters consist of CD4* T cells, fibrin and platelets and were described as
thrombolymphoid units (TLUs). They developed at later stages of systemic bacterial infection in a
fibrin dependent manner. Inside the TLUs PAI-1 was found abundantly at the cell surface of CD4*

T cells while fibrinolysis was reduced.

The inhibition of PAI-1 led to a decrease of cluster formation while T helper cell arrest was not
impaired. Inside the clusters, the local concentration of IL-2 was augmented. Additionally, the
proliferation of CD19* B cells was promoted when associated with TLUs. The percentage of
proliferating B cells was reduced after the neutralization of PAI-1. Therefore, the inhibition of
cluster formation reduced B cell proliferation to the same extent as the depletion of CD4* T cells.

On the other hand, T cell proliferation and exhaustion were unchanged in TLUs.

B cells, mainly consisting of Bla cells, did not impact fibrin formation despite their early

recruitment and association with coagulation-regulating proteins.

Moreover, non-classical monocytes seem to play an important role in coagulation regulation,
acting as negative regulators, probably via their impact on T helper cells. This effect could be

antagonized by the adoptive transfer of non-classical monocytes into Nr4al” mice.

74



In summary, this work underlines the bidirectional influence between intravascular immune cells,
especially CD4* T cells and coagulation in systemic bacterial infection. This can help to understand
the role of neutrophil-lymphocyte ratio in different types of thrombosis and might lead to new

therapeutic strategies for the treatment of septic complications.
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