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1. Einleitung

Kardiovaskuldre Erkrankungen stellen die weltweit fihrende Ursache fur Morbiditat und Mortalitat
dar (Organization, 2016). Wahrend bereits grolRe Fortschritte zur Behandlung der jeweiligen Entitaten
dieses Uberbegriffs gemacht werden konnten, gibt es hierentgehend immer noch groRen Bedarf an
gezielteren Therapien mit verbesserten Nebenwirkungsprofilen: Antithrombotische Therapien wie
auch anti-thrombozytare Medikamente bergen ein deutlich erhdhtes Blutungsrisiko, insbesondere in
Kombination (Husted, 2008; Oldgren et al., 2013). Gleichzeitig beruht in den meisten Fallen der
thrombotische Verschluss von End-Arterien im Gehirn — mit der Folge eines Schlaganfalls — oder
Herzen — mit der Folge eines Herzinfarktes — auf einer bisher nur unzureichend therapierbaren

Grunderkrankung — der Atherosklerose.

Diese Erkrankung ist durch bahnbrechende internationale Forschungsanstrengungen in den letzten
Jahrzenten deutlich besser verstanden. So scheint es sich nicht wie zunachst angenommen um eine
degenerative Erkrankung des Gefalisystems, sondern um eine chronische, inflammatorische
Erkrankung zu handeln, welche immunmodulatorischen Therapien zuganglich sein kdnnte (Libby,
2002). Tatsachlich konnten groBe, randomisierte Studien eine signifikante Verminderung von
kardiovaskuldren Ereignissen durch IL-1beta Blockade und Immunmodulation mittels Colchicin
aufdecken (Nidorf et al., 2020; Ridker et al., 2017; Tardif et al., 2019). Allerdings sind beide
Therapieansétze limitiert, da sie unspezifisch das Immunsystem hemmen und so auch Komplikationen
wie eine erhohte Infektneigung mit sich ziehen kénnen (Aday & Ridker, 2018). Dies unterstreicht die
Notwendigkeit, Mechanismen der (chronischen) Inflammation im GefaRsystem besser zu verstehen.
Insbesondere scheinen Thrombozyten als Interaktionspartner mit Immunzellen wie neutrophilen
Granulozyten und Monozyten eine wichtige Rolle im Voranschreiten der Atherosklerose zu spielen

(Gawaz et al., 2005; Huo & Ley, 2004).

Interessanterweise beruht auch der auf atherosklerotische Plaque-Ruptur oder -Erosion folgende
Gefalverschluss auf dem Zusammenspiel von Immunzellen, Thrombozyten und der
Koagulationskaskade. In hauptsdchlich im Mausmodell durchgefiihrten wegweisenden
Untersuchungen konnte gezeigt werden, das dieses Zusammenspiel primar in der Infektabwehr der
lokalen Einddmmung und Kontrolle von Pathogenen dient, welche durch Aktivierung der intravasalen
Gerinnung in der Ausbreitung gehindert werden (Engelmann & Massberg, 2013; Massberg et al.,
2010). In diesem Kontext kénnen Thrombozyten neutrophile Granulozyten aktivieren, woraufhin es
zu einer Freisetzung von sogenannten , Neutrophil Extracellular Traps” (NETs) kommt (Clark et al.,
2007; Wong et al., 2013). Diese NETs bilden Netze, welche Pathogene einfangen und abtoten kdnnen,

und fungieren auch als ein Gerust flr die Aktivierung der Gerinnungskaskade (McDonald et al., 2012).
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Dieses Konzept der Immunothrombose stellt daher am ehesten ein evolutiondr erhaltener
Mechanismus der Keimabwehr dar, welche aber bei chronischen und auch akuten Entziindungen
fehlgeleitet sein kann (Nicolai et al., 2019). Im oben genannten Falle einer sterilen GefaRverletzung
durch atherosklerotische Plaque-Ruptur oder — Erosion erfolgt eine Aktivierung dieser Kaskaden mit
der Konsequenz einer intravasalen Thrombusbildung, welche zu Ischamie der nachgeschalteten
Gewebebereiche flihrt (Stark & Massberg, 2021). Auch ausgepragte Entziindungsreaktionen auf z.B.
Bakterien, wie beispielsweise eine Sepsis, kdnnen immunothrombotische Verschlusse mit
Verschlechterung der Organ-Oxygenierung und des Uberlebens in Mausen verursachen (Rondina &

Garraud, 2014).

Diese auch als Thrombo-Inflammation bezeichnete Kaskade ist daher ein attraktives Ziel neuer anti-
inflammatorischer als auch anti-thrombotischer Therapien. Jedoch sind die zugrundliegenden
Mechanismen nur unvollstandig verstanden. Hier kommt der intravitalen Bildgebung im Tiermodell
entscheidende Bedeutung zu, da diese Technik die parallele Visualisierung der jeweiligen Bestandteile
— von Thrombozyten bis neutrophile Granulozyten — moglich macht und so Einblicke in das
Zusammenspiel dieser erlaubt (Stark et al., 2013; von Bruhl et al., 2012). In Kombination mit murinen,
konditionalen Knock-Out sowie Fluoreszenz-Reporter- Modellen kénnen so im organspezifischen
Kontext Mechanismen visualisiert und verstanden werden. Dariiber hinaus bestehen seit kurzem mit
neuen Methoden der Biomedizin — namentlich Shot-Gun Proteomik, RNA-Sequenzierung und RNA-
Sequenzierung auf Einzelzellebene — ganz neuartige Moglichkeiten, sich diesen Fragestellungen
anzundhern (Ando et al., 2020): Diese Technologien ermdglichen eine nie dagewesene Auflésung von
zelluldarer Kommunikation und Heterogenitdt und kdnnen neue potentielle Zielstrukturen wie auch

Mechanismen aufdecken (Hasin et al., 2017).

Dies ist auch hoch relevant im Kontext von humaner Krankheit. Die beschriebenen Mechanismen der
Thrombo-Inflammation sind hauptsachlich im Tiermodell untersucht, und die Rolle im Menschen sind
unvollstdndig geklart (Stark & Massberg, 2021). Im Rahmen der Pandemie ausgeldst durch das SARS-
CoV-2 Virus, wurden weltweit einzigartige wissenschaftliche Bemiihungen unternommen, um die als
COVID-19 bezeichnete Erkrankung zu verstehen, zu therapieren und durch Impfungen zu verhindern.
Bereits zu Beginn der Pandemie zeigte sich eine erhohte Thrombosegefahr bei COVID-19 bei unklaren
zugrundliegenden Mechanismen (Bonow et al., 2020; Malas et al., 2020; Modin et al., 2020). Obwohl
das akute Atemnotsyndrom (ARDS) das zentrale Merkmal eines schweren Verlaufs der Erkrankung ist,
hat sich eine Organschadigung jenseits der Lunge als wichtiger Pradiktor fiir Mortalitat herausgestellt
(Degarege et al., 2020). Die zugrunde liegenden Mechanismen der Lungen- und Gewebeschadigung

durch COVID-19 waren zu Beginn der Pandemie unzureichend verstanden. Insbesondere war unklar,
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ob und wie die Entziindungsreaktion auf SARS-CoV-2 und die damit verbundene Koagulopathie

miteinander verflochten sind.

Ziel der in dieser Habilitationsschrift zusammengefassten Publikationen ist es, ein besseres
Verstandnis der zelluldren Mechanismen der Thrombo-Inflammation durch moderne Methoden der
intravitalen Mikroskopie, mit innovativen Mausmodellen und in-vitro Experimenten sowie
translational durch die Einbindung von Patientenproben, welche mit Multi-Omics Methodiken

untersucht wurden, zu erlangen.

2. Wissenschaftliche Arbeiten

a. Gerichtete Migration von Thrombozyten an der entziindeten Gefallwand
Die Gruppe um Prof. Steffen Massberg konnte die aktive Migration als neue Effektorfunktion von
Thrombozyten erstmals in vivo nachweisen (Gaertner et al., 2017). Diese Funktion ist Myosin- heavy
chain 9 (Mhy9) abhéngig. Untersuchungen in Madusen mit einer Thrombozyten-spezifischen Mhy9-
Defizienz zeigten ein reduziertes Aufsammeln von Bakterien durch Thrombozyten, sowie eine erhdhte
Mortalitdt durch Hyperaktivierung von neutrophilen Granulozyten in einem Sepsis-Modell. Ob
Thrombozytenmigration in vivo gerichtet ist, also Gradienten folgt, und was die physiologische

Funktion dieser neuen Effektorfunktion darstellt, blieb unklar.

Ich konzentrierte mich daher auf den Vergleich der Rekrutierung, des Verhaltens und der Morphologie
von Thrombozyten im inflammatorischen und thrombotischen Kontext. Hierzu entwickelte ich eine
Methode zur hochauflésenden Mikroskopie von Cremaster-Gewebeproben und fihrte intravitale 4D-
Mikroskopie durch (Abbildung 1 A). Diese Untersuchungen ergaben, dass Thrombozyten in der
Inflammation als einzelne Zellen an die entzliindete GefaRwand adhéarieren, wie bereits von anderen
Gruppen gezeigt (Gros et al., 2015). Zusatzlich zeigen diese Thrombozyten teilweise aktive Migration
am Endothel, und bilden Lamellipodien, also flachige Zellfortsatze, aus (Abbildung 1 B). Diese aktive
Beweglichkeit an der GefaRwand findet auch gegen Blutfluss statt und erfolgt mit rund 2 pum/min
(Abbildung 1 C). Dies untermauert weiter, dass es sich hierbei um einen aktiven Prozess handelt.
Interessanterweise ist sowohl das Verhalten als auch die Morphologie von Thrombozyten, welche in
Thromben rekrutiert werden, davon deutlich unterschiedlich. Mithilfe von Confetti-Reportermausen
(Vergleiche 2b) konnte ich aufdecken, dass Thrombozyten in Thromben gerichtete
Retraktionsbewegung zeigen und sich keiner Formveranderung unterziehen. Ein direkter Vergleich
der Thrombozyten auf Einzelzellebene in Thrombose und Inflammation zeigte, dass die immun-

responsiven Thrombozyten eine groRere Flache aufwiesen, eine erhdhte Polarisation (Aspect Ratio)
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zeigten und eine niedrigere Zirkularitat hatten (Abbildung 1 D). Zusammenfassend unterstreichen
diese Daten, das Thrombozyten fundamental unterschiedliche Effektorfunktionen in Inflammation

und Thrombose nutzen.
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Abbildung 1: Untersuchung von Thrombozyten im Kontext von Inflammation und Thrombose in vivo. A,
Versuchsaufbau: Injektion von Lipopolysaccharid, nach 3h Praparation des Cremasters und
Intravitalmikroskopie. Hierbei zeigten sich zahlreiche einzelne, adhdrente Thrombozyten (Pfeile). B,
Hochauflésende Mikroskopie am Whole Mount zeigt einzelne Thrombozyten an der GefaBwand, welche
Lamellipodien (Sterne) ausgebildet haben. C, Auswertung und Beispiel von Thrombozytenmigration im
entziindeten GefaB, erfasst mit 4D Intravitalmikroskopie. n=39 Zellen. D, Vergleich der GréRe und
Formparametern von rekrutierten Thrombozyten in Inflammation und Thrombose. n=39-59 Zellen. Mann-
Whitney-U Test. Skala: S5um.

Um diese so diversen Effektorprogramme besser zu verstehen, entwickelte ich einen In-Vitro Ansatz,
der die lokale Umgebung, das sogenannte ,Microenvironment”, von Thrombose und Inflammation
nachzuahmen suchte. Hierzu beschichtete ich Flusskammern entweder mit Fibrinogen/Albumin, um
so die Ablagerung von Fibrin(ogen) im Rahmen der Inflammation nachzustellen (Abbildung 2 A). Durch
das Hinzufiigen von Thrombin konnte ich Beschichtungen herstellen, die hochkomplexe
dreidimensionale Vernetzung der Oberflaichen mit sich brachten und so die Situation in einem

Thrombus simulieren sollten (Abbildung 2 A).

Tatsachlich fuihrten die beiden Substrate zu unterschiedlichen Verhaltensweisen der Thrombozyten,
die die beobachteten Phanotypen in vivo widerspiegelten. Auf der unvernetzten Fibrinogen/Albumin
Beschichtung kam es zu Polarisierung und Migration, wahrend eine vernetzte Fibrinbeschichtung zu

einem statischen Verhalten mit Retraktion des Substrats und fehlender Polarisierung fiihrte
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(Abbildung 2 B). Diese Beobachtungen ermoglichten es nun, gezielt Inhibitoren zu testen, welche nur

das Verhalten der Zellen im inflammatorischen Kontext beeinflussten.
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Abbildung 2: Untersuchung des Einflusses des ,Microenvironments” auf Verhalten von Thrombozyten. A,
Entwicklung eines Ansatzes, welcher ein inflammatorisches sowie ein thrombotisches Umfeld simuliert. B, in
komplexen Fibrin-Netzwerken kommt es, analog zur Situation in Thromben, zu einer Retraktion der Zellen,
wahrend nicht-vernetztes Fibrinogen zu Polarisierung und Migration fihrt. C, Verwendung des Setups zum
Inhibitor-Screening auf Zielstrukturen, welche nur die Migration beeinflussen. Identifikation von Arp2/3,
inhibiert mit CK666, als Aktin-Regulator mit lediglich einer Rolle in der Thrombozytenmigration. Im Gegensatz
dazu der Myosin Inhibitor Blebbistatin (Blb-) mit Hemmung beider Effektorfunktionen. Blb +, CK689:
Kontrollen. n=5 unabhangige Experimente, t-tests. Skala: 5 um.

Diese Untersuchungen ergaben, dass das Aktin-Regulierende Protein Arp 2/3 entscheidend fur die
immun-responsive Migration ist, jedoch das Rektraktionsverhalten der Zellen nicht wesentlich
beeinflusst, im Gegensatz zu der Inhibition von Myosin Il mittels Blebbistatin, welche beide Funktionen
unterdrickt. Durch die Generierung eines murinen Thrombozyten-spezifischen Knock-Out Modells

von Arp 2/3 (PF4cre-Arpc2 fl/fl) konnten wir diese Hypothese weiter tberprifen. Tatsichlich zeigte
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sich wie erwartet in den klassischen Thrombozytenfunktionen der Thrombosebildung und Hamostase

kein Effekt einer Arp2/3 Defizienz (Nicolai, Schiefelbein, et al., 2020).

Wir versuchten nun eine mogliche gerichtete Komponente der Migration zu identifizieren. Auf

homogen beschichteten Oberflachen in vitro zeigten die Zellen eine zufallige Migrationsrichtung.
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Abbildung 3: Haptotaxis in vitro und in vivo. A, Thrombozyten migrieren von niedriger zu héherer Substrat-
Konzentration, farbig durch fluoreszierendes Fibrinogen markiert. B, Entscheidung von Thrombozyten in
Kontakt mit verschiedenen Substratdensitaten fihrt zur Wanderung in die hohere Densitdt. n=256 Zellen.
Skala 5 um. C, Inhibition von Arp2/3 unterbindet Haptotaxis. D, Arp2/3 defiziente Thrombozyten im PF4cre-
Arpc2fl/fl (Arpc2 -/-) Mausmodell sind seltener in Alpha-SMA niedrigen Bereichen zu finden. E, Vermehrte
Mikroblutungen in der Entziindung in Arpc2 -/- Tieren. Skala 50 um. F, In vitro Ansatz zur Untersuchung von
Thrombozytenmigration auf MRSA-Biofilmen. Reduziertes Aufsammeln von Bakterien durch Arp2/3
Inhibition. Skala 5 um. G, Mausmodell einer MRSA-Pneumonie. Erhohte Rate an MRSA-Wachstum nach 48h
in Milz und Niere von Arp2-/- Tieren. n=15-16.

Durch eine inhomogene Beschichtung mit einem Gradienten des Substrats konnten wir nachweisen,
das Thrombozyten Substrat-Gradienten folgen (Abbildung 3 A-B). Dieses Verhalten wird auch als

Haptotaxis bezeichnet. Eine Inhibition von Arp 2/3 fiihrte zu einer fehlenden Polarisierung der Zellen
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zu hoheren Substratdensitdten und war damit ein gezielter Inhibitor fiir Haptotaxis (Abbildung 3 C).
Wir wiesen in vivo Gradienten von Fibrinogen an der Gefialwand nach, welche eine gerichtete
Migration der Thrombozyten zu endothelialen Zellkontaktstellen ermoglicht. Diese Zellkontakte sind
Pradilektionsstellen fur das Auswandern von Immunzellen, wodurch in diesen Bereichen auch
Mikroblutungen auftreten kdnnen. Tatsachlich zeigte sich in Thrombozytenmigration-defizienten
Tieren eine verminderte Abdeckung dieser nicht durch glatte Muskelzellen bedeckten (alpha-SMA
low) Bereiche durch Blutpldttchen (Abbildung 3 D). Damit gingen vermehrte inflammatorische
Mikroblutungen bei Arpc2 defizienten Tieren einher (Abbildung 3 E). Dies spricht fiir eine Rolle der
Migration in der Re-Positionierung und Identifikation von GefdlRverletzungen in der Entziindung.
AuBerdem bewirkte die Hemmung von Arp 2/3 die weniger effektive Aufnahme von Methicillin-
Resistenten Staphylococcus Aureus (MRSA) in Biofilmen (Abbildung 3 F). Dies bestéatigte sich auch in
einem Maus-Modell einer MRSA-Pneumonie, in welchem wir eine vermehrte Ausbreitung der
Bakterien aus der Lunge in periphere Organe in migrationsdefizienten Madusen nachweisen konnten

(Abbildung 3 G).

Zusammenfassend verwenden Thrombozyten Lamellipodien, um nach Fibrin(ogen) zu scannen, das
auf dem entzlindeten GefaRbett abgelagert ist; dies flihrt zur Polarisierung und in der Folge Migration
entlang von Gradienten des adhasiven Liganden. Die plattchenspezifische Ablation von Arp2/3 stort
die haptotaktische Neupositionierung von Plattchen zu Mikroldsionen, wodurch die
Gefalversiegelung beeintrachtigt und Mikroblutungen provoziert werden. In einem bakteriellen
Infektions-Modell férdert diese gerichtete Migration das Einfangen von Bakterien durch

Thrombozyten und verhindert die hdmatogene Ausbreitung.

b. Ein Mausmodell zur Untersuchung von Thrombozyten auf Einzelzellebene

Die Visualisierung des Zellverhaltens und der Effektorfunktion auf Einzelzellebene ist entscheidend fiir
das Verstandnis von Schliisselaspekten der Sdugetierbiologie. Aufgrund ihrer geringen GroRe, grofRen
Anzahl und schnellen Rekrutierung in Thromben fehlen Daten Uber Schicksal und Verhalten einzelner
Blutplattchen in Thrombose und Hamostase. Wir entwickelten daher ein Mausmodell zur genetischen
Fluoreszenzmarkierung einzelnen Thrombozyten. Hierzu verwendeten wir die RS26-Confetti flox
Genkassette, welche erfolgreich in den Neurowissenschaften, aber auch in der Immunologie
angewendet wird (Livet et al., 2007; Tas et al., 2016). Dieses Konstrukt erméglicht eine zuféllige
Rekombination und Expression der Farbstoffe RFP/CFP und YFP/GFP abhingig von einer Cre-
getriebenen Rekombinase-Aktivitdt (Abbildung 4 A).
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Abbildung 4: Ein Mausmodell zur Untersuchung von Thrombozyten auf Einzelzellebene in vivo und in vitro. A,
RS-26 Confetti Genprodukt und Cre-abhangige Rekombination. B, Reprasentatives Bild der Confetti-Fluoreszenz
im Knochenmark, Gplb Farbung mit AF647. C, repdsentative Megakaryozyten mit Farbexpression von 1-4
Farben und Auswertung der Farbverteilung, n= 93 Zellen. D, GroRenverteilung von Megakaryozyten abhangig
der Anzahl exprimierter Farben. n= 93 Zellen. E, Beispielhafte Darstellung einzelner Thrombozyten in einem
Thrombus in vitro. F, Beispielhafte Darstellung einzelner Thrombozyten in einem Thrombus in vivo.

Die Verwendung von PF4cre, eines relativ spezifischen Markers der Megakaryozyten/Thrombozyten
Linie, ermoglichte eine Farbrekombination in diesen Zellen (Nicolai et al., 2021; Tiedt et al., 2007). Da
Megakaryozyten mehrere Zellkerne besitzen, zeigten sich im Knochenmark dieser Tiere mehrfarbige

Megakaryozyten (Abbildung 4 B). Im Laufe der Ausreifung kommt es zu einer erhdhten
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Endomitoserate und einer Zunahme der ZellgroRe. Entsprechend zeigten die Gberwiegende Mehrheit
der Megakaryozyten die Expression von drei Farben (Abbildung 4 C). Darliber hinaus korrelierte die
Anzahl von exprimierten Farben mit der GroRRe der jeweiligen Zellen (Abbildung 4 D). Dies zeigt aber
auch, dass PF4cre in Megakaryozyten nach oder zumindest wahrend des Endomitose-Prozesses
exprimiert wird, und damit eher spat in der Megakaryopoese aktiv wird. Wir konnten dies bestatigen,
in dem wir die Experimente mit einem frilhen Megakaryozyten-Marker, vWFcre, wiederholten.

Megakaryozyten von diesen Tieren zeigten nur ein bis zwei Farben.

Die Untersuchung von Thrombozyten isoliert aus PF4cre-Confetti Tieren zeigte eine robuste
Farbexpression mit einer Farbabstufung in den jeweiligen einzelnen Thrombozyten. Wir fihrten
erweiterte Thrombozyten-Funktionstestungen der Tiere in vitro und in vivo aus, um eine
Einschrankung der Megakaryozyten- oder Thrombozytenfunktion in diesen Tieren auszuschlieRen
(Nicolai et al., 2021). Als nachstes untersuchten wir in vitro generierte Thromben mittels konfokaler
Mikroskopie. Das Reporter-Modell ermdoglichte, multiple einzelne Thrombozyten durch Farbvarianz
innerhalb des komplexen Thrombus zu identifizieren und zu verfolgen (Abbildung 4 E). AuBerdem
konnten morphologischen Eigenschaften direkt visualisiert werden: Es zeigte sich eine ausgepragte
Ausbildung von nadelartigen Fortsdtzen, sogenannten Filopodien, durch Thrombozyten die in
Thromben rekrutiert wurden (Abbildung 4 E). AuRerdem zeigten die Thrombozyten innerhalb des
Thrombus eine deutliche Motilitdt, welche sich auch mithilfe der Fluoreszenzmarkierung gut verfolgen
lieR. Wir bestatigten, dass dieses Modell auch in vivo von Nutzen sein kann: Wir visualisierten die
Thrombusbildung in einem Mesenterialgefdall mittels Eisen-(lll)Chlorid Verletzung, und konnten
hierbei auch einzelne Thrombozyten in den entstehenden Thromben darstellen (Abbildung 4 F). Auch
hier zeigte sich eine ausgepragte Filopodien-Ausbildung ohne Hinweis auf Lamellipodien (Schurr et al.,
2019). Auch die Prozesse der Thrombusretraktion konnten durch das Verfolgen einzelner
Thrombozyten in vivo sehr genau aufgeldst werden. Zusammenfassend erwies sich die mehrfarbige
Thrombozyten- Reportermauslinie als niitzlich, um das Verstdndnis der Thrombozyten- und
Megakaryozytenbiologie auf Einzelzellebene zu erweitern. Dies ermoglicht neue Einblicke

insbesondere in die molekularen Mechanismen der Thrombose.

c. Ein neuer Mechanismus des Zusammenspiels von Koagulation und

Thrombozyten in der Inflammation
Die Beeintrachtigung der GefaRRintegritat ist ein Kennzeichen entziindlicher Erkrankungen. Ich konnte
bereits zeigen, dass einzelne immunresponsive Thrombozyten migrieren und sich so zu Stellen mit

Gefalverletzungen positionieren, um Mikro-Blutungen zu verhindern (siehe Abschnitt 2 a). Es bleibt
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jedoch unklar, wie einzelne Blutplattchen die GefaRintegritdt aufrechterhalten, sobald sie auf
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Abbildung 5: Zusammenspiel von Thrombozyten und Gerinnung in der Verhinderung von
inflammatorischer Blutung. A-B, Lungenhistologie in ARDS-Mausen, ausgel6st durch intranasale Gabe
von Lipopolysaccharid. Nach Thrombozytendepletion mit R300 ist eine reduzierte Ablagerung von
Fibrin(ogen) augenscheinlich. n=4 Mause pro Gruppe. Skala: 20 um. C, Beispielhafte bronchoalveolare
Lavage von Kontrollen, Rivaroxaban (Faktor X Hemmer), und Argatroban (Faktor |l Hemmer)
behandelten ARDS Mausen. D, In vitro Setup zur Untersuchung von Thrombozyten im Kontext von
Mikroverletzungen durch Beschichtung mit Fibrinogen und Kollagenfibrillen (Gestrichelte Linien).

Phosphatidylserin (PS) Expression nach Kontakt mit Kollagenfibrillen. Skala: 5 um.

Endotheldefekte stoRen (Ho-Tin-Noé et al., 2018). Ein Mechanismus scheint die direkte physikalische
Abdichtung von Defekten zu sein, aber auch eine Aktivierung des Tie2 Signalwegs in Endothelzellen
scheint zur vaskuldren Integritdt beizutragen (Braun et al., 2020; Ho-Tin-Noé et al., 2018). Inwiefern

die Gerinnungskaskade eine Rolle in diesem Prozess spielt, ist unklar.

Wir konnten zeigen, dass in einem durch LPS ausgeldstem ARDS-Modell in der Maus die Depletion von
Thrombozyten mittels Antikérpern nicht nur zu einer ausgepragten Hamorrhagie fiihrt, sondern auch
die Ablagerung von Fibrin in den GefaRen der Lunge deutlich reduziert (Abbildung 5 A und B).
Gleichzeitig fihrte eine Hemmung der plasmatischen Gerinnungskaskade mittels direktem Faktor Xa
Inhibitor (Rivaroxaban) oder Faktor lla Inhibitor (Argatroban) zu einer deutlichen Zunahme von
alveolaren Blutungen im ARDS-Modell (Abbildung 5 C). Somit stellte ich die Hypothese auf, dass (1)
die Koagulationskaskade eine wichtige Rolle in der Verhinderung von inflammatorischen Blutungen

spielt und (2) diese durch Thrombozyten aktiviert wird. Um die zugrundeliegenden Mechanismen
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naher zu untersuchen, entwickelten wir einen in vitro Ansatz, welcher durch die Beschichtung einer
Oberflache mit Fibrinogen und Kollagenfibrillen das Microenvironment simuliert, auf welches
Thrombozyten bei Unterbrechung des Endothels treffen (Abbildung 5 D) (Coughlin, 2005).
Interessanterweise kam es zu einer Phosphatidylserin (PS) -Exposition und Transformation in
prokoagulante Zellen nach Kontakt mit Kollagenfibrillen (Abbildung 5 D). Thrombozyten, welche durch
eine Arp2/3 Defizienz nicht in der Lage waren, zu Kollagenfibrillen zu wandern, zeigten eine reduzierte

prokoagulante Aktivierung, und Oberflichen ohne Kollagenzugabe filihrten nur zu einer
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Abbildung 6: Das Zusammenspiel von GPVI und GPIIBIIIA, sowie prokoagulanter Funktion in der
Verhinderung inflammatorischer Blutungen. A, Vergleich von bronchoalveoldrer Lavage (BAL) zwischen
Kontrollen (Cre-) und PF4Cre+ CypD fl/fl Tieren (Cre+), welche ein vermindertes Potential zur prokoagulanten
Aktivierung haben. B, Histologische Auswertung von ARDS Lungen zeigt vermehrte Erythrozyten (TER119)
bei gleicher Thrombozytenzahl in PF4Cre+ CypD fl/fl Tieren im Vergleich zu Kontrollen. n=4 pro Gruppe. C, in
vitro Untersuchung zum Einfluss verschiedener Inhibitoren auf die prokoagulante Funktion und Migration.
mP6 unterbindet Outside-In Signaling via GPIIB, anti-GPVI inhibiert GPVI, und BI1002494 hemmt Syk
downstream von GPVI. D, Vermehrte Blutung in der histologischen Auswertung von GPVI depletierten (JAQ1)
und GPIIBIIIA inhibierten (Tirofiban) Mausen. E, Bespielhafte BAL bei Kontrollen, GPVI depletierten (JAQ1),
GPIIBIIIA inhibierten (Tirofiban) oder in Kombination behandelten M&usen. Skala 50 um.

vernachlassigbaren PS-Exposition (Kaiser et al., 2022). Prokoagulante Thrombozyten entstehen nach

starker Aktivierung und bilden ein Gerust flr die Funktion von Gerinnungsfaktoren. Wir konnten auch
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in unserem Ansatz bestatigen, dass die PS-positiven Thrombozyten Thrombin umsetzten. Ich stellte
daher die Hypothese auf, dass Thrombozyten im entziindeten GefdRsystem Uber prokoagulante
Aktivierung, welche in Thrombozyten von der mitochondrialen Peptidyl-Prolyl Cis-Trans Isomerase
Cyclophilin D(CypD) abhangig ist, die Gerinnungskaskade aktivieren. Wir generierten daher
konditionale PF4cre-CypD fl/fl Knock-Out Md&use, und konnten in diesen Tieren eine vermehrte
Blutung im ARDS-Modell nachweisen (Abbildung 6 A-B) (Denorme et al., 2020; Kaiser et al., 2022). Die
prokoagulante Aktivierung ist auch zum Teil von der Membran-Flippase TMEM16F abhangig (van
Kruchten et al., 2013). Patienten, welche unter einer TMEM16F loss-of-function Mutation leiden,
haben eine milde Blutungsdiathese (Lhermusier et al., 2011). Tatsachlich lieB sich der Phanotyp von

vermehrten inflammatorischen Blutungen auch im PF4cre-TMEM16F Mausmodell bestatigen.

Wir konnten hiermit erstmals eine wichtige physiologische Rolle von Koagulationsaktivierung durch
prokoagulante Thrombozyten in der Inflammation zeigen. Ziel war es nun, die zugrundeliegenden
Mechanismen besser zu verstehen. Unser in vitro-Assay zeigte ja eine prokoagulante Transformation
nach Kontakt mit Kollagen. Dies legt nahe, dass eine duale Stimulation von Thrombozyten liber den
GPIIB Rezeptor, welche die Bindung an Fibrin(ogen) ermoglicht, und einem der thrombozytdren
Kollagen-Rezeptoren zu einer prokoagulanten Aktivierung fihrt. Tatsachlich zeigte sich unter
Verwendung eines intrazelluldren Kalzium-Indikators ein supramaximaler Kalzium-Anstieg, welcher
der PS-Exposition vorausging. Wir untersuchten daher die involvierten zellularen Signalwege. Es
bestéatigte sich eine wichtige Rolle des GPIIBIIIA abhdngigen Outside-In Signalwegs, da die Zugabe
eines Inhibitors (mP6), welcher die Galphal3 Bindung blockiert, die prokoagulante Transformation
hemmte. AuBerdem konnten wir unter Verwendung eines GPVI-blockierenden Antikérpers als auch
eines Syk-Signalweg-Inhibitors zeigen, dass das notwendige zweite Aktivierungssignal Gber die GPVI-

Syk Signalkaskade wahrgenommen wird (Abbildung 6 C).

Wir strebten nun an, dies auch im Tiermodell zu bestatigen. Hierzu erfolgte eine Depletion des GPVI
Rezeptors von Thrombozyten mittels JAQ-1 Antikérper (Massberg et al., 2003). Direkt vor Auslosung
des ARDS wurde auBerdem eine Hemmung von GPIIB mittels Tirofiban unternommen. Diese Versuche
konnten bestatigen, dass die duale Inhibition die prokoagulante Funktion in vivo hemmt und so
wiederum inflammatorische Blutungen provoziert, die histologisch und in der BAL nachweisbar waren

(Abbildung 6 D-E).

Zusammengefasst konnten wir zeigen, dass die prokoagulante Transformation von migrierenden
Blutplattchen durch Ko-Stimulation Gber Integrin allbB3 (GPIIBIIIA)/Gal3-vermittelte Outside-In-
Signale und GPVI-Signale initiiert wird. Dadurch wird die Gerinnungskaskade nur gezielt an Stellen

aktiviert, wo eine (Mikro-) Verletzung der GefaRintegritat vorliegt, die durch patrouillierende
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Blutplattchen identifiziert werden. Der plattchenspezifische genetische Verlust von entweder CypD
oder TMEM16F sowie die kombinierte Blockade von Plattchen-GPIIBIIIA und GPVI reduzieren die

prokoagulante Transformation in vivo und verstarken entziindliche Lungenblutungen.

d. Immunothrombose in COVID-19

Erkenntnisse aus unserem Labor zeigen eine weitreichende Verknipfung von Thrombose und
Inflammation. Die zugrundeliegenden Daten sind lberwiegend im Tiermodell erhoben worden,
translationale Daten fehlen hier weitestgehend. Im Rahmen der COVID-19 Pandemie zeigte sich
bereits frih, dass vendse und arterielle Thrombosen bei den betroffenen Patienten vermehrt

auftraten (Malas et al., 2020; Modin et al., 2020). Dies legte auch in der SARS-CoV-2 Infektion eine
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Abbildung 7: Evidenz fiir Immunothrombose in COVID-19. A, Histologische Untersuchungen von Lungen,
Nieren und Herzgewebe von COVID-19 erkrankten Patienten. Es zeigen sich thrombotische Verschlisse
bestehend aus Thrombozyten, Neutrophilen Granulozyten und Fibrin(ogen) in den untersuchten Organen.
Skala 10pm. B, Beispielhaftes Ubersichtsbild eines groRen Thrombus reich an MPO+ Neutrophilen
Granulozyten in der Lunge. C, Erhohte Anzahl von GefdRen mit immunothrombotischen Verschluss in
COVID-19 Patienten im Vergleich zu Kontrollen. n=5 pro Gruppe. D, Untersuchung isolierter Neutrophiler
Granulozyten von Kontroll -und COVID-19 erkrankten Patienten. n=3-5 pro Gruppe.
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immunothrombotische Aktivierung nahe, welche ganzlich unterstanden war.

Wir fiihrten daher eine translationale Studie durch, um die zugrundeliegenden Mechanismen besser
zu verstehen. Insgesamt 62 Probanden wurden in unsere Studie eingeschlossen (n = 38 Patienten mit
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion — bestatigtem COVID-19 und n = 24 Nicht-COVID-
19-Kontrollen). Wir fiihrten eine histopathologische Bewertung von Autopsieféllen,
Oberflachenmarker-basierte Phadnotypisierung von Neutrophilen und Blutplattchen sowie

funktionelle Assays flir Thrombozyten-, und Neutrophilenfunktionen sowie Gerinnungstests durch.

Wir konnten zeigen, dass es in der Lunge, aber auch der Niere und dem Herzen von an COVID-19
verstorbenen Patienten zu thrombotischen Verschliissen von kleineren GefalRen kam. In diesen Mikro-
Thromben lieBen sich nicht nur Thrombozyten und Fibrin nachweisen, sondern auch zahlreiche
neutrophile Granulozyten (Abbildung 7 A-C). Dies legte eine thrombo-inflammatorische Komponente
der Thrombusbildung nahe. Wir bestéatigten auch, dass das Fibrin-Abbauprodukt D-Dimer bei COVID-

19 stark erhoht ist (Mittelwert 1,93 pg/ml), mit 65 % (13/20 Patienten) von mittelschweren und allen
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Abbildung 8: Mechanismen der Immunothrombose in COVID-19. A, Lineare Regressionsanalyse zwischen
Neutrophilen-Thrombozyten Aggregaten im Blut (PMN PLAs) und Oxygenierungsindex Horowitz. n=10
CoV_int, n=5 CoV_sev. B-D, Untersuchung isolierter Neutrophiler Granulozyten von gesunden Probanden,
Inkubation mit thrombozytenreichem Plasma von gesunden Kontrollen oder COVID-19 Patienten. (B),
Schematischer Versuchsaufbau. (C), Farbung von DNA-citH3-MPO positiven NETs und Quantifizierung. n=3-
5 pro Gruppe. (D), Bindung von Thrombozyten an Neutrophile Granulozyten.

(11/11 Patienten) Patienten mit schwerer COVID-19 Erkrankung Uber dem Referenzbereich, was auf
eine konstante Aktivierung der Gerinnungskaskade hinweist (Nicolai, Leunig, Brambs, Kaiser,
Weinberger, et al., 2020). Zusatzlich zeigten neutrophile Granulozyten von COVID-19 Patienten einen

hyperreaktiven Phanotyp im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Abbildung 7 D).
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Thrombozyten kdnnen eine Schllsselrolle insbesondere in der intravasalen Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten spielen (Clark et al., 2007). Wir fihrten daher eine erweiterte
Phanotypisierung von Thrombozyten in COVID-19 durch. Hierbei zeigte sich ein insgesamt
hyporeaktives Muster der Thrombozyten, a.e. bei gleichzeitiger Aktivierung und Rekrutierung in die
Lunge der Patienten. Tatsdchlich zeigten sich auch vermehrt zirkulierende Thrombozyten-
Neutrophilen Aggregate, welche mit der Schwere der Lungenschadigung, die (iber den Oxygenierungs-
Index Horowitz abgeschatzt wurde, positiv korrelierten. Zusammengenommen sprechen diese Daten
fiir eine spezifische Aktivierung von Thrombozyten in COVID-19, welche dann Auswirkungen auf
neutrophile Granulozyten hat. Wir untersuchten diesen Aspekt gezielt, in dem wir gesunde
neutrophile Granulozyten mit Thrombozyten-reichem Plasma (PRP) von COVID-19 und
Kontrollpatienten inkubierten (Abbildung 8 B). Dieser Versuch zeigte eindricklich, dass Thrombozyten
COVID-19 erkrankter Patienten vermehrt an neutrophile Granulozyten adharierten und starke
Ausloser von NETose waren (Abbildung 8 C-D). Tatsachlich konnten wir auch in den Autopsie-Schnitten
der verstorbenen COVID-19 Patienten NETose in der Mikrovaskulatur, assoziiert mit

Fibrinablagerungen, nachweisen.

Zusammenfassend liefern wir Beweise dafiir, dass Organbeteiligung und prothrombotischer Zustand
in der COVID-19 Erkrankung durch das Konzept Immunthrombose miteinander verbunden sind. Wir
zeigen, dass bei COVID-19 mikrovaskulare Thromben in Lunge, Niere und Herz vorhanden sind, die
NETs enthalten, welche wiederum mit Blutplattchen und Fibrin assoziiert sind. Patienten mit COVID-
19 weisen im Blut Neutrophilen-Thrombozyten-Aggregate und ein spezifisches Aktivierungsmuster
von Neutrophilen und Thrombozyten auf, das sich mit der Schwere der Erkrankung andert. Wahrend
moderate Schwerefille einen hyporeaktiven Thrombozyten- und Neutrophilen-Phanotyp aufweisen,
sind Patienten, die sehr schwer von COVID-19 betroffen sind, durch eine libermaRige Thrombozyten-
und Neutrophilen-Aktivierung im Vergleich zu gesunden Kontrollen als auch zu Patienten mit Nicht-
COVID-19-Pneumonie gekennzeichnet. Korrelationsanalysen weisen aulerdem darauf hin, dass
Marker fir dysregulierte Immunthrombose bei COVID-19 sowohl mit der Schwere des ARDS als auch
mit systemischer Hyperkoagulabilitdt zusammenhangen. Es ist daher davon auszugehen, dass eine
immunthrombotische Dysregulation ein Schliisselaspekt der Pathophysiologie von COVID-19 ist. Wir
schlagen so die Briicke von praklinischer und klinischer Forschung zum Thema Immunothrombose und

decken mogliche neue therapeutische Ansatze auf.
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e. Vergleich von Immunothrombose in COVID-19 zu Influenza Pneumonie

Eine Infektion mit SARS-CoV-2 kann zu einer schweren Lungenentziindung mit ARDS, aber auch zu
thrombotischen Komplikationen und nicht-pulmonalem Organversagen fiihren. Untersuchungen aus
unserem Labor und anderen legen nahe, dass die intravaskuldre Neutrophilenaktivierung und die
anschlieRende Immunzell-getriggerte Immunthrombose ein zentraler Pathomechanismus ist, der das
heterogene Krankheitsbild der Coronavirus-Erkrankung 2019 (COVID-19) erklart (siehe auch Abschnitt
2 d) (Bonaventura et al., 2021). Aber auch in anderen inflammatorischen Erkrankungen wird eine
immunothrombotische Aktivierung postuliert (Stark & Massberg, 2021). So ist zum Beispiel in der
Influenza-Pneumonie eine Aktivierung von Thrombozyten und intravasaler Gerinnung nachgewiesen
worden (Boilard et al.,, 2014). Wir wollten daher untersuchen, ob Immunthrombose ein
pathognomonischer Faktor bei COVID-19 oder ein allgemeines Merkmal von (viraler)

Lungenentzliindung ist.

Hierzu erfolgte der histopathologische Vergleich von SARS-CoV-2 mit von H1N1 Influenza betroffenen
Lungen, welche wir in Zusammenarbeit mit der Gruppe um Prof. Boor in Aachen untersuchten.
Immunfluoreszenzfarbungen konnten hierbei zeigen, dass die Rekrutierung vaskularer neutrophiler
Granulozyten, NETose und nachfolgende Immunthrombose typische Merkmale von schwerem COVID-
19 sind, und weniger ausgepragt bei Influenza-Pneumonie vorliegen (Abbildung 9 A-B). Als nachstes
versuchten wir besser zu verstehen, wie die lokale Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten
funktioniert. Ko-Farbungen von neutrophilen Granulozyten und monozytaren Zellen zeigten, dass
aktivierte neutrophile Granulozyten in der Lunge typischerweise in physischer Assoziation mit

Monozyten sind (Nicolai, Leunig, Brambs, Kaiser, Joppich, et al., 2020).

Um dies weiter zu untersuchen, kombinierten wir klinische Daten von COVID-19-Fillen mit
umfassender Immunzell-Phdnotypisierung und einer Re-Analyse von scRNA-seg-Daten der
bronchoalveoldren Lavage-Flissigkeit von schwer- und moderat erkrankten Patienten (Liao et al.,
2020). Wir konnten zeigen, dass eine HLA-DRIow-CDSlow Monozytenpopulation bei schwerem COVID-
19 im Blut expandiert. Diese Population korreliert positiv mit der Schwere der Lungenschadigung, die
Gber den Oxygenierungs-Index Horowitz abgeschatzt wurde. Auerdem konnten wir mithilfe der Re-
Analyse der RNA Sequenzierungsdaten aus der BAL von Patienten mit COVID-19 nachweisen, dass
auch in der Lunge eine HLA-DRIow-CD9low Monozytenpopulation vorliegt. Wir fihrten nun eine
Signalweg-Analyse durch, welche aufzeigte, dass diese Population bei hoher Erkrankungsschwere
Transkripte mit einer Rolle in der Neutrophilenmigration und -chemotaxis hochregulierte (Abbildung

9 C). Entsprechend konnten wir vermehrte Transkription von Chemokinen wie CCL2, CCL3, CCL4 und
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CXCL8 nachweisen (Nicolai, Leunig, Brambs, Kaiser, Joppich, et al., 2020). Diese wurden bei schwer

erkrankten Patienten hauptsachlich durch die HLA-DRIow-CD9low Monozyten-Subpopulation in der
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Abbildung 9: Vermehrte Immunothrombose in COVID-19 im Vergleich zu Influenza Pneumonie. A, Beispielhafte
Immunofluoreszenzfarbungen von Lungenschnitten von COVID-19 im Vergleich zu Influenza Patienten. B;
Quantifikation der von Immunothrombose betroffenen GefaRen n=6-7 pro Gruppe. C, In silico Reanalyse eines
publizierten Einzelzell-RNA Sequenzierungsdatensets von Liao et al. (Liao et al.,, 2020) Hochregulation von
Neutrophilen-Chemotaxis Genen in monozytdren Makrophagen aus der bronchoalveoldren Lavage von schwer
an COVID-19 im Vergleich zu leicht erkrankten Patienten.

Lunge exprimiert.

Zusammenfassend weisen unsere Daten darauf hin, dass eine monozytdre Sub-Population in der
Lunge und im Blut von Patienten mit schwerer COVID-19 Pneumonie expandiert, welche

Neutrophilen- Chemokine in der Lunge freisetzen kann. Dies konnte wiederum die Expansion von
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neutrophilen Granulozyten und Rekrutierung dieser in die Lunge in den spaten Stadien von schwerem

COVID-19 erklaren.

Unsere Daten unterstreichen eine fehlgeleitete Achse des angeborenen Immunsystems, welche bei
schwerer SARS-CoV-2-Infektion zur lokalen Organschadigung beitragen kann und bei COVID-19

ausgepragter als bei Influenza-Pneumonie vorliegt.

f. IL-8 als Regulator der Neutrophilenfunktion in COVID-19 ARDS

Neutrophile stellen eine kritische Verteidigungslinie gegen verschiedene Krankheitserreger dar. Dies
beruht auf ihrer kurzen Reaktionszeit, raschen Infiltration von entziindetem Gewebe und hohen
Phagozytose-Kapazitdat, gepaart mit der Maoglichkeit, NETs, Proteasen und Sauerstoffradikale
freizusetzen (Lehman & Segal, 2020). Sie kénnen aber Uber die gleichen Mechanismen auch zur
sogenannten Immunpathologie beitragen, also der Schadigung des eigenen Organismus durch eine
fehlgerichtete Immunfunktion (Medzhitov et al.,, 2012). In COVID-19 haben jlingste Arbeiten aus
unserer Arbeitsgruppe und anderen proinflammatorische und prothrombotische Funktionen von
neutrophilen Granulozyten hervorgehoben, die zu Lungenschadigung und akutem Atemnotsyndrom
(ARDS) bei Patienten mit COVID-19 beitragen (Middleton et al., 2020; Nicolai, Leunig, Brambs, Kaiser,
Joppich, et al., 2020). Um den Phanotyp von Immunzellen besser zu verstehen, haben sich in den
letzten Jahren Omics-Methoden etabliert, die eine Analyse der mRNA Transkription, als auch
Proteindiagnostik erlauben (Ando et al., 2020). In Bezug auf neutrophile Granulozyten in COVID-19
war zunachst nur die Untersuchung mittels RNA-Sequenzierung erfolgt (Schulte-Schrepping et al.,
2020). Diese Methode ist bei neutrophilen Granulozyten von reduzierter Aussagekraft, da (1) dieser
kurzlebige Zelltyp nur eingeschrankte Transkription und Translation betreibt, und (2) Aspekte wie
Degranulierung, einer der Schllsselfunktionen von neutrophilen Granulozyten, nicht abgedeckt

werden.

Wir fuhrten daher eine Proteom-Analyse von FACS-gesorteten neutrophilen Granulozyten durch.
Hierzu verwenden wir modernste Massenspektrometrie-basierte Proteomik. Wir verglichen 4
Gruppen: Gesunde Kontrollen, Patienten mit nicht-COVID-19 Pneumonie, und schwer sowie
intermediar erkrankte COVID-19 Patienten. Eine Principal Component Analyse (PCA) zeigte ein
separates clustern der jeweiligen Gruppen. Dies bestatigt spezifische Verdanderungen des
Neutrophilen-Proteoms abhangig von Erkrankungsart und -schwere (Abbildung 10 A). Wir bestéatigten
einen CD10low unreifen Phanotyp der zirkulierenden neutrophilen Granulozyten in COVID-19 (Zhou
et al., 2020). Als nachstes konzentrierten wir uns auf Unterschiede im Neutrophilen-Proteom zwischen

intermediar erkrankten Patienten und Patienten mit ARDS, da gezeigt werden konnte, dass
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Abbildung 10: IL-8 als Regulator der Neutrophilen-Funktion in schwerem COVID-19. A, Principal
Component Analyse (PCA) von Neutrophilen Granulozyten von Patienten. Proteine mit einem adjustierten
p-Wert < 0.1 wurden eingeschlossen. B, ClueGo hochregulierte Protein-Signalwege im Vergleich zwischen
intermedidarem und schwerem COVID-19. C, Heatmap der Expression von Proteinen im IL-8 Signalweg in
den definierten Gruppen. D, Lineare Regressionsanalyse von Oxygenierungindex (Horowitz index
(Pa02/Fi02)) und D-Dimer (ug/ml) von COVID-19 Patienten. n=5 schwere and 9 intermedidre COVID-19
Patienten. E Ansatz zur Untersuchung von IL-8 Produktion in vitro. Links: Setup, Rechts; Interleukin 8
Produktion. One-way ANOVA mit post-hoc Dunnett’s multiple comparisons test. n=4 F, In vitro Ansatz zur
Untersuchung des Effekts von IL-8 auf Neutrophilen-Aktivierung. Quantifizierung von NETose dargestellt
als % der Kontroll-Neutrophilen, stimuliert mit COVID-19 Plasma, sowie CXCL1/2 Blocker Reparixin oder
anti-IL8 Antikérper. Paired t-test, n=7 COVID-19 Plasmaproben.

insbesondere fiir letzteres eine Aktivierung und Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten mit
verantwortlich ist (Meizlish et al., 2021). Die hierbei durchgefiihrten Signalweg-Analysen zeigten eine
prominente Hochregulation des IL8-Signalwegs in Neutrophilen von ARDS Patienten (Abbildung 10 B-
C). Ein erstellter Expressions-Score aus Proteinen, welche im IL8 Signalweg impliziert sind, zeigte eine
positive Korrelation dieses Scores mit der Schwere der Lungenbeteiligung, der mittels
Oxygenierungsindex Horowitz abgeschéatzt wurde (Abbildung 10 D). Dies legte die Hypothese nahe,
dass dieser Signalweg zur neutrophilen Hyperinflammation in COVID-19 beitragt. Wir fliihrten daher

in vitro Versuche durch, mit welchen wir folgende Erkenntnisse gewannen: 1., neutrophile
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Granulozyten produzieren nach Stimulation mit IL-8 selbst zu grofem Ausmal IL-8 (Abbildung 10 E).
2., die Hinzugabe von COVID-19 Plasma flhrt zu starker Aktivierung und NETose von gesunden
Neutrophilen, und dieser Effekt kann durch blockierende anti-IL-8 Antikdrper sowie den IL-8 Rezeptor
CXCR1/2 Blocker Reparixin deutlich reduziert werden. Diese positive Rickkopplungsschleife der
neutrophilen autokrinen IL-8-Produktion flihrt zu einem aktivierten, prothrombotischen
Neutrophilen-Phanotyp, der durch Degranulation und Bildung von NETs durch neutrophile
Granulozyten gekennzeichnet ist. Bei schwerem COVID-19 initileren Neutrophile direkt die
Gerinnungs- und Komplementkaskade, was einen Zusammenhang mit dem bei diesen Patienten
beobachteten immunthrombotischen Zustand herstellt. Die Hemmung der IL-8-CXCR-1/-2-Achse
interferiert mit diesem Teufelskreis und dampft die Neutrophilenaktivierung, Degranulation, NETosis

und IL-8-Freisetzung.

Wir bestatigten die Effektivitat von Reparixin in einem murinen nicht-infektiosen Mausmodell des
COVID-19 ARDS (Kaiser et al., 2021). Zusammenfassend liefern unsere Daten umfassende Einblicke in
die Aktivierungsmechanismen von neutrophilen Granulozyten bei COVID-19 und decken eine sich
selbst verstarkende Neutrophilen-IL-8-Achse als vielversprechendes therapeutisches Ziel bei schwerer
SARS-CoV-2-Infektion auf. In einer Phase I/Il klinischen Studie zeigten sich vielversprechende

Ergebnisse mit Reparixin bei schwerer COVID-19 Pneumonie (Landoni et al., 2022).

g. Protektive Faktoren der Immunfunktion bei SARS-CoV-2 Infektion
Die antivirale Immunantwort auf eine SARS-CoV-2-Infektion kann die Virusausbreitung begrenzen und
so die Entwicklung einer pneumonischen COVID-19 Erkrankung bei den meisten Patienten verhindern.
Die schiitzende immunologische Reaktion, die mit einer erfolgreichen Vireneinddmmung in den
oberen Atemwegen verbunden ist, blieb jedoch zunachst unklar. Wir untersuchten daher zwei
Kohorten von Hochrisiko-Patienten, die sich mit SARS-CoV-2 infizierten, und die entweder einen
asymptomatischen bzw. oligosymptomatischen Verlauf ohne Lungenbeteiligung oder eine Pneumonie
entwickelten (Abbildung 11 A). Wir analysierten longitudinal Blutproben aus dem Krankheitsverlauf
von Infektion bis zur Ausheilungsphase. Das Ziel war es, zeitaufgeloste schiitzende Immunsignaturen
bei nicht-pneumonischen SARS-CoV-2-infizierten Patienten aufzudecken und spezifische
Immuntrajektorien mit der Viruseinddmmung in den oberen Atemwegen in Verbindung zu bringen.
Unsere Analysen umfassten Einzelzell-RNA Sequenzierung, sowie durchflusszytometrische Analysen

und Plasma-Proteomik.

Wir beobachteten einen spezifischen systemischen Immunzustand, der im Zusammenhang mit der

Viruseinddmmung stand. Er war maligeblich durch eine Hochregulierung der Interferon-stimulierten
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Gene (ISG) Antwort in zirkulierenden Immunzellen gepragt, welche bei den nicht-pneumonischen
Patienten friih in der Erkrankung erfolgte (Abbildung 11 B). AuRerdem zeigte sich ein verringertes
zytotoxisches Potenzial von natirlichen Killer- (NK) und T-Zellen und ein immunmodulatorischer
Monozyten-Phanotyp, der mit einer schiitzenden Immunfunktion bei COVID-19 vergesellschaftet war

(Abbildung 11 C).
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Abbildung 11: Eine protektive Immunsignatur in SARS-CoV-2 infizierten Patienten. A, Einschluss von
Hochrisiko-Patienten in eine Kohorte mit und ohne CT-morphologischen Hinweis auf Pneumonie. B,
Hochregulation des Interferon Stimulated Gene (ISG) Scores in CD4 T Zellen, NK Zellen und Monozyten von
Patienten mit nicht-pneumonischen Verlauf im Vergleich zu gesunden Kontrollen und Patienten mit
Pneumonie in der Einzel-Zell RNA Sequenzierung von PBMCs. C, Herunterregulation von potenziell pro-
inflammatorischen Genen in NK Zellen von Patienten mit nicht-pneumonischen Verlauf. D, Bestatigung der
Hochregulierung von ISGs frith nach SARS-CoV-2 Infektion in zirkulierenden Monozyten in einer Kohorte von
ambulanten Patienten. Griin: Tag 1-4, Grau: Tag 60 nach Infektion.

Wir bestatigen die gewonnen Erkenntnisse in einer groRen Kohorte von ambulanten Patienten, fir
welche wir sowohl Nasenabstriche, als auch periphere Immunzellen sowie Plasma mittels RNA-
Sequenzierung und Zytokin-Multiplex-Analysen untersuchten. Interessanterweise bestdtigten wir
eine Interferon | Signatur in zirkulierenden Immunzellen (Abbildung 10 D), sahen jedoch keine
Unterschiede in der ISG Antwort in Nasenabstrichen, noch erhéhte Interferon alpha/beta Spiegel im
Plasma von ambulanten im Vergleich zu hospitalisierten Patienten (Pekayvaz et al., 2022).
Zusammenfassend stellten wir eine grofl angelegte, integrative und longitudinale Multi-Omics-
basierte Analyse der Immunantwort in der Sars-Cov-2 Infektion zusammen, die sich auf
ambulante/nicht pneumonische Patienten mit erfolgreicher Einddmmung des Virus in den oberen

Atemwegen konzentrierte. Wir definierten frilhe, prominente ISG-Signaturen, die kooperativ auf
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Einzelzellebene (iber zirkulierende Immunzelluntergruppen hinweg exprimiert werden, als das
definierende immunologische Merkmal einer unkomplizierten, nicht pneumonischen SARS-CoV2-

Infektion.

h. Mechanismen der impafassoziierten Thrombozytopenie nach adenovirus-
basierten Impfungen

Die bisher einzige effektive MaBnahme zur Vorbeugung der Ausbreitung von und Ansteckung mit
SARS-CoV-2 ist die Entwicklung und bevélkerungsweite Anwendung von Impfungen. Im Rahmen
dieser Impfbemiihungen zeigten sich sehr seltene, zuvor unbekannte Nebenwirkungen der Impfstoffe,
welche auf einem adenoviralen Vektor basieren— Thrombozytopenien ohne und mit Thrombosen

(impf-assoziierte Thrombozytopenie bzw. VITT).
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Abbildung 12: Breite anti-thrombozytdre Immunantwort in Patienten mit Thrombozytopenie nach ChAdOx1
nCov-19 Impfung. A, Haufigkeit von anti-thrombozytaren Antikdrpern in Patienten mit Thrombozytopenie
nach ChAdOx1 nCov-19 Impfung, n=27 mit Nachweis einer VITT, n=26 mit Ausschluss einer VITT. B,
Inkubation von isolierten humanen Thrombozyten mit ChAdOx1-S, BNT162b2 und PBS und
durchflusszytometrische Messung des Fluoreszenzsignals fir Anti-Adenovirus. C, Durchflusszytometrische
Analyse der Aktivierung von Thrombozyten mittels Antikorper gegen aktiviertes GPllb/llla. Deutliche
Aktivierung der Thrombozyten durch Zugabe von ChAdOx1-S im Vergleich zu BNT162b und PBS. n=4
unabhangige Experimente pro Gruppe. One-way ANOVA mit post-hoc Tukey’s multiple comparison test.

Hierbei kommt es im Falle der VITT zu einer Bildung von anti-PF4 Antikérpern (Greinacher, Selleng,
Palankar, et al., 2021; Greinacher, Selleng, Wesche, et al., 2021). Es treten jedoch auch vermehrt

isolierte Thrombozytopenien nach adenoviraler Impfung auf, ohne das PF4 Antikorper nachweisbar
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sind (Simpson et al., 2021). Ich stellte daher die Hypothese auf, dass moéglicherweise eine breitere
anti-thrombozytare Immunantwort fir diese klinischen Prasentationen verantwortlich sein konnte. In
Zusammenarbeit mit der Gruppe um Prof. Andreas Greinacher in Greifswald konnten wir zeigen, dass
Patienten mit Thrombozytopenie nach adenoviralem Impfstoff zu einem signifikanten Anteil
Antikorper gegen thrombozytare Glykoproteine exprimieren. Dies ist der Fall in Patienten, welche die
diagnostischen Kriterien fiir eine VITT erfillen, als auch in Patienten, welche diese nicht erfillen
(Abbildung 12 A). Ich nutzte meine Expertise in der Grundlagenforschung zu Thrombozyten und
Immunothrombose, um die Mechanismen dieser Nebenwirkungen besser zu verstehen. Zunachst
konnten wir zeigen, dass es nach ChAdOx1-S Zugabe zu isolierten, humanen Thrombozyten zu einer
Bindung des adenoviralen Vektors kam (Abbildung 12 B). Diese Bindung flihrte zu einer Aktivierung
der Thrombozyten, welche eine erhdohte Expression von aktiviertem GPIIBIIIA Integrin Rezeptor
zeigten, auch im Vergleich mit dem BioNTech mRNA basiertem Impfstoff (BNT162b) (Abbildung 12 C).
Zusammenfassend kommt es zu einer Interaktion von adenoviralem Impfvektor und Thrombozyten,
welche zu einer Verdnderung des Phanotyps und der Aktivierung von Thrombozyten fihrt. Es

konnte bereits gezeigt werden, dass die intravendse Anwendung von adenovirus-basierten
Gentherapien zu Thrombozytopenien flihren kann, teilweise mit therapielimitierenden Effekten
(Alemany et al., 2000; Othman et al., 2007). Auch hier kommt es zu einer Bindung von Adenovirus an
Thrombozyten mit Aktivierung und in Folge einem Abbau dieser Aggregate durch Makrophagen

(Othman et al., 2007; Stone et al., 2007).

Ich stellte daher die Hypothese auf, dass ggf. eine fehlerhafte intravasale Injektion des Impfstoffs diese
Interaktion und in Folge eine Thrombozytopenie verursachen konnte. Um dies zu untersuchen,
etablierten wir ein Mausmodell mit intramuskuldrer und intravendser ChAdOx1-S Applikation. Wir
erganzten aulRerdem zahlreiche Kontrollgruppen — so injizierten wir mRNA Impfstoff i.v. (BNT162b),
sowie Hitze inaktivierten ChAdOx1 und PBS i.v. Diese Versuche zeigten, dass lediglich nach
intravendser Applikation von ChAdOx1-S eine deutliche, transiente Thrombozytopenie auftrat

(Abbildung 13 A).

Um dies ndher zu untersuchen, injizierten wir parallel fluoreszenzmarkierte Kontroll- und ChAdOx1-S
vorinkubierte Thrombozyten in Wildtyp-Kontrollm&duse intravends und verfolgten diese in vivo. Es
bestatigte sich ein schnellerer Abbau der Adenovirus-koinkubierten Thrombozyten(Nicolai et al.,,
2022). Eine Korrelationsanalyse bestatigte in den Méausen, welche ChAdOx1-S i.v. erhalten hatten,
eine signifikante Korrelation von Adenovirus-Thrombozyten-Aggregatbildung im Blut nach einer
Stunde mit dem Abfall der Thrombozytenzahlen nach 24 Stunden (Nicolai et al.,, 2022).

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass eine intravendse Injektion von adenoviralem Impfstoff im
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Tiermodell zu einer Adenovirus-Thrombozyten Aggregation fiihrt. Diese Aggregate sind aktiviert und

werden abgebaut, es zeigt sich dann eine transiente Thrombozytopenie.

Als néachstes versuchten wir zu verstehen, welche immunologische Folgen der Abbau dieser
Thrombozyten-Adenovirus Aggregate hat. Wir untersuchten die Milz als ein Organ, welches eine
Schlisselfunktion im Abbau von aktivierten Thrombozyten innehalt (Prislovsky & Strom, 2013). In der
roten Pulpa sind histologisch auch unter homdoostatischen Bedingungen viele intakte Thrombozyten
nachzuweisen, wahrend in den Follikeln keine Thrombozyten zu finden sind (Abbildung 13 B). Nach
i.v. Injektion des Impfstoffs dnderte sich dieses Bild deutlich: Es zeigten sich Fragmente von
Thrombozyten in der splenischen Marginalzone als auch in den Follikeln (Abbildung 13 B). AuBerdem
kam ein deutlich erh6htes Thrombozytensignal in den F4/80 positiven Phagozyten der Milz, den
sogenannten Rote Pulpa Makrophagen (RPM) zur Darstellung, welche Antigen fur das adaptive
Immunsystem prasentieren koénnen (Nicolai et al.,, 2022). Tatsadchlich kénnen Thrombozyten
Pathogene in die Milz transportieren, und dies ermoglicht eine adaptive Immunantwort durch
residente B-Zellen/T-Zellen — dies wurde fur das intrazelluldre Pathogen Listeria monocytogenes
gezeigt (Broadley et al., 2016; Verschoor et al., 2011). Um diesen Effekt besser zu verstehen, injizierten
wir gefarbte Kontroll- und ChAdOx1-S inkubierte Thrombozyten, und markierten RPMs mittels
fluoreszierender Antikorper. Wir fiihrten dann eine intravitale 4D Fluoreszenzmikroskopie der Milz
durch, und konnten direkt die Interaktion der zwei Thrombozytenpopulationen in vivo Uber die Zeit
verfolgen. Eine Einzellzellanalyse zeigte hierbei eine verminderte Geschwindigkeit und zurtickgelegte
Distanz der adenovirus vorinkubierten Thrombozyten, welche sich auch vermehrt in den F4/80 + RPMs

wiederfanden (Nicolai et al., 2022).

Zusammenfassend bestatigen diese Versuche den Abbau von Thrombozyten-Adenovirus-Aggregaten
durch antigen-prasentierende Zellen mit Transport von Thrombozytenfragmenten in die fir die
Antikorperbildung verantwortlichen Follikel. Die adaptive Immunantwort und Bildung von
Antikorpern benétigt einige Tage nach Pathogen/Antigen-Kontakt. Wir untersuchten daher Tiere 5-6

Tage nach i.m. bzw. i.v. Injektion von ChAdOx1-S (entspricht 5-6 Tage p.i.).
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Hierbei zeigten sich bereits makroskopisch signifikant vergroRerte Milzen in den Tieren, welche eine
intravendse Applikation des Impfstoffs erhalten hatten (Abbildung 13 C). Eine histologische
Aufarbeitung zeigte vergroRerte B220+ Follikel und bestédtigte damit eine verstarkte adaptive
Immunantwort/Antikorperbildung in diesen Tieren. Um zu untersuchen, ob die gebildeten Antikérper
auch gegen Thrombozyten gerichtet sind, inkubierten wir isolierte Kontroll-Thrombozyten mit Plasma
von i.m. und i.v. injizierten Tieren. Hierbei bestatige sich eine vermehrte IgG und IgM Bindung an
Kontroll-Thrombozyten in der Gruppe mit intravendser Applikation (Abbildung 13 D). In einem

weiteren Kontrollversuch mit sAID-IgM Mausen, welche keine 1gG und IgM Antikorper bilden kénnen,
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Abbildung 13: Intravendse Applikation von adenoviralem Impfstoff fihrt zu Thrombozytopenie und anti-
thrombozytarer Antikérperbildung im Mausmodell. A, Thrombozytenzahlen in Mausen, die zu Zeitpunkt O
mit ChAdOx1-Si.m., i.v., mit Hitze-inaktiviertem ChAdOx1-Si.v., und BNT 162b2 bzw. PBS i.v. injiziert wurden.
Multiple t-tests mit Holm-Sidak Korrektur, n>3 pro Zeitpunkt fiir ChAdOx1-S Gruppen, n>2 pro Zeitpunkt fir
alle anderen Gruppen. B, Histologie der Milz nach endogener Thrombozytenmarkierung mit Gplb-
Antikdrper 24 Stunden nach i.m. und i.v. ChAdOx1 nCov-19-Verabreichung. Oben links ist der Ubergang aus
der roten Pulpa zum Follikel zu sehen. MaRstab zur Ubersicht sind 50um, fiir Ausschnitte 10um. Sterne:
Vermehrt Gplb positives Material in den Follikeln. C, Milzgewichte der Tiere 6d p.i. Reprasentative Bilder
der Milzen beider Gruppen, MaRstab = 2 cm. Ungepaarter t-Test. n=5 pro Gruppe. D, Prozent der Kontroll-
Thrombozyten positiv flir gebundenes IgM und IgG nach Inkubation mit Plasma von Mausen 6 Tage p.i.
entweder mit i.m. oder i.v. ChAdOx1 nCov-19 Gabe. AuBerdem zusétzlich i.v. Gabe bei ChAdOx1 nCov-19
AID-/-sIgM-/- Mause. n=5 pro Gruppe fur i.v. oder i.m., n=4 fir AID-/-slgM-/-. Ungepaarte t-Tests zwischen
i.v. ChAdOx1 nCov-19. Der Prozentsatz der Thrombozyten, die IgM oder IgG binden, wurde auf den
Mittelwert von 4 Kontrollplasmen normalisiert.

zeigte sich dieser Effekt erwartungsgemaR nicht (Abbildung 13 D). Zusammenfassend zeigen unsere

bisherigen Daten, dass moglicherweise eine fehlerhafte intraventse Injektion die Bildung von
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antithrombozytdrer Immunitat fordert, welche dann wiederum zu impfassoziierter
Thrombozytopenie, aber moglicherweise auch Thrombosen flihren kann. Diese Studie zeigt somit
mogliche neue Ansatze zur Vermeidung dieser seltenen Impfkomplikation auf und ist auch fir die

Weiterentwicklung von adenoviralen Vektoren im Rahmen von Gentherapien von Bedeutung.
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3. Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend konnten in der vorgelegten Habilitationsschrift neue Mechanismen und
potenzielle Zielstrukturen in der vaskuldaren Thrombo-Inflammation identifiziert werden. Zunachst
konnte ich eine neue Funktion von Thrombozyten in der Inflammation beschreiben: Haptotaxis, also
die Fahigkeit, Substratgradienten durch aktive Migration zu folgen. Dieser Prozess ist von dem Aktin-
regulatorischen Protein Arp2/3 abhangig und ermoglicht es einzelnen Thrombozyten, welche an die
entziindete GefaBwand rekrutiert wurden, sich in Richtung von Mikro-Verletzungen zu
repositionieren und sowohl inflammatorische Blutungen zu verhindern, als auch eindringende
Bakterien zu binden und an der Ausbreitung zu hindern (Nicolai, Schiefelbein, et al., 2020). Diese
Funktion spielt in der klassischen Thrombose und Hamostase keine Rolle, und zeigt so auf, dass
Thrombozyten teilweise unabhangige Effektorprogramme in Inflammation und Thrombusformation
nutzen. Um die Thrombozytenmorphologie, und -funktion auf Einzelzellebene besser zu verstehen,
sind neue Fluoreszenz-Reporter-Modelle notwendig. Ich entwickelte und validierte ein Mausmodell -
PF4cre-Confetti fl/fl, welches Uber die stochastische Rekombination von 4 Farben in Megakaryozyten
verschiedenfarbige Thrombozyten generierte (Nicolai et al., 2021). Dieses Modell erméglichte das
Nachverfolgen der Morphologie und Bewegung von einzelnen Thrombozyten in komplexen Thromben
in vitro als auch in vivo, ohne wesentlich die Funktion der Megakaryozyten oder Thrombozyten
einzuschranken. Untersuchungen mit diesem Modell konnten bereits neue Daten liefern — so zeigten
Thrombozyten in Thromben keine wesentlichen Formverdnderungen, sondern stilpten lediglich

kurze, nadelartige Fortsatze, sogenannte Filopodien, aus.

Die oben genannte Funktion von Thrombozyten, inflammatorische Blutungen zu verhindern, ist nur
unzureichend verstanden. So ist es nicht klar, wie Thrombozyten nach dem Erreichen der Mikro-
Verletzungen diese abdichten. Wir konnten mithilfe genetische Mausmodelle, in vitro und in vivo
Ansatzen und Intravitalmikroskopie zeigen, dass Thrombozyten nach Erreichen des vaskuldren Defekts
einen prokoagulanten Phdanotyp annehmen. Dieser ist abhdngig von der Membran-Scramblase
TMEM16F und dem mitochondrialen Protein Cyclophilin D, und ermdglicht die effektive Bindung von
Komponenten der Gerinnungskaskade, wodurch nur lokal eine Gerinnungsaktivierung stattfindet,
welche zur Abdichtung der Defekte beitrdgt. Diese Funktion beruht auf dem gleichzeitigen
Wahrnehmen von Fibrin(ogen) via Rezeptor GPIIBIIIA, und Kollagen mittels GPVI (Kaiser et al., 2022).
Diese duale Stimulation fiihrt zu einer Uberhéhung der intrazelluldren Kalziumkonzentration und in
Folge der prokoagulanten Transformation. Diese Daten zeigen also einen neuen Mechanismus auf, in
dem Thrombozyten Defekte im Gefdasystem identifizieren und gezielt und prazise die
Gerinnungskaskade an diese Stelle rekrutieren. Dies tragt wahrscheinlich zur Verhinderung einer

generellen Hyperkoaguabilitat bei, welche ein erhdhtes Risiko von Gefallverschliissen mit sich bringen
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wirde. Diese  grundlagenwissenschaftlichen Studien verknipfen Immunitat und
Thrombozytenfunktion sowie Thrombusformation im Tiermodell. Diesbeziiglich liegen beim
Menschen aber nur wenige Daten vor. Wir initiierten im Rahmen der Sars-CoV-2 Pandemie daher
mehrere translationale Projekte, um (1) Konzepte der Thrombo-Inflammation translational zu
validieren und (2) so potenzielle neue Therapieoptionen und Biomarker zu identifizieren. So konnten
wir zeigen, dass es zu immunothrombotischen Verschliissen von kleinen GefaBen sowohl in der Lunge,
als auch der Niere und dem Herzen von an COVID-19 verstorbenen Patienten kommt (Nicolai, Leunig,
Brambs, Kaiser, Weinberger, et al., 2020). Diese bestehen aus neutrophilen Granulozyten, NETs und
Thrombozyten sowie Fibrin. Thrombozyten zeigen aullerdem in COVID-19 ein spezifisches
Aktivierungsmuster und sind in der Lage, neutrophile Granulozyten zu aktivieren und NETose zu
provozieren. Interessanterweise korrelieren Marker der Immunothrombose, wie Thrombozyten-
Neutrophile Aggregate und D-Dimer mit der Schwere der Lungenschddigung. Dies deutet auf einen
moglichen pathomechanistischen Zusammenhang zwischen Thrombo-Inflammation und dem
schweren Atemnotsyndrom bei COVID-19 sowie einem Regelkreis aus neutrophilen Granulozyten und
Thrombozyten hin. In einer weiteren vergleichenden Studie konnten wir offenlegen, dass
immunothrombotische Verschliisse in der Lunge in der letalen COVID-19 Pneumonie signifikant
haufiger auftreten als bei todlicher Influenza-Infektion (Nicolai, Leunig, Brambs, Kaiser, Joppich, et al.,
2020). Dies deutet auf einen spezifischen Regulationsweg in ersterer Erkrankung hin. Tatsachlich zeigt
sich ein in zahlreichen Studien bestatigter HLA-DRlow CDSlow Phadnotyp von zirkulierenden
Monozyten in COVID-19, welcher sich auch lokal in der bronchoalveoldren Lavage nachweisen liel3.
Diese Population exprimiert im schweren Atemnotsyndrom neutrophilen-wirksame Chemokine,
welche moglicherweise zu einer pulmonalen Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und somit

zu Gefallverschliissen in der Lunge beitragen.

Um besser zu verstehen, welche Regulationswege spezifisch in neutrophilen Granulozyten in der
schweren COVID—19 Infektion im Vergleich zu moderaten Verldaufen aktiviert werden, flihrten wir
Proteomanalysen dieser Zellen durch. Diese deckten auf, dass in der schweren COVID-19 Pneumonie
eine Hochregulierung des IL-8 Signalwegs erfolgt. In vitro Versuche und ein ARDS-Mausmodell legten
nahe, dass IL-8 via CXCL1/2 wiederum zu einer vermehrten Freisetzung von IL-8 aus neutrophilen
Granulozyten fihrt und so eine para- und autokrine Verstarkungswirkung hat. Auerdem resultiert IL-
8 in einer verstarkten Aktivierung und NETose von neutrophilen Granulozyten. Eine Unterbindung des
Signalwegs mittels CXCL1/2 Inhibitor Reparixin fiihrt zu reduzierten pulmonalen GefaRverschlissen im
ARDS-Mausmodell. Zusammenfassend zeigt sich hier ein moglicherweise therapeutisch nutzbarer
Signalweg, dessen Blockade der beobachteten Hyperinflammation entgegenwirken koénnte. Erste

klinische Phase 1/2 Studien weisen in Ubereinstimmung mit unseren translationalen
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Studienergebnissen auf einen schiitzenden Effekt in der COVID-19 Pneumonie durch Gabe von
Reparixin hin (Landoni et al., 2022). Die Infektion mit Sars-CoV-2 verlauft in den meisten Fallen auch
bei Hochrisiko-Patienten ohne Thrombo-Inflammation und Lungenentziindung. Wie das
Immunsystem in diesen Fallen die Infektion in den oberen Atemwegen kontrolliert, ist unklar. Wir
flihrten eine zwei-phasige translationale Studie durch, in welcher wir eine kleine, engmaschig
untersuchte Patientenkohorte mittels longitudinaler Einzelzell- RNA-Sequenzierung, Plasma-
Proteomik und Mehrfarben-Durchflusszytometrie analysierten. Hierbei zeigte sich ein
Immunzellphdanotyp, welcher mit einer Kontrolle des Virus in den oberen Atemwegen
vergesellschaftet ist: Die Hochregulierung der Interferon | Antwort und eine Herunterregulierung von
zytotoxischen Signalwegen mit einem immunmodulatorischen Gensignatur der Monozyten (Pekayvaz
et al., 2021). Wir konnten die Interferon-Antwort als Schlisselelement in einer groRen Kohorte von
ambulanten Patienten bestatigen. Diese Daten deuten auf eine schitzende Rolle der Interferon |
Antwort in der Immunzellantwort gegen Sars-CoV-2 hin und konnten hier neue therapeutische
Moglichkeiten nahelegen, wie zum Beispiel eine Stimulation mit Agonisten des Interferon 1/ISG
Signalwegs. Die Impfungen gegen Sars-CoV-2 erbringen eine sehr gute Schutzwirkung und basieren
auf verschiedenen, neuartigen Impfplattformen. Eine dieser Plattformen basiert auf adenoviralen
Vektoren. Hierbei zeigte sich eine neuartige Komplikation nach Impfung, die Vakzin-induzierte
thrombotische Immunthrombozytopenie (VITT), in welcher PF4 Antikorper dhnlich wie in der Heparin
induzierten Thrombozytopenie (HIT) sowie Thrombosen an atypischen Lokalisationen nachzuweisen
sind. Dieses Krankheitsbild ist unzureichend verstanden. AuRBerdem zeigen sich in Zusammenhang mit
adenoviraler Impfung auch vermehrt isolierte Thrombozytopenien ohne Thrombosen oder Nachweis
von PF4 Antikérpern. Wir konnten nun zeigen, dass in einer relevanten Anzahl von Patienten mit
isolierter Thrombozytopenie nach adenoviraler Impfung wie auch VITT Antikérper gegen
Glykoproteine von Thrombozyten nachweisbar waren (Nicolai et al., 2022). In vitro Versuche zeigten
eine starke Bindung und Aktivierung von Thrombozyten bei Inkubation mit dem adenoviralen
Impfstoff. In einem translationalen Mausmodell flihrte eine intraventse Applikation des adenoviralen
Impfstoffs zu einem Binden des Vektors an Thrombozyten, einer Aktivierung dieser und in Folge zu
einer transienten Thrombozytopenie. Die zirkulierenden Thrombozyten-Adenovirus-Aggregate
werden in Folge in der Milz abgebaut und fihren zu einer Antikorperreaktion gegen korpereigene
Thrombozyten. Diese Daten weisen darauf hin, dass moglicherweise eine versehentliche i.v. Injektion
des Impfstoffs zur Auspragung von VITT beitragen kann. Dies kénnte bedeuten, dass eine Aspiration

vor Injektion eine VITT oder Immunthrombozytopenie nach adenoviraler Impfung verhindern kénnte.

Zusammenfassend konnte die hier vorgelegte Arbeit und die entsprechenden Publikationen neue (1)

zellulare Mechanismen, (2) Modelle, (3) Signalwege und (4) Interaktionen in der vaskuldren Thrombo-
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Inflammation aufdecken und entwickeln. Dies 6ffnet die Tire flir neue therapeutische Ansatze und

erweitert das mechanistische Verstandnis flir Thrombo-Inflammation auch in der Pathophysiologie

von humanen Krankheiten.
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4. Abklrzungsverzeichnis

ARDS Akutes Atemnot Syndrom - Acute respiratory distress syndrome
Arp2/3 Actin Related Protein 2/3

BAL Bronchoalveolare Lavage

CCL2 CC-Chemokinligand 2

CCI3 CC-Chemokinligand 3

CCL4 CC-Chemokinligand 4

CFP Cyan Fluorescent Protein

CoVID-19 Coronavirus-Krankheit-2019

CXCL8 Interleukin 8

CypD Cyclophilin D

CypD Peptidyl-Prolyl Cis-Trans Isomerase Cyclophilin D
DNA Desoxyribonukleinsadure

Fi02 Anteil der Suaerstoffzumischung

GFP Green Fluorescent Protein

GPllbllla Glykoprotein Ilb/lIlla

HIT Heparin Induzierte Thrombozytopenie
i.m. Intramuskular

i.v. Intravends

IgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M

IL-8 Interleukin 8

ISG Interferon Stimulated Gene

LPS Lipopolysaccharide
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MRSA

NETosis

Pa02

PBS

PF4

PS

RFP

RPM

RNA

Sars-CoV-2

TMEM16F

VITT

YFP

Methicillin-Resistenten Staphylococcus Aureus
Freisetzung von Neurophil Extracellular Traps

Partieller Sauerstoff Druck

Phosphate Buffered Saline

Plattchen Faktor 4

Phosphatidylserine

Red Fluorescent Protein

Rote Pulpa Makrophagen

Ribonukleinsdure
Schweres-akutes-Atemwegssyndrom-Coronavirus Typ 2
Transmembrane protein 16F

Vakzin-induzierte thrombotische Immunthrombozytopenie

Yellow Fluorescent Protein
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