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1) Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die weltweit haufigste Ursache fur Morbiditat und
Mortalitat und stellen daher weltweit eine deutliche Belastung fur Gesundheitssysteme
dar (Diseases and Injuries, 2020; Martin et al., 2024; Timmis et al., 2022). Trotz
beeindruckender Fortschritte sowohl in der medikamentdosen Therapie sowie
komplexer interventioneller Konzepte beispielsweise in der Behandlung der zwei
wichtigsten Entitaten — Myokardinfarkt und Schlaganfall — gehort das kardiovaskulare
Krankheitsspektrum zu den wichtigsten Herausforderungen der modernen Medizin
(Byrne et al., 2023).

Frihere pathophysiologische Modelle gehen von Degeneration als fuhrende Ursache
der Ausbildung der diese Erkrankungen maldgeblich bedingende Atherosklerose aus.
Tatsachlich konnten bahnbrechende Studien der vergangenen Jahrzehnte
nachweisen, dass atherosklerotische Veranderungen keiner rein altersbedingten
Degeneration, sondern einer chronischen Entzundungsreaktion zugrunde liegen
(Libby et al, 2019; Soehnlein and Libby, 2021). Diese chronische
Entzindungsreaktion wird einerseits durch klassische kardiovaskulare Risikofaktoren
wie arterielle Hypertonie, Dyslipoproteinamie und Diabetes mellitus unterhalten,
andererseits aber durch akute Entzindungsreaktionen und Infektionen verstarkt (Libby
et al., 2019; Libby et al., 2011). So steigern beispielsweise akute Infektionen mit dem
Influenza-Virus die Inzidenz akuter Myokardinfarkte, wahrend eine prophylaktische
Grippevirus-Impfung die kardiovaskulare Mortalitat senken kann (Frobert et al., 2021;
Kwong et al., 2018).

Der chronisch-inflammatorische Aspekt der Atherosklerose fuhrte weiterhin zur
klinischen Untersuchung des Einsatzes von Immunsuppressiva fur die kardiovaskulare
Pravention: Bahnbrechende Studien wie die CANVAS- (Ridker et al., 2017) oder
COLCOT-Studie (Tardif et al., 2019), die den Einsatz des Interleukin-1beta-
Antagonisten Canakinumab und des Spindelgifts Colchicin untersuchten, zeigten zwar
eine Reduktion der kardiovaskularen Mortalitat, waren jedoch aufgrund der
ungerichteten, systemischen Wirkung auf das Immunsystem mit einer erhohten
Inzidenz todlicher Infektionen assoziiert. Diese Daten unterstreichen, dass eine
gezielte antiinflammatorische Modulation zur Therapie kardiovaskularer Erkrankungen
ein pathophysiologisches Grundverstandnis der parallel stattfindenden Prozesse aus
Inflammation und Thrombusformation voraussetzt (Soehnlein and Libby, 2021).
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Die Komplexitat dieser Prozesse wird durch die reziproke Aktivierung von im Blut
zirkulierenden Zellen einerseits und plasmatischen Faktoren wie Gerinnungsproteinen
und Teilen des Komplementsystems andererseits unterstrichen (Stark and Massberg,
2021). Beispielhaft hierfur kann das multivalente Zusammenspiel von Blutplattchen,
den sogenannten Thrombozyten, und Neutrophilen Granulozyten, der grofRten
Zellpopulation von Immunzellen im Blut, herangezogen werden (Kaiser et al., 2021a).
Wahrend Thrombozyten klassischerweise als anukleare Zellfragmente angesehen
werden, die im Rahmen von Hamostase und Thrombosen als multizellulares
Synzytium die Gerinnselbildung fordern, betrachtet die traditionelle Immunologie
Neutrophile als stereotyp agierende ,Fuldsoldaten” des Immunsystems, die wesentlich
zur Bekadmpfung eindringender Pathogene beitragen. Diese simplifizierte Sicht auf
beide Zelltypen wurde durch bahnbrechende Forschungsergebnisse uberholt, die
nachweisen konnten, dass Thrombozyten in der Abwehr eindringender
Mikroorganismen wichtige Funktionen Ubernehmen, indem sie beispielsweise die
Rekrutierung von innaten Immunzellen wie Neutrophilen und Monozyten modulieren,
oder sogar durch Interaktion mit zirkulierenden Lymphozyten und dendritischen Zellen
die adaptive Immunantwort beeinflussen (Boilard et al., 2010; Duerschmied et al.,
2013; Engelmann and Massberg, 2013; Gaertner et al., 2017; Massberg et al., 2010;
Sreeramkumar et al., 2014; Verschoor et al., 2011; von Bruhl et al., 2012). Die
gegenseitige Bindung von Neutrophilen und Thrombozyten wiederum fuhrt zu deren
reziproker Aktivierung, die fur die Ausubung der Immunabwehr essenziell ist: So fuhrt
die Bindung aktivierter Thrombozyten an Neutrophile zur Bildung sogenannter
Neutrophil Extracellular Traps (NETs), einem netzahnlichen Konstrukt, das aus DNA,
Histonen, proteolytischen Enzymen und Gerinnungsfaktoren besteht (Brinkmann et
al., 2004; Fuchs et al., 2010). Die NET-Formation wiederum fordert die lokal begrenzte
Ausbildung von Gerinnseln, die beispielsweise die Ausbreitung von Bakterien
einschranken soll, und wird somit als primar protektiver Abwehrmechanismus
betrachtet (Castanheira and Kubes, 2019; Clark et al., 2007; McDonald et al., 2012;
Yipp et al., 2012). Dieser Mechanismus, der durch das Zusammenspiel aus Plattchen,
Leukozyten und Plasmaproteinen gekennzeichnet ist, wird als Immunothrombose
bezeichnet (Engelmann and Massberg, 2013; Fuchs et al., 2010; Stark and Massberg,
2021).

Die simultane Aktivierung von Thrombozyten und Neutrophilen findet aber nicht nur im
Rahmen von Infektionen statt, sondern auch wahrend steriler inflammatorischer

Habilitationsschrift von Dr. med. Rainer Kaiser



Das Zusammenspiel von Thrombozyten und Neutrophilen in der vaskularen Inflammation -4 -

Prozesse wie der Atherosklerose oder der akuten Ruptur atherosklerotischer Plaques.
Beispielsweise fuhrt die Freisetzung thrombogenen Materials aus diesen Plaques
nicht nur zur Aktivierung von Plattchen und Gerinnungsproteinen, sondern auch zur
Rekrutierung von Neutrophilen durch chemotaktisch wirksame Molekule wie HMGB-1
oder Cathelicidine (Pircher et al., 2018; Pircher et al, 2019). Die hierdurch
freigesetzten NETs fordern wiederum die Plaque-assoziierte Thrombusformation und
konnen dadurch zu Gefallverschlussen beitragen (Fahed and Jang, 2021; Massberg
et al., 2010; Pfeiler et al., 2017). Entsprechend wurden sowohl in Koronarthromben als
auch in Thrombektomie-Praparaten von Schlaganfall-Patienten nicht nur Plattchen
und Gerinnungsproteine, sondern insbesondere auch substanzielle Mengen aktivierter
Neutrophiler und prothrombotischer NETs gefunden (Nicolai et al., 2020a; Novotny et
al., 2020; Riegger et al., 2016). Interessanterweise konnen im Blut aktivierte,
plaqueinfiltrierende Neutrophile aulerdem die Plaqueruptur selbst fordern, indem sie
uber die Freisetzung NET-assoziierter Histone glatte Muskelzellen abtoten und so zur
Destabilisierung der Plaque beitragen (Silvestre-Roig et al., 2019). Diese Erkenntnisse
unterstreichen das komplexe Zusammenspiel von Plattchen und Neutrophilen sowonhl
im Rahmen der Infektabwehr als auch der Gerinnselbildung.

Die protektive Funktion der Immunothrombose kann durch eine Dysregulation und
Entkopplung von Kontrollmechanismen in einen Zustand der generalisierten
Aktivierung Uberfuhren, der durch die systemische Ausbildung von (Immuno)thromben
gekennzeichnet ist und als Thromboinflammation bezeichnet wird (Jackson et al.,
2019; Kaiser et al., 2021a; Stark and Massberg, 2021; Stoll and Nieswandt, 2019).
Thromboinflammatorische Prozesse werden im Rahmen schwerer, teils
lebensbedrohlicher Erkrankungen wie dem akuten respiratorischen Distress-Syndrom
(ARDS), der infektionsassoziierten Sepsis, der durch das Sarbecovirus SARS-CoV-2
ausgelosten COVID-19-Pneumonie oder auch bei sterilen Schockzustanden nach
Trauma und Kreislaufversagen beobachtet (Gando et al., 2016; Giamarellos-
Bourboulis et al., 2020; Jackson et al., 2019; Kaiser et al., 2021b; Kwok et al., 2023;
Margraf et al., 2022; Matthay et al., 2019; Nicolai et al., 2020a; Schulte-Schrepping et
al.,, 2020; Vulliamy et al., 2019). Auch wenn neuere Forschungsergebnisse die
prominente Rolle von Thrombozyten, Neutrophilen und Gerinnungsproteinen in
Initierung und Fortschreiten der Thromboinflammation unterstreichen, ist das
pathophysiologische Verstandnis dieses Zusammenspiels nur unzureichend
verstanden. Konsequenterweise gibt es bisher kein einziges zugelassenes
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Medikament, das die gezielte und erfolgreiche therapeutische Modulation

thromboinflammatorischer Prozesse zulasst.

Ziel der im Rahmen dieser Habilitationsschrift zusammengefassten Publikationen ist,
durch Einblicke in die molekularen und zellularen Mechanismen, auf die Thrombozyten
und Neutrophile im Rahmen von Infektion und Inflammation zurlckgreifen, ein
tiefergehendes Verstandnis beider Zelltypen und ihrer Rolle in akuten entzindlichen
Erkrankungen zu ermoglichen, die mit thromboinflammatorischen Phanotypen
einhergehen konnen. HierfUr werden innovative experimentelle Methoden wie die
Intravitalmikroskopie, fortgeschrittene Mausmodelle (kardio)vaskularer Erkrankungen
sowie modernste Multi-Omics-Methoden verwendet, um Plattchen- und Neutrophilen-

spezifische Mechanismen in Inflammation und Infektion verstehen zu kdnnen.
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2) Wissenschaftliche Arbeiten

Molekulare Mechanismen der Plattchenmigration als inflammatorische Effektor-

funktion

Zu den spezialisierten Funktionen, die Thrombozyten im Rahmen von Inflammation
und Infektion austben konnen, gehort die Fahigkeit zur autonomen Migration. Diese
aullergewohnliche thrombozytare Funktion wurde erstmals von unserer Arbeitsgruppe
beschrieben (Gaertner et al., 2017; Gaertner and Massberg, 2019). Wir konnten
zeigen, dass die Migration von Komponenten des Zytoskeletts, insbesondere
schweren Myosinketten (Myh9), abhangig ist. In einer weiteren Publikation wiesen wir
nach, dass das Aktin-assoziierte Protein Arp2/3 ebenfalls kritisch fur die Fahigkeit zur
Migration ist, indem es die Aktinpolymerisation und Lamellipodienformation an der
sogenannten leading edge des migrierenden Plattchens steuert (Gaertner et al., 2017,
Nicolai et al., 2020b). Eine pharmakologische oder genetische Hemmung eines der
beiden Molekule fuhrte sowohl in vitro als auch in vivo zu einer signifikanten Reduktion
der migratorischen Aktivitat. Im Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass
migrierende Plattchen durch direkte Bindung und Bundelung kritisch zur Eindammung
von Bakterien sowie deren nachfolgende Prasentation an professionelle Phagozyten
beitragen. Zudem war die Arp2/3-abhangige Fahigkeit der aktiven Detektion von
Dichtegradienten von entlang der Gefallwand abgelagerten Fibrin(ogen)molekilen
(sogen. Haptotaxis) essenziell, um durch Transmigration von Leukozyten entstandene
Lacken im GefalRendothel zu identifizieren und zu verschlie®en. Eine Hemmung der
Migration flhrte konsequenterweise zu einer Zunahme entzindungsassoziierter
Blutungen sowie einem verstarkten Wachstum von pathogenen Bakterien wie S.
aureus in Blut und Endorganen (Nicolai et al., 2020b). Auch wenn durch diese beiden
Studien hervorgehoben werden konnte, dass Myh9 und Arp2/3 als Teile des
Aktomyosin-Skeletts essenziell zur Migration von Thrombozyten beitragen, ist bislang
unklar, welche Oberflachenrezeptoren und nachgeschaltete Signalkaskaden auf

zellularer und molekularer Ebene die Fahigkeit zur Migration vermitteln.

Um diese Rezeptoren und Signalkaskaden umfassend zu untersuchen, fuhrte ich
einen morphodynamischen Screening-Versuch in vitro durch. Hierbei wurden
Plattchen mit Inhibitoren inkubiert, die klassische Mediatoren des Plattchen-Signalings

hemmen, und auf mit Albumin und Fibrinogen beschichtete Glasplatten gegeben, um
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Abb. 1: (A) Schematische Darstellung des morphodynamischen Screening-Versuchs zur Identifikation von
Migration-assoziierten Signalkaskaden. (B) Quantifizierung von Migration und Retraktion isolierter Plattchen nach
Inkubation mit Placebo oder den angezeigten Inhibitoren. (C, D) Quantifizierung von Migration (C) und Spreading
(D) humaner Plattchen nach Inkubation mit Placebo oder den beschriebenen SFK-Inhibitoren KB SRC 4, PP1,
SL6656, TL 0269 oder BI-1002494 (Konzentrationen s. dort). (E) Reprasentative Konfokalaufnahme der
Immunfluoreszenzfarbung eines migrierenden Plattchens, gefarbt fir CD41, 14-3-3¢ und c-Src, sowie
Detailaufnahme der Ko-Lokalisation (darunter). Balken 5 um (in Detailaufnahme 1 pm). (F) Histogram der
Expression der angezeigten Marker in Abhangigkeit ihrer Lokalisation entlang des thrombozytaren Lamellipodiums.
(G) Reprasentative Konfokalaufnahme migrierender Plattchen nach Inkubation mit Vehikel (links) oder dem 14-3-
3C-Inhibitor THO. Rechts: Quantifizierung von Migration und der cleared area als Proxy fur die Migrationsweite. (H)
Reprasentative Aufnahmen der Live-Mikroskopie muriner Plattchen, die von LifeAct-eGFP-Mausen isoliert wurden
und deren Aktinfasern gruin leuchten. Der Zeitverlauf zeigte den Stopp der rhythmischen Aktinwellen entlang des
Lamellipodiums (pinke Pfeile) nach Hinzugabe des Ga13-Inhibitors mP6 (nach 12 sek), die fehlende Fortfiihrung
der Migration sowie die Ausbildung typischer Filopodien (pinke Sternchen). Rechts: Quantifizierung der Aktinwellen
entlang des Lamellipodiums in unbehandelten im Vergleich zu mit mP6-inkubierten Thrombozyten. One-way
ANOVA fiir B, C, D, Student’s t-Test (ungepaart, zweiseitig) fir G, H.

ihr Migrations- und Retraktionsverhalten zu untersuchen (Abb. 1A, B). Ich suchte

hierbei spezifisch nach Inhibitoren, die analog zur Hemmung von Arp2/3 1)
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ausschlieBlich die Fahigkeit zur Migration, 2) nicht aber die Fahigkeit zu Spreading
und Retraktion hemmten und die 3) zu morphologischen Veranderungen fuhrten, die
der pharmakologischen oder genetischen Hemmung von Arp2/3 ahnelten.
Insbesondere sollte dies zu einer verminderten Zirkularitat mit vermehrter Ausbildung
von Filopodien fuhren. Hierdurch identifizierte ich eine essenzielle Rolle der Sarcoma
Family Kinasen (SFKs) (Senis et al., 2014; Senis et al., 2021) fur die
Plattchenmigration und wies nach, dass ein nachgeschaltetes intrazellulares Calcium-
Signaling ebenfalls zur Migrationsfahigkeit beitragt (Abb. 1B-D). Da Thrombozyten
eine groRe Zahl von SFKs exprimieren, die verschiedene Aufgaben erflllen konnen
(Senis et al., 2014), wurden verschiedene SFK-spezifische Inhibitoren hinsichtlich ihrer
Fahigkeit zur Hemmung der Migration unter Aufrechterhaltung des Spreadings
untersucht. Hierbei zeigte sich eine fast vollstandige Aufhebung der Fahigkeit zur
Migration, wenn Plattchen mit Inhibitoren der SFK c-Src inkubiert wurden, wahrend die
Hemmung anderer SFKs, beispielsweise Lyn oder Fyn, keinen solchen Einfluss hatte
(Abb. 1C).

c-Srcist in der Plattchenbiologie insbesondere flr seine Rolle im Rahmen des outside-
in signaling bekannt (Durrant et al., 2017; Li et al., 2010; Senis et al., 2021; Shen et
al., 2020). Frihere Studien belegen, dass ein heterotrimerer Komplex, den c-Src mit
dem GPIIBIlIIA-gekoppelten G-Protein Ga13 sowie der Kinase 14-3-3C bildet, fur
verschiedene Plattchenfunktionen essenziell ist (Chen et al., 2018; Shen et al., 2020).
Wir konnten nachweisen, dass dieser Komplex auch an der leading edge migrierender
Plattchen ausgebildet wird, wie durch die Kolokalisation der drei Proteine gezeigt (Abb.
1E, F). Eine pharmakologische Hemmung jedes einzelnen Bestandteils, also c-Src,
14-3-3C oder Ga13, fuhrte zu einer signifikant reduzierten Migrationsstrecke (Abb. 1G,
H). Diese Daten identifizieren erstmals molekulare Signalkaskaden in humanen und

murinen Plattchen, die zu Initiation und Aufrechterhaltung der Migration beitragen.

Neben seiner nun neu beschriebenen Rolle in der Plattchenmigration ist c-Src auch
eine therapeutische Zielstruktur in der Therapie hamatologischer Neoplasien: So
werden Multi-Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) wie der BCR/ABL-c-Src Inhibitor
Dasatinib in der Erstlinientherapie der chronisch-myeloischen Leukamie (CML) sowie
der Philadelphia-Chromosom-positiven (Ph*) akuten lymphoblastischen Leukamie
(ALL) eingesetzt (Deininger et al., 2020; Hochhaus et al., 2020; Talpaz et al., 2006).
Interessanterweise zeigt Dasatinib ein ausgepragtes Nebenwirkungsprofil, das neben

einer regelmafig auftretenden Thrombozytopenie durch eine Blutungsneigung auch
Habilitationsschrift von Dr. med. Rainer Kaiser
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bei normalen Thrombozytenzahlen gekennzeichnet ist (Gratacap et al., 2009;
Mazharian et al., 2011; Ottmann et al., 2007; Phan et al., 2018; Quintas-Cardama et
al., 2009a; Quintas-Cardama et al., 2009b; Quintas-Cardama et al., 2009c; Talpaz et
al., 2006). Diese Blutungsneigung betrifft vor allem Schleimhaute, beispielsweise die
des Gastrointestinaltrakts. Sie wird auf zellularer Ebene haufig durch eine
entziundungsbedingte Auswanderung von Leukozyten, insbesondere Neutrophilen,
bedingt, deren Transmigration durch die GefalBwand endotheliale Leckagen
hinterlassen kann (Ho-Tin-Noe et al., 2018; Ho-Tin-Noe et al., 2009; Kaiser et al.,
2023b). Letztere werden normalerweise durch adharente und migrierende Plattchen,
die diese Leckagen unter inflammatorischen Bedingungen aktiv suchen, verschlossen.
Eine genetische Ablation von Arp2/3, die die Migration von Plattchen verhindert, fuhrt
konsequenterweise zu einer deutlich gesteigerten inflammatorischen Blutungsneigung
(Nicolai et al., 2020b). Wir konnten nachweisen, dass Dasatinib durch Reduktion der
Phosphorylierung von c¢c-Src am Tyrosinrest T418 zu einer Blockade der c-Src-
vermittelten Effektorfunktionen fuhrt (Abb. 2A-D). In vitro fuhrte die Applikation von
Dasatinib bereits in nanomolaren Dosen so zu einer effektiven Hemmung der
Plattchenmigration, wahrend andere basale Plattchenfunktionen im nanomolaren
Bereich nicht beeintrachtigt waren. Analog hierzu zeigte sich in mit nur geringen
Dasatinib-Dosen behandelten Mausen einerseits eine signifikant reduzierte
Migrationsaktivitat von Plattchen entlang des entzindeten Endothels bei
Aufrechterhaltung anderer zellularer Plattchenfunktionen, und andererseits in einem
Modell der inflammatorischen Blutung eine unter Dasatinib-Gabe deutlich verstarkte
Blutungsneigung (Abb. 2E, F). Um die translationale Relevanz der so erhobenen
Daten noch weiter zu unterstreichen, rekrutierte ich CML-Patienten unter TKI-
Therapie. Hier zeigte sich eine deutlich reduzierte Migrationsaktivitat von Plattchen,
die von mit Dasatinib-behandelten Patienten isoliert wurden, im Vergleich zu gesunden
Kontrollen und Patienten unter Therapie mit anderen TKI-Praparaten, die keine
Hemmung von c-Src vermitteln (Abb. 2G-I).
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Abb. 2: (A) Dosis-Wirkungskurve fir die Wirkung zunehmender Dosen von Dasatinib auf die angezeigten
thrombozytaren Funktionen. (B) Reprasentative Konfokalaufnahme migrierender Plattchen nach Inkubation mit
Vehikel (links) oder Dasatinib. Rechts: Quantifizierung von Migration und der cleared area als Proxy fir die
Migrationsweite. (C) Konfokalaufnahme migrierender Plattchen, die fur c-Src und phospho-c-Src (T418) gefarbt
wurden. Weile Pfeile zeigen phospho-c-Src-positive spots in Kontrollplattchen an, die unter Dasatinib-Behandlung
verschwinden. (D) Western blot von Plattchenlysaten, die auf c-Src oder phospho-c-Src (T418) gefarbt wurden.
Darunter: Quantifizierung der c-Src- und phospho-c-Src-Expression, normalisiert auf totale c-Src-Werte. (E)
Schematische Darstellung des acute lung injury-Modells, also der inflammatorischen Blutung. (F) Reprasentative
Darstellung der alveolaren Blutung anhand von Bronchiallavagen. Rechts: Quantifizierung der alveolaren
Hamorrhagie durch Zahlung roter Blutkdrperchen, sowie Quantifizierung der Anzahl infiltrierter Neutrophiler. (G)
Schematische Darstellung der klinischen Pilotstudie zur Untersuchung der systemischen Wirkung von
Tyrosinkinase-Inhibitoren auf Plattchenfunktion. (H) Reprasentative Konfokalaufnahme migrierender Plattchen, die
von gesunden Kontrollen oder Patientinnen und Patienten unter TKI-Therapie isoliert wurden (Mitte: Imatinib,
rechts: Dasatinib). (I) Quantifizierung von Migration und der cleared area als Proxy fur die Migrationsweite fur die
gezeigten Gruppen. One-way ANOVA fur D, |, Student’s t-Test (ungepaart, zweiseitig) fur B, F.
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Zusammenfassend heben diese Daten erstmals die molekularen Mechanismen
hervor, die der Plattchenmigration auf zellularer Ebene zugrunde liegen. Mithilfe der
klinischen Pilotstudie und den hieraus erhobenen ex vivo Daten unterstreichen wir
aullerdem die translationale Relevanz dieses Mechanismus: Eine reduzierte
Plattchenmigration konnte letztlich zum Blutungsphanotyp von mit Dasatinib
behandelten Patientinnen und Patienten beitragen (Abb. 3).
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Abb. 3: Graphische Zusammenfassung zellularer Mechanismen der Plattchenmigration sowie der Einfluss

pharmakologischer Inhibitoren des Komplexes aus c-Src, 14-3-3¢ und Ga13: Die Hemmung der thrombozytaren
Migrationskapazitat durch Blockade jeder einzelnen Komponente des heterotrimeren Komplexes fihrt zur
Zunahme inflammatorischer Blutungen im Mausmodell sowie in mit Dasatinib therapierten Patientinnen und
Patienten. Aus (Kaiser et al., 2023a).
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Das Zusammenspiel prokoaqgulanter Plattchen und plasmatischer Gerinnungsproteine

in der inflammatorischen Hamostase

Thrombozyten bendtigen verschiedene Effektorfunktionen, um im Rahmen
entzundlicher Erkrankungen Mikroblutungen 2zu verhindern, die durch die
Auswanderung von Leukozyten (maf3geblich Neutrophilen) und eine konsekutive
Einschrankung der vaskularen Integritat bedingt sind (Hillgruber et al., 2015). Diese
Effektorfunktionen sowie die ihnen zugrundeliegenden Signalkaskaden uberschneiden
sich zwar teilweise mit klassischen Verhaltensweisen, die wir aus der Gerinnselbildung
im Rahmen von klassischer Hamostase und Thrombosen kennen, liegen andererseits
aber auch inflammationsspezifischen phanotypischen Veranderungen zirkulierender
Plattchen zugrunde (van der Meijden and Heemskerk, 2019). Hervorzuheben hierbei
ist insbesondere, dass Thrombozyten im Rahmen der Inflammation als Einzelzellen
fungieren konnen, ohne als funktionelles Synzytium an der Gerinnselbildung beteiligt
zu sein. Beispiele hierfur sind die Interaktion mit Leukozyten der innaten und adaptiven
Immunantwort und die Degranulation zirkulierender Plattchen mit Freisetzung
vasoaktiver und proinflammatorischer Substanzen wie ADP, Serotonin oder HMGB1
(Deppermann, 2018; Deppermann et al., 2013; Deppermann et al., 2017; Duerschmied
et al., 2013; Ho-Tin-Noe et al., 2008; Mauler et al., 2019; Zhou et al., 2018b).
Interessanterweise zeigen bisherige Studien ein hohes Mal} an kontextabhangiger
Variabilitat hinsichtlich der Signifikanz bestimmter Signalkaskaden und Rezeptoren,
deren Einfluss auf das Entzindungsgeschehen einerseits vom inflammatorischen
Stimulus, andererseits auch vom jeweiligen Organ- und Gefal3bett abhangt (Boulaftali
et al., 2018; Claushuis et al., 2018; Ho-Tin-Noe et al., 2018; Kaiser et al., 2023b; Rayes
et al., 2018; Volz et al., 2019). Wahrend beispielsweise die Blockade von GPVI in
Modellen der inflammatorischen Hautblutung sowie bei Tumor-assoziierten Blutungen
zu einer deutlichen Zunahme der entzundungsinduzierten Hamorrhagie fuhrt, zeigt
sich in LPS-induzierten Modellen der akuten Lungenverletzung keine vermehrte
Blutungsneigung (Burkard et al., 2023; Kaiser et al., 2022; \Volz et al., 2019). Wie wir
in vorherigen Studien nachweisen konnten, ist insbesondere die Fahigkeit zur
Migration essenzielL, um in verschiedenen Blutungsmodellen eine effektive
inflammatorische Hamostase zu garantieren (Nicolai et al., 2020b). Unklar ist jedoch,
wie genau Thrombozyten einen lokalen Austritt von Blutbestandteilen verhindern,
sobald sie Endothelleckagen erreicht haben. Bisherige Arbeiten hierzu unterstreichen
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einerseits ein physikalisches Abdecken der Leckage-Punkte durch einzelne
Thrombozyten, andererseits die Aktivierung endothelialer Signalkaskaden,
beispielsweise des Tie2-Signalwegs, mit nachfolgender Restrukturierung des
endothelialen Zytoskeletts (Braun et al., 2020; Braun et al., 2019). Ob analog zur
traumatischen Hamostase auch die plasmatische Gerinnung zur Verhinderung
inflammatorischer Blutungen beitragt, ist bislang jedoch unklar.

Um den Einfluss plasmatischer Gerinnungsproteine zu untersuchen, verwendete ich
das bereits erwahnte Modell der LPS-induzierten inflammatorischen Blutung der
Lunge. Hier zeigte sich nach systemischer Gabe von klinisch verwendeten
Antikoagulanzien wie dem Thrombin-Inhibitor Argatroban sowie den Faktor X-
Hemmern Rivaroxaban und Enoxaparin eine signifikante Zunahme der alveolaren
Hamorrhagie (Abb. 4A, B). Weiterhin konnte ich nachweisen, dass es nach
antikorpervermittelter Plattchendepletion zu einer signifikanten Abnahme von
pulmonalen Fibrin(ogen)-Ablagerungen kam. In der Zusammenschau dieser Daten
stellte ich die Hypothese auf, dass 1) Gerinnungsproteine mafgeblich an der
inflammatorischen Hamostase beteiligt sind, und dass 2) die Rekrutierung von
Koagulationsfaktoren ein aktiver, plattchenabhangiger Prozess ist. Zur Untersuchung
dieser beiden Punkte etablierte ich ein in vitro-Modell der entzindungsbedingten
Freilegung von subendothelialer, extrazellularer Matrix: Isolierte Plattchen migrieren
auf einer Hybridmatrix aus Albumin und Fibrinogen, die von Kollagen I-Fibrillen
durchzogen ist (Abb. 4C). So lasst sich der in vivo-Zustand imitieren, bei dem Plattchen
an auf dem Endothel abgelagerten Fibrin(ogen)-Gradienten entlangwandern, bis sie
auf durch transmigrierende Neutrophile freigelegte Kollagenfibrillen treffen.
Migrierende Thrombozyten, die in Kontakt mit Kollagenfasern kamen, unterliefen
dramatischen morphologischen und funktionellen Veranderungen: ein rapider
intrazellularer Calciumanstieg (sogen. supramaximal calcium bursts, Abb. 4D, E)
(Abbasian et al., 2020), eine Gestaltanderung hin zu einer ballonartigen Form, sowie
die massive Expression von Phosphatidylserin (PS) an der plasmamembrandsen
Oberflache (Kaiser et al., 2022). Diese drei Charakteristika sind vereinbar mit der
sogenannten prokoagulanten Aktivierung (PA) von Thrombozyten (Agbani and Poole,
2017; Agbani et al., 2015; Hua et al., 2015). Die so entstehenden prokoagulanten
Plattchen (PP) zeigen aufgrund der hohen Expression von PS eine hohe Affinitat fur

Calcium, uber das wiederum Gerinnungsfaktoren gebunden werden konnen. Neben
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Abb. 4: (A) Reprasentative Bronchiallavagen von mit LPS inokulierten und mit Vehikel oder den angezeigten
Antikoagulanzien behandelten Mausen nach acute lung injury. Rechts: Quantifizierung der alveolaren Hamorrhagie
mittels Durchflusszytometrie. (B) Reprasentative Immunfluoreszenz-Bilder, die die alveolare Hamorrhagie der
verschiedenen Konditionen zeigen. Blau: DAPI, griin: Ly6G (Neutrophile), rot: TER119 (Erythrozyten), weil3: Gp1b
(Thrombozyten). Scale bar = 50 ym. (C) Konfokalmikroskopische Aufnahmen des Migration Assays (obere Reihe)
und des Migration Assays auf der Hybridmatrix, die Kollagenfasern beinhaltet (weil gestrichelte Linie). Weilke
Pfeilkdpfe zeigen prokoagualante Plattchen entlang der Kollagenfaser. (D) Reprasentative Aufnahmen aus Live-
Mikroskopie-Versuchen zeigen supramaximale Calcium-Signale (griin) und die nachfolgende PS-Expression (pink)
mehrere migrierender Plattchen nach Kontakt mit der Kollagenfaser (weif3e Linie). (E) Histogramm des Anstiegs
des Calcium- und PS-Signals aus Live-Mikroskopieversuchen des in (D) mit weiller Pfeilspitze markierten
Thrombozyten. (F) Schematische Darstellung der Sepsis-Induktion im Mausmodell mit nachfolgendem Live-
Imaging der Mesenterialvenen. (G) Exemplarische Darstellung eines prokoagulanten Plattchens, das am
entziindeten Endothel adhariert. (H) Quantifizierung prokoagulanter Plattchen in Kontroll- gegeniiber mit LPS
behandelten Tieren. (I) Quantifizierung der Bindung von Fibrin(ogen) in vivo durch PS-negative und-positive
Thrombozyten. One-way ANOVA fir A, |, Student’s t-Test (ungepaart, zweiseitig) fur H.

der Bestatigung dieser Beobachtungen in vitro zeigte sich auch in einem
Entzindungsmodell in vivo die Induktion prokoagulanter Thrombozyten entlang des
entzindeten GefalRendothels (Abb. 4F-H). Diese prokoagulanten Platichen waren

analog zu unseren Beobachtungen in vitro auch im Mausmodell durch eine
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ausgepragte Bindung von Gerinnungsfaktoren wie Fibrin(ogen) und Thrombin
gekennzeichnet (Abb. 41).

Die prokoagulante Aktivierung entsteht durch simultane Stimulation von Thrombozyten
mit besonders starken Aktivatoren wie Thrombin und Kollagen. Auf zellularer Ebene
wird diese durch die beiden Proteine Cyclophilin D (CypD), eine mitochondriale
Peptidyl-Prolyl-Cis-Trans-Isomerase (Denorme et al., 2020; Jobe et al., 2008), und das
Transmembranprotein 16F (TMEM16F), eine membranstandige Scramblase (Suzuki
et al., 2010; van Kruchten et al., 2013), vermittelt. Wahrend CypD fur die Generierung
der supramaximalen Calcium-Bursts essenziell ist, vermittelt TMEM16F die PS-
Expression auf der Oberflache prokoagulanter Plattchen (Fujii et al., 2015).
Entsprechend zeigen CypD- oder TMEM16F-defiziente Mause eine signifikante
Reduktion prokoagulanter Plattchen, die auch mit funktionellen Konsequenzen wie
einer reduzierten arteriellen Thrombusformation einhergeht (Baig et al., 2016; Kaiser
et al., 2022).

Um den Einfluss prokoagulanter Plattchen auf die inflammatorische Hamostase zu
untersuchen, generierte ich zwei transgene Mauslinien mit megakaryozyten- und
plattchenspezifischem Knockout fiir entweder CypD (PFcre-CypD") oder TMEM16F
(PF4cre-TMEM16F™). Isolierte Thrombozyten beider Mauslinien zeigten eine
signifikante Reduktion prokoagulanter Plattchen nach in vitro Stimulation. In vivo zeigte
sich in Cre-positiven, also CypD- oder TMEM16F-defizienten Tieren, eine signifikante
Zunahme der inflammatorischen Blutung, die sowohl mittels Bronchiallavage als auch
durch Immunfluoreszenz-Studien bestatigt werden konnte (Abb. 5A-C).

Weiterhin untersuchte ich die der PA migrierender Plattchen zugrundeliegenden
Mechanismen. Hierfur wurden erneut in vitro Versuche herangezogen: Durch ein
systematisches Screening untersuchte ich so, inwieweit sich die Blockade
verschiedener Oberflachenrezeptoren und Signalkaskaden auf die PA auswirken
konnte. Die Interaktion migrierender Plattchen mit Fibrinogen wird mafigeblich Uber
das Glykoprotein GPIIBIIIA, ein membranstandiges Integrin, vermittelt (van der
Meijden and Heemskerk, 2019). Wir vermuteten, dass eine simultane Aktivierung uber
GPIIBIIIA sowie einen Kollagenrezeptor zur Generierung von PPs notig sein wurde.
Tatsachlich zeigte sich, dass eine pharmakologische Hemmung von GPIIBIIIA
entweder mithilfe des direkten Antagonisten Tirofiban oder des Ga13-Antagonisten
mP6 (Gong et al., 2010; Shen et al., 2013), der das GPIIBIlIIA-vermittelte outside-in
signaling inhibiert, die prokoagulante Aktivierung hemmte, ohne die migratorische Ka-
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Abb. 5: (A) Versuchsschema des acute lung injury-Versuchs mit der Linie PF4cre-TMEM16F"1. (B) Reprasentative
Bronchiallavage. Rechts: Quantifizierung roter Blutkorperchen in der Bronchiallavage von Cre- und Cre+ Tieren.
(C) Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen der Lunge von Cre- und Cre+ Tieren nach Induktion der injury. (D)
Exemplarische Konfokalaufnahme von migrierenden Maus-Plattchen in Kollagenkontakt nach Behandlung mit
Vehikel oder dem GPVI-depletierenden Antikérper JAQ1 und dem GPIIBIlIA-Antagonisten Tirofiban. (E)
Quantifizierung von prokoagulanter Aktivierung sowie migrierenden Plattchen. (F) Reprasentative Bronchiallavage
von einzelnen Tieren aus den jeweiligen Versuchsgruppen. (G) Quantifizierung roter Blutkdrperchen in der
Bronchiallavage der jeweiligen Versuchsgruppen. One-way ANOVA fir E, G, Student's t-Test (ungepaart,

zweiseitig) fir B.

pazitat einzuschranken. Weiterhin zeigte sich, dass nach pharmakologischer
Blockade des Kollagenrezeptors GPVI — entweder mittels Antikorper (Schulte et al.,
2003) oder durch pharmakologische Inhibition der GPVI-assoziierten Kinase Syk — die
prokoagulante Aktivierung ebenfalls reduziert werden konnte. Eine simultane
Hemmung beider Rezeptoren — GPIIBIIIA und GPVI — verstarkte diesen Effekt noch
weiter (Abb. 5D, E).

Um schlieBlich die Relevanz dieses Rezeptorpaars fur die PA in vivo zu untermauern
und eine mogliche Therapiestrategie hinsichtlich der pharmakologischen Modulation
der Plattchen-PA hervorzuheben, fuhrte ich das Modell der alveolaren Blutung unter
pharmakologischer Hemmung von GPVI (mittels des monoklonalen Antikorpers JAQ1)
und von GPIIBIIIA (mittels therapeutischer Dosen von Tirofiban) durch. Hierbei konnte
ich eine signifikante Reduktion prokoagulanter Plattchen in der Zirkulation nach dualer
Hemmung beider Rezeptoren nachweisen, die letztlich zu einer signifikanten Zunahme
der pulmonalen inflammatorischen Blutung fluhrte (Abb. 5F, G).

Zusammenfassend heben wir im Rahmen dieser Studie erstmals die Relevanz der

plasmatischen Gerinnungskaskade und ihrer gezielten, plattchenabhangigen
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Rekrutierung im Rahmen der inflammatorischen Hamostase hervor. Hierzu nutzen
Thrombozyten ihre Fahigkeit zur prokoagulanten Aktivierung aus, die durch eine
simultane Stimulation Uber GPIIBIIIA/Ga13-vermittelte Outside-In-Signale und das
GPVI-vermittelte Immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM)-Signaling
initiiert und die Schlusselmolekule CypD und TMEM16F propagiert wird. Migrierende,
entlang der Gefallwand patrouillierende Thrombozyten detektieren so effektiv und
gezielt endotheliale Leckagen und verhindern durch die lokale Bildung von
Mikrothromben einen Austritt von Blutbestandteilen ins Interstitium. Unsere Daten
unterstreichen so die Komplexitat der der inflammatorischen Blutung zugrunde-
liegenden Pathophysiologie und heben die prokoagulante Aktivierung — analog zur
Plattchenmigration — als neuartige, entzindungsgetriggerte Verhaltensweise von
immunresponsiven Thrombozyten hervor. Damit reiht sich die prokoagulante
Aktivierung ebenso wie die Migration in die komplexen Funktionsweisen singularer
Plattchen ein, die eine gezielte und plastische Antwort auf inflammatorische Stimuli
ermoglicht (Abb. 6).

Inflammatory )
Recruitment of Procoagulant bleeding Platelet depletion
plasmatic coagulation activation (PA) GPIIBIIIA Inhibition of . .
@ / Migration &t platelet mlgratlon Anticoagulation
lla ] —
o e° o
® (] # QISP f ? o . o
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Genetic ablation of CypD or TMEM16F

Abb. 6: Graphische Zusammenfassung protektiver Mechanismen, mit deren Hilfe Thrombozyten in der vaskularen
Entziindung zur inflammatorischen Hamostase beitragen: Nach Rekrutierung an das entziindete Endothel wandern
aktivierte Plattchen entlang der Gefalwand, bis sie durch Neutrophilen-Transmigration freigelegte subendotheliale
Matrixproteine wie Kollagenfasern wahrnehmen. GPIIBIIIA- und GPVI-vermittelt erfolgt dann die prokoagulante
Aktivierung mit nachfolgender Rekrutierung von Gerinnungsproteinen zur effektiven Versiegelung endothelialer
Leckagen. Aus (Kaiser et al., 2022).
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Modulation des Interleukin-8-Signalwegs als neuer Therapieansatz der schweren
COVID-19-Pneumonie

Neutrophile Granulozyten stellen die zahlreichste leukozytare Subpopulation des
peripheren Bluts im Menschen dar und gehoren zu den wichtigsten Bestandteilen der
korpereigenen Sofortreaktion auf eindringende Pathogene (Burn et al., 2021; Margraf
et al., 2022; Quail et al., 2022). Ausgestattet mit einem Arsenal aus antimikrobiellen
Granula, der Fahigkeit zur raschen Sekretion proinflammatorischer Zytokine sowie
mithilfe verschiedener Effektorfunktionen wie der Phagozytose, einer stark
ausgepragten Chemotaxis sowie der Fahigkeit, eindringende Pathogene durch NETs
an der Ausbreitung zu hindern, gehoren Neutrophile zu den potentesten Waffen des
Korpers im Kampf gegen die Ausbreitung von Mikroorganismen (Bardoel et al., 2014;
Brinkmann et al., 2004; Clark et al., 2007; Kolaczkowska and Kubes, 2013; Ley et al.,
2018; Massberg et al., 2010). Entsprechend konnen erworbene oder angeborene
Storungen von Neutrophilenfunktionen sowie transiente oder dauerhafte Neutropenien
zu schweren Immundefekten fuhren, die durch die Ausbreitung opportunistischer
Keime und ein hohes Mal} an Morbiditat und Mortalitat gekennzeichnet sind (Burn et
al., 2021; Evans et al., 2021; Silvestre-Roig et al., 2020; Skokowa et al., 2017).

Die traditionelle Immunologie betrachtet Neutrophile noch immer als kurzlebige
,<Fullsoldaten® der innaten Immunitat, die stereotyp auf interne und externe Reize
reagieren und lediglich im Rahmen bakterieller Infektionen eine relevante Rolle
spielen. Verschiedene Studien insbesondere des letzten Jahrzehnts konnten jedoch
hervorheben, dass Neutrophile auch im Rahmen nichtinfektioser Erkrankungen
essenzielle Funktionen innehaben: Hierzu gehdren beispielsweise die Forderung von
Wundheilung nach traumatischen Verletzungen sowie die Regeneration von Organen,
die beispielsweise im Rahmen von Gefaldverschliussen und der konsekutiven
Ischamie-Reperfusionsdynamik unter Gewebeschadigung leiden (Jenne et al., 2013;
Ley et al., 2018; Mauler et al., 2019; Phillipson and Kubes, 2019; Silvestre-Roig et al.,
2020). So phagozytieren durch damage-associated molecular patterns (DAMPSs)
angelockte Neutrophile Uberreste von apoptotischen und nekrotischen Zellen und
formen durch ihre effiziente interstitielle Migration physische Kanale, die
einsprossenden Gefallen als Vorlage dienen und durch die so vereinfachte
Angiogenese die Regeneration beeinflussen (Maugeri et al., 2009; Silvis et al., 2020;
Wang et al., 2017). Daruber hinaus konnte kurzlich im Rahmen beeindruckender
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Studien gezeigt werden, dass Neutrophile selbst extrazellulare Matrixproteine
produzieren kénnen und durch Aufnahme und den Transport bereits an anderer Stelle
synthetisierter Matrixproteine wie Kollagenen zur Wundheilung beitragen (Correa-
Gallegos et al., 2019; Fischer et al., 2022).

Allerdings kann eine Uberaktivierung von Neutrophilen auch dazu fiihren, dass die
eigentlich protektive Immunantwort in einen Status der Immundysregulation
umschlagt, der durch unkontrolliete  Degranulation mit  Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine und zytotoxischer Substanzen sowie der oben bereits
erwahnten NETs fuhrt (Gaertner et al., 2017; Kaiser et al., 2021b; Nicolai et al., 2021,
Yipp et al., 2012). Diese NETs, ein Netzwerk aus doppelstrangiger, mit proteolytischen
Enzymen gespickter DNA, sollen eigentlich die Ausbreitung von Mikroorganismen im
Rahmen der sogenannten Immunothrombose verhindern (Branzk et al., 2014;
Brinkmann et al., 2004; Clark et al., 2007; Jenne et al., 2013; Martinod et al., 2013;
Massberg et al., 2010; Su et al., 2022; Yipp et al., 2012). Bei diffuser Aktivierung
fordern sie aber die lokale und systemische Inflammation durch direkte zytotoxische
Effekte auf Bystander-Zellen und eine generalisierte Aktivierung der
Gerinnungskaskade, die ihrerseits zur Ausbildung von Mikrothromben und einer
Gewebeischamie mit Verstarkung der Entzindungsreaktion fuhren kann (Castanheira
and Kubes, 2019; Leppkes et al., 2016; Noubouossie et al., 2017). Dieser als
Thromboinflammation bezeichnete Zustand wird im Rahmen verschiedener akut-
entzundlicher sowie kardiovaskularer Erkrankungen beobachtet, etwa bei
ischamischen Schlaganfallen, der vendsen Thrombose, akuten Myokardinfarkten und
der COVID-19-Erkrankung (Engelmann and Massberg, 2013; Jackson et al., 2019;
Kaiser et al., 2021b; Massberg et al., 2010; Nicolai et al., 2020a; Riegger et al., 2016;
Stark et al., 2016; von Bruhl et al., 2012). So konnten wir und andere Gruppen
nachweisen, dass NETs in Thromben von Patientinnen und Patienten mit
Schlaganfallen, frischen Myokardinfarkten sowie Stentthrombosen auftreten und hier
durch Bindung von Tissue Faktor die Gerinnselbildung fordern, und dass dieses
Auftreten mit der zuklnftigen Inzidenz adverser kardiovaskularer Events korreliert
(Gorog and Massberg, 2022; Novotny et al., 2020; Riegger et al., 2016; Stakos et al.,
2015).
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Abb. 7: (A) Heatmap der Expression mit dem IL-8-Signalweg assoziierter Proteine, die durch Massenspektrometrie
von isolierten Neutrophilen generiert wurden. (B) Quantifizierung des IL-8-Scores (Proxy flr die Expression von mit
dem IL-8-Signalweg assoziierten Proteinen) Uber die verschiedenen Patientengruppen hinweg (Ctrl = gesunde
Kontrollen, Int = intermediate severity, Sev = high severity, Pneu = non-SARS-CoV-2-induced pneumonia. (C)
Korrelation des IL-8-Scores mit dem Horowitz-Koeffizienten, einem Oxygenierungsindex. (D) Quantifizierung von
Degranulation und NET-Formation gesunder Neutrophiler nach Hinzugabe von rekombinantem IL-8. Rechts:
Exemplarische Bilder degranulierender und NETierender Neutrophiler. (E) Quantifizierung der IL-8-Expression auf
Transkriptebene von Neutrophilen, die aus der Bronchiallavage von Patientinnen und Patienten mit COVID-19 oder
nicht-COVID-19-Pneumonien isoliert wurden. (F) UMAP (links) und Feature plots (rechts), die die hohe Expression
von IL-8 durch Neutrophile, insbesondere bei schweren Fallen der COVID-19-Pneumonie, zeigen. One-way ANOVA

fur B, E, Student’s t-Test (ungepaart, zweiseitig) fur D.

Die COVID-19-Pandemie stellt das globale Gesundheitssystem und die Weltwirtschaft
seit Frahjahr 2020 vor grof3e Herausforderungen. In der fruhen Phase der Pandemie
war dies durch die rasche Ausbreitung, aber auch die hohe Mortalitadtsrate gerade
unter kardiovaskular vorerkrankten Patientinnen und Patienten bedingt (Guan et al.,
2020; Vabret et al., 2020). Wir und andere Arbeitsgruppen konnten bereits frih zeigen,
dass eine der zugrundeliegenden Ursachen eine Hyperaktivierung von Endothel und
Gerinnungskaskade, besonders aber auch von Thrombozyten und innaten
Immunzellen ist. Diese Hyperaktivierung insbesondere von Neutrophilen, verstarkt
durch die reziproke Bindung und Stimulation von Plattchen, fihrte vor allem bei den
Wildtyp-, Alpha- und Delta-Varianten des SARS-CoV-2-Virus zu einer systemischen
Ausbildung von Immunothromben. Diese wiederum waren durch eine hohe Zahl

infiltrierender Neutrophiler sowie der Ausbildung von Neutrophil Extracellular Traps
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(NETs) gekennzeichnet (Kaiser et al., 2021a; Kaiser et al., 2021b; Middleton et al.,
2020; Nicolai et al., 2021; Nicolai et al., 2020a; Schulte-Schrepping et al., 2020; Zuo
et al., 2020).

In einer im Frahjahr 2021 publizierten Studie konnten wir eine der Signalkaskaden
identifizieren, die Neutrophilenaktivierung und NET-Formation vorantreiben. Mithilfe
massenspektrometrischer Proteom-Untersuchungen von Neutrophilen wiesen wir
nach, dass isolierte Neutrophile von COVID-19-Patienten mit schweren Verlaufen
vermehrt Proteine exprimieren, die infolge hoher systemischer Interleukin-8 (IL-8)-
Level aktiviert werden und an der Synthese von IL-8 beteiligt sind (Abb. 7A-C).
Tatsachlich fand sich in unserer Kohorte insbesondere bei Patientinnen und Patienten
mit schweren COVID-19-Verlaufen ein signifikanter Anstieg der systemischen |L-8-
Werte, die als mdgliche Ursache der Neutrophilen-Hyperaktivierung infrage kamen.
Hohe IL-8-Werte korrelierten signifikant mit der Krankheitsschwere und einem
systemischen Status der Hyperkoaguabilitat, wie anhand niedriger Horowitz-
Koeffizienten sowie hohen D-Dimer-Werten bei diesem Patientenkollektiv gezeigt
werden konnte (Abb. 7B, C). Passend hierzu fuhrte eine Stimulation von gesunden
Neutrophilen mit rekombinantem IL-8 oder mit Plasma von COVID-19-Patienten, die
durch hohe systemische |L-8-Werte charakterisiert waren, zu einer Exazerbation der
NETose und Degranulation von Neutrophilen sowie der vermehrten Expression von
Aktivierungsmarkern (Abb. 7D). Weiterhin identifizierten wir Neutrophile selbst als eine
der Hauptquellen systemisch erhohter IL-8-Level: Einerseits zeigten Einzelzell-
Sequenzierungsdaten aus Bronchiallavagen von COVID-19-Patientinnen und -
Patienten (Wauters et al., 2021) bei schweren Verlaufen eine signifikant vermehrte
Expression des fur IL-8 kodierenden Transkripts (Abb. 7E, F). Andererseits fuhrte die
Inkubation gesunder Neutrophiler mit rekombinantem IL-8 zu einer signifikant erhohten
IL-8-Produktion durch eben diese Neutrophile im Vergleich zu Zellen, die mit anderen
pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-6 oder IL-1beta inkubiert worden waren (Abb.
8A).

Die vermehrte Expression gerade bei schweren Verlaufen sowie die Assoziation von
IL-8-Spiegeln und einerseits Krankheitsschwere sowie der ihr zugrundeliegenden
Hyperkoaguabilitat legten eine Untersuchung moglicher therapeutischer Implikationen
des IL-8-Signalwegs nahe. Hierfur nutzten wir von COVID-19-Patienten gewonnenes
Plasma im Vergleich zu Plasma von gesunden Spendern. Eine therapeutische
Blockade von im Plasma enthaltenen IL-8, entweder durch eine Antikorper-vermittelte
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Abb. 8: (A) Schematischer Ablauf der in vitro Stimulation humaner Neutrophiler mit den hier beschriebenen
Zytokinen und anschlieRender Messung von IL-8 im Uberstand. Rechts: Quantifizierung des IL-8-Release. (B)
Quantifizierung von NETose (links) und Neutrophilen-Degranulation von gesunden Neutrophilen, die mit Vehikel,
anti-IL-8-Antikorper oder Reparixin prainkubiert und anschlielend gegeniiber COVID-19-Plasma exponiert wurden.
(C) Quantifizierung Fibrinogen-positiver Neutrophiler in der Lunge von hACE2-transgenen Mausen in einem Modell
der Spike-Protein-induzierten Lungenentziindung. Rechts: Reprasentative Immunfluoreszenz-Bilder pulmonaler
Neutrophiler. Rot: Fibrinogen, griin: Ly6G, blau: DAPI. (D) Quantifizierung pulmonaler Mikrothromben im selben
Modell der Spike-Protein-induzierten Lungenentziindung. Rechts: Reprasentative Immunfluoreszenz-Aufnahmen,
die pulmonale Mikrothromben zeigen. Rot: Fibrin(ogen), weifl: Gp1b, blau: DAPI. One-way ANOVA fir A, B,
Student’s t-Test (ungepaart, zweiseitig) fir C, D.

Neutralisation von IL-8 oder einer Blockade der |IL-8-Rezeptoren CXCR1 und CXCR2
durch den small molecule inhibitor Reparixin konnte diese Aktivierung von
Neutrophilen effektiv reduzieren (Abb. 8B). In einem Mausmodell der SARS-CoV-2-
induzierten Lungenentzindung konnten wir nachweisen, dass eine Behandlung mit
Reparixin zu einer Reduktion pulmonaler Mikrothromben fuhrt und die systemische
Neutrophilenaktivierung signifikant reduziert (Abb. 8C, D;) (Kaiser et al., 2021b). Diese
und weitere Ergebnisse fuhrten dazu, dass Reparixin im Rahmen von Phase |I-Studien
bei Patienten mit schweren COVID-19-Verlaufen getestet wurde und hier ebenfalls
vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich der Notwendigkeit invasiver Beatmung und
der Verlegung auf Intensivstationen erbrachte (Landoni et al., 2022a; Landoni et al.,
2022b).

Habilitationsschrift von Dr. med. Rainer Kaiser



Das Zusammenspiel von Thrombozyten und Neutrophilen in der vaskularen Inflammation -23-

Unsere Daten beschreiben zusammenfassend eine wichtige Rolle der IL-8-induzierten
Hyperaktivierung von Neutrophilen, die diese Hyperaktivierung durch eine vermehrte
IL-8-Produktion, Degranulation und NETose perpetuieren. Mithilfe dieser Daten
konnten wir IL-8 als mogliche therapeutische Zielstruktur bei Patientinnen und
Patienten mit schwerem COVID-19-Verlauf identifizieren.
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Transkriptionelle Plastizitat durch peripheres Priming zirkulierender Neutrophiler als

neuer Mechanismus der infektionsassoziierten Adaptation des innaten Immunsystems

Neutrophile reagieren schnell auf Entzindungen und Infektionen, allerdings gilt ihr
funktionelles Verhalten nach der Auswanderung aus dem Knochenmark derzeit als
pradeterminiert. Daher wird angenommen, dass phanotypische Veranderungen der
zirkulierenden Neutrophilen, die im Rahmen systemischer Entzindungen beobachtet
werden, maldgeblich durch eine "Linksverschiebung" des Neutrophilen-Kompartiments
in Richtung jungerer Populationen aus dem Knochenmark verursacht werden, ohne
signifikante transkriptionelle Plastizitat in bereits zirkulierenden, reifen Neutrophilen.
Neuere Studien haben eindrucksvoll Indizien dafur beschrieben, dass Neutrophile in
Mausen durch ein hohes Mal an Plastizitat und Heterogenitat gekennzeichnet sind,
das vielseitige Reaktionen auf verschiedene externe Stimuli sowie eine Anpassung an
die Anforderungen verschiedener Krankheitsmodelle sowie bestimmter Organsysteme
ermoglicht (Ballesteros et al., 2020; Crainiciuc et al., 2022; Ng et al., 2019; Palomino-
Segura et al., 2023; Xie et al., 2020). Beispiele hierfur sind die Anpassung der
Genexpression durch Organ-residente Neutrophile, die Hochregulation von fur
Extrazellularmatrix-Proteine kodierende Transkripte nach Gewebeverletzungen, sowie
die Trigger-spezifische Hochregulation bestimmter Transkriptionsfaktoren und
nachgeschalteter Gensignaturen, die zu einer spezifischen und plastischen Antwort
von Mausneutrophilen fuhren (Adrover et al., 2020; Ballesteros et al., 2020; Casanova-
Acebes et al., 2013; Crainiciuc et al., 2022; Khoyratty et al., 2021; Maas et al., 2023;
Montaldo et al., 2022; Palomino-Segura et al., 2023; Quail et al., 2022). Ob auch
humane Neutrophile, die traditionell als transkriptionell inaktiv und determiniert gelten
und im Vergleich zu anderen Leukozyten relativ niedrige Mengen an zellularer RNA
exprimieren, ebenfalls mithilfe der transkriptionellen Maschinerie plastisch reagieren
konnen, um funktionale Veranderungen herbeizufuhren, ist bislang unklar.

Um diese Aspekte zu untersuchen, rekrutierte ich im Rahmen einer translationalen
Studie Patientinnen und Patienten mit akuter bakterieller Infektion sowie gesunde
Vergleichskontrollen und untersuchte humane Neutrophile mithilfe von Multi-Omics-
Methoden, insbesondere Einzelzell-RNA-Sequenzierungen, Durchflusszytometrie und
Massenspektrometrie (Abb. 9A-H). Hierbei stellten wir fest, dass plastische
Verschiebungen durch Hochregulation von antimikrobiellen Genen bei verschiedenen
Arten und Uberraschenderweise sowohl bei zirkulierenden als auch bei aus dem
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Abb. 9: (A) Schematische Ubersicht der Studienkohorten. (B) Schematische Ubersicht der Omics-Methoden, die
im Rahmen dieser Studie mit aus Blut gewonnenen Zellen durchgefiihrt wurden. (C) Box plot der Expression eines
Moduls, das in der bakteriellen Expression vermehrt exprimiert wird, basierend auf WGCNA-Analysen. (D) Dot plot
der Expression der im Modul in (C) inkludierten Gene, inklusive antibakterieller Gene wie CST7 und CD177. (E) t-
SNE von 900,000 Neutrophilen aus n=45 Individuen. (F) Quantifizierung der Mean Fluorescence Intensity (MFI),
d.h. der gemittelten Oberflachenexpression von CD177 auf humanen Neutrophilen von gesunden Kontrollen
(schwarz) oder Patientinnen und Patienten mit akuter bakterieller Infektion. (G) Volcano plot der differenziell
exprimierten Proteine von gesunden vs. an bakterieller Infektion leidender Probanden. Die auf der rechten Seite
markierten, roten Punkte reprasentieren signifikant hochregulierte Proteine in Infektion vs. Kontrollen. (H)
Korrelation der Expression hochregulierter Gene und ihrer Genprodukte, d.h. Proteine, gemessen anhand von
Einzelzelll-Sequenzierungen (RNA) oder Massenspektrometrie (Protein). Student’s t-Test (ungepaart, zweiseitig)
fur F.

Knochenmark mobilisierten Neutrophilen-Subpopulationen beobachtet werden
konnten. Dies stellt das Konzept in Frage, dass phanotypische Verschiebungen
ausschlieflich durch die Mobilisierung von Neutrophilen aus dem Knochenmark und
die entsprechende Linksverschiebung verursacht werden. Wir konnten aul3erdem
nachweisen, dass die transkriptionellen Veranderungen mit einer veranderten
Proteinexpression einhergingen, wobei Expression von Gen und entsprechendem
Genprodukt sehr gut korrelierte (Abb. 9H). Besonders prominent war hierbei die
Hochregulation des Adhasionsmolekils CD177/NB-1, dessen vermehrte Expression
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wir sowohl auf transkriptioneller Ebene sowie durchflusszytometrisch und
massenspektrometrisch auf Proteinebene detektieren konnten. CD177 wird einerseits
von einem Grofteil zirkulierender Neutrophiler exprimiert und wird daher auch als
Markerprotein fur zirkulierende Neutrophile eingesetzt, stellt aber andererseits auch
einen Aktivierungsmarker da, der fur die (Trans)migration humaner Neutrophiler
essenziell ist und zur Progression der inflammatorischen Antwort auf verschiedene
Erkrankungen beitragt (Bai et al., 2017; Gohring et al., 2004; Gullotta et al., 2023; Jerke
etal., 2011; Wang et al., 2013; Xie et al., 2015; Zhang et al., 2022; Zhou et al., 2018a).
Da wir eine Hochregulation von CD177 auf Transkriptebene auch in septischen
Mausen bestatigen konnten, untersuchten wir im nachsten Schritt die funktionelle
Relevanz der vermehrten Expression von CD177. Interessanterweise zeigte sich
hierbei, dass die Hochregulation von CD177 auf RNA- und Proteinebene fir die
Infektbekampfung essenziell ist, indem durch Unterstitzung eines effizienten
migratorischen Verhaltens und die Forderung der Phagozytose von Neutrophilen eine
effektive Eindammung von Bakterien erreicht wird (Abb. 10A-E). Die Hochregulation
von CD177 und weiteren infektionsassoziierten Transkripten beobachteten wir in
verschiedenen Neutrophilen-Subpopulationen in der Zirkulation, und zwar unabhangig
von ihrem Reifungsstadium und Alter der Neutrophilen. Diese Daten suggerierten so
erstmals ein hohes Mall an transkriptionelle Plastizitat humaner und muriner
Neutrophiler als Reaktionsmechanismus auf externe Stimuli mit unmittelbaren
funktionellen Konsequenzen der veranderten Genexpression.

Um die zellularen Mechanismen noch weiter zu untersuchen, die diesem peripheren
Priming von Neutrophilen zugrunde liegen, transfundierten wir Neutrophile, die
entweder mit Placebo oder dem RNA-Polymerase ll-Inhibitor Actinomycin D (ActD),
der die Transkription von mRNA unterbindet, inkubiert worden waren, in mit LPS-
vorbehandelte Mause (Abb. 10F). Hierbei zeigten die mit ActD inkubierten
Neutrophilen eine signifikant reduzierte Expression infektionsassoziierter Marker wie
CD177, und wurden in Konsequenz weniger effektiv in Zielorgane wie Lunge und
Leber rekrutiert (Abb. 10G, H). Um den Effekt des peripheren Primings mit
nachgeschalteter Neutrophilen-Plastizitat weiter zu untermauern, inkubierten wir reife
Maus-Neutrophile, die wiederum mit ActD oder Vehikel inkubiert worden waren, mit
dem Plasma septischer Versuchstiere. Mithilfe von Bulk-RNA-Sequenzierungen
wiesen wir hier drastische transkriptionelle Veranderungen in den Kontroll-

Neutrophilen nach, mit Hochregulation von fur Immunabwehr, Bakterien-Bekampfung
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Abb. 10: (A) Schematische Darstellung des in vivo-Infektionsversuchs mit lebenden, e GFP-exprimierenden E. col.
(B) Quantifizierung der peripheren Leukozyten- und Neutrophilenzahlen nach Gabe von IgG2a oder anti-CD177-
Antikorper sowie der Oberflachenexpression von CD11b und CD177 auf Blut-Neutrophilen. (C) Quantifizierung der
Leukozyten- und Neutrophilenzahlen in der Milz sowie der Expression von CD177 auf Neutrophilen in der Milz. (D)
Reprasentative Konfokalaufnahmen von Immunfluoreszenz-Schnitten der Milz von mit E. coli-infizierten Tiere.
WeilRe Dreiecke zeigen in der Milz akkumulierte Bakterien an. Rechts: Histologische Quantifizierung der
Neutrophilen- und E. coli-Zahlen in der Milz. (E) Quantifizierung der colony-forming units in der Milz zwischen den
Versuchsgruppen als Proxy fir die bakterielle Dissemination. (F) Schematische Darstellung des Transfusions-
versuchs verschiedener isolierter Neutrophilenpopulationen im Inflammationsmodell. (G) Quantifizierung der
Expression von CD177 auf Neutrophilen fir die angezeigten Versuchsgruppen und Neutrophilen-Populationen
(gruin: transfundiert, rot: transfundiert und Actinomycin D-vorbehandelt). (H) Quantifizierung der CD177-Expression
auf pulmonalen Neutrophilen sowie Quantifizierung der Rekrutierung von Neutrophilen in die Lunge. Two-way
ANOVA firr G, H, Student’s t-Test (ungepaart, zweiseitig) fur B-E.

und Phagozytose kodierenden Transkripten, die in mit ActD inkubierten Neutrophilen
zu grof3en Teilen aufgehoben waren.

Zusammenfassend identifizieren diese Daten erstmals ein hohes Mall an
transkriptioneller Plastizitat zirkulierender humaner Neutrophiler und nachgeschalteter
Hochregulation von infektionsassoziierten Effektorkaskaden als einen entscheidenden
Mechanismus fur die funktionelle Reprogrammierung von Neutrophilen zur
Eindammung von Bakterien in der Zirkulation (Kaiser et al., 2024). Mittlerweile konnte

dieser Mechanismus in internationalen Kohorten und im Rahmen anderer
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Krankheitsbilder, insbesondere bei Patientinnen und Patienten mit malignen
Grunderkrankungen und bakteriellen Infektionen sowie
Knochenmarkstransplantierten, reproduziert werden (Kwok et al., 2023; Montaldo et
al., 2022; Palomino-Segura et al., 2023).
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3) Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Habilitationsschrift habe ich neue Mechanismen und Phanotypen
beschrieben, die von Thrombozyten und Neutrophilen genutzt werden, um einerseits
zu einer effektiven Immunantwort, andererseits zur vaskularen HomoOostase
beizutragen.

Im ersten Teil habe ich zunachst zellulare Mechanismen beschrieben, die der Fahigkeit
zur autonomen Plattchenmigration zugrunde liegen. Hierbei wurde der heterotrimere
Komplex aus c-Src, 14-3-3C und Ga13 identifiziert, der einerseits das outside-in
signaling von Thrombozyten beeinflusst, und andererseits Uber die Ausbildung von
Lamellipodien die Migration initiiert und aufrechterhalt. Diese Daten unterstreichen
erstmals die Komplexitat des thrombozytaren Migrationsprozesses abseits des
Aktomyosin-Zytoskeletts und unterstreichen zudem seine translationale Relevanz: Die
Blockade eines jeden Bestandteils, insbesondere der als molekulares Ziel
antineoplastischer Therapien etablierten Tyrosinkinase c-Src, resultiert Uber die
Inhibition der Migration in einer Einschrankung der vaskularen HomoOostase
insbesondere unter inflammatorischen Bedingungen. Dies fuhrt sowohl in mit dem c-
Src-Inhibitor Dasatinib behandelten Mausen sowie in Leukamie-Patientinnen und -
Patienten unter Dasatinib-Therapie zu einer moglicherweise auf den beobachteten
Migrationsdefekt zuruckfuhrbaren Blutungsneigung. Unsere Daten tragen so zum
molekularen Verstandnis dieser besonderen Plattchenfunktion bei und ermoglichen
zudem erstmals eine therapeutische Modulation der thrombozytaren Migration in vivo
(Abb. 11).

Neben der Migration erforschte ich im Rahmen dieser Habilitationsarbeit weitere
inflammationsspezifische Plattchen-Funktionen. Thrombozyten erhalten in der
Inflammation die vaskulare Integritdt aufrecht, indem sie aktiv entlang von
Fibrin(ogen)-Gradienten am entzindeten Endothel entlangwandern, um durch die
Extravasation von Neutrophilen verursachte Gefallleckagen zu identifizieren. Wie
eben diese Gefalidleckagen letztlich von Thrombozyten verschlossen werden, deren
GroRe die von Leukozyten um ein Vielfaches unterschreitet, war bislang unklar. Wir
stellten die Hypothese auf, dass Plasmaproteine der Gerinnungskaskade an der
Verhinderung inflammatorischer Blutungen beteiligt sind. Tatsachlich zeigte sich nach
Antikoagulation mit klinisch zugelassenen Faktor lla- und Xa-Hemmern eine Zunahme

der alveolaren Hamorrhagie in Entzindungsmodellen. Wir wiesen auflerdem die
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Induktion von prokoagulanten Thrombozyten am entzindeten Gefalkendothel nach,
die zudem lokal Gerinnungsfaktoren rekrutierten. Diese prokoagulante Aktivierung
erfolgte durch GPIIBIIIA- und GPVI-vermitteltes Sensing von subendothelial
freigelegter Extrazellularmatrix, insbesondere Kollagen, sowie der nachfolgenden
Induktion von supramaximalen Calciumstromen in Abhangigkeit von Cyclophilin D. Die
hiernach beobachtete, TMEM16F-abhangige Expression von Phosphatidylserin (PS)
an der Oberflache prokoagulanter Plattchen ermdglichte es einzelnen Plattchen, lokal
grol3e Mengen an Gerinnungsfaktoren zu rekrutieren und durch die Ausbildung von
Mikrothromben die Endothelleckagen abzudichten. Um die essenzielle Rolle der
prokoagulanten Aktivierung zu unterstreichen, fuhrten wir inflammatorische Blutungs-
modelle mit plattchenspezifischen Knockout-Mausen (PF4cre-CypD™™ und PF4cre-
TMEM16F"™) durch oder inhibierten die prokoagulante Aktivierung pharmakologisch
durch Blockade von GPIIBIIIA und GPVI. Hierbei zeigte sich eine Zunahme der LPS-
induzierten inflammatorischen (Mikro)Blutung in Lunge und Peritoneum, die die
Wichtigkeit der lokalen Rekrutierung von Gerinnungsfaktoren durch prokoagulante
Plattchen unterstreicht. Durch die lokal limitierte Ausbildung von (Mikro)thromben wird
so einerseits die vaskulare Integritat unterstitzt, und andererseits eine generalisierte

Gerinnselbildung mit konsekutiven thrombembolischen Komplikationen verhindert.
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Abb. 11: Graphische Zusammenfassung von Rezeptoren und Signalkaskaden, die entscheidend zur

Thrombozyten-vermittelten inflammatorischen Hamostase beitragen. Aus (Kaiser et al., 2023b).
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Im zweiten Teil dieses Habilitationsprojekts beschaftigte ich mich mit entzindungs-
spezifischen Funktionen von Neutrophilen Granulozyten. Hierbei fokussierte ich mich
zunachst auf die der Neutrophilen-Hyperaktivierung im Rahmen der COVID-19-
Erkrankung zugrundeliegenden Mechanismen. Wir konnten nachweisen, dass der
Interleukin-8-Signalweg bei schwer an COVID-19 erkrankten Patientinnen und -Pati-
enten hochreguliert wird, und dass zirkulierendes IL-8 zu den am hochsten
exprimierten Zytokinen dieses Patientenkollektivs zahlt. Das Ausmaly der IL-8-
Expression korrelierte hierbei mit Markern der Krankheitsschwere wie dem
Oxygenierungskoeffizienten (Horowitz-Index) und einem systemischen pro-
thrombotischen Status, was eine mechanistische Beteiligung des IL-8-Signalings
suggeriert. Tatsachlich zeigte sich einerseits, dass Neutrophile selbst bei schweren
COVID-19-Verlaufen hohe Mengen an IL-8 produzieren und diese so durch para- und
autokrine Aktivierung im Rahmen eines sich selbst verstarkenden Kreislaufs fordern,
sowie andererseits eine IL-8-induzierte Hyperaktivierung von gesunden Neutrophilen,
die sich durch Degranulation und NET-Formation manifestierte. Diese Beobachtung
birgt therapeutisches Potential: Der hyperaktivierte Phanotyp von mit COVID-19-
Plasma inkubierten, von gesunden Spendern isolierten Neutrophilen war reversibel,
wenn das |L-8-Signaling entweder mittels blockierendem Antikorper oder einem die IL-
8-Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 blockierenden small molecule inhibitor (Reparixin)
inhibiert wurde. AbschlieRend konnten wir zeigen, dass die systemische Gabe von
Reparixin den prothrombotischen Phanotyp sowie die Ausbildung pulmonaler
Mikrothromben in einem Mausmodell der SARS-CoV-2-Infektion zurlckbilden konnte.
Auf Grundlage dieser und anderer Studien wurde Reparixin letztlich im Rahmen von
Phase 1- und Phase 2-Studien bei schweren COVID-19-Verlaufen getestet und zeigte
hier vielversprechende Ergebnisse.

In einem weiteren Projekt widmete ich mich ebenfalls neuen Aspekten der
Neutrophilenfunktion, in diesem Fall jedoch im Kontext bakterieller Infektionen.
Obwohl Neutrophile bislang als terminal differenzierte, unplastische und stereotyp
agierende ,Fullsoldaten betrachtet wurden, stellten wir auf der Grundlage von
experimentellen Studien in der Maus die Hypothese auf, dass Neutrophile einerseits
plastisch auf externe Stimuli wie eindringende Bakterien reagieren kdnnen, und dass
sie hierfir zudem nicht nur eine Anpassung auf Protein-, sondern auch auf
Transkriptebene vornehmen. Um diese Hypothesen zu testen, fuhrten wir eine

prospektive translationale Immunphanotypisierungsstudie durch, in deren Rahmen wir
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Neutrophile Granulozyten zunachst mittels Einzelzellsequenzierungen untersuchten.
Hierbei zeigte sich eine infektionsspezifische Hochregulation bestimmter
Gensignaturen, die auf Neutrophilen-Ebene insbesondere Aktivierungsmarker wie
CD177 umfasste. Diese Hochregulation auf Transkriptebene konnte mittels
Durchflusszytometrie und Massenspektrometrie auch auf Proteomebene objektiviert
werden. Insbesondere die Hochregulation des Aktivierungsmarkers CD177 war hierbei
relevant: Wir konnten zeigen, dass eine Blockade des hochregulierten CD177 in
verschiedenen Mausmodellen der Sepsis sowie 4D-in vivo-Mikroskopie-Modellen 1)
zu einer verminderten Rekrutierung und Migration von Neutrophilen fuhrte, die 2)
konsekutiv zu einer signifikant erhohten Ausbreitung von Bakterien in Endorganen wie
Milz und Leber fuhrte. Interessanterweise war die Hochregulation von CD177 und
anderer infektionsassoziierter Transkripte auf ein peripheres Priming zirkulierender
Neutrophiler zurickzufuhren, und nicht allein auf die sogenannte ,Linksverschiebung®,
also die Rekrutierung junger, noch unreifer Neutrophiler aus dem Knochenmark. Eine
Hemmung der transkriptionellen Aktivitat dieser Neutrophiler zeigte einerseits eine
deutliche reduzierte Hochregulation infektionsassoziierter Transkripte und
andererseits funktionelle Konsequenzen: Neutrophile, deren transkriptionelle Aktivitat
mittels RNA-Polymerase-Inhibitoren gehemmt wurde, wurden in einem murinen
Sepsis-Modell weniger effizient in Zielorgane wie Leber und Lunge rekrutiert. Diese
Daten unterstreichen somit erstmals die transkriptionelle und somit auch funktionelle
Plastizitat zirkulierender, reifer Neutrophiler im Menschen und zeigen eine direkte
Konsequenz transkriptioneller Anpassung auf Neutrophilen-Phanotypen im Rahmen

der Infektion.

Peripheral priming of @
circulating neutrophils

Upregulation at protein level,

Neutrophil
effector functions

@ Actlvatlon of infection-specific lmpact on
transcriptional programs functlonal phenotypes

/ A 9
Transcriptional gy 3 .::
— inhibition (ActD) o Z K
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Mechanismus der Anpassungsfahigkeit an akute Stimuli wie bakterielle Infektionen. Aus (Kaiser et al., 2024).
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Zusammenfassend beleuchten die in dieser Habilitationsschrift beschriebenen
Projekte neue zellulare Mechanismen und Funktionen von Thrombozyten und
Neutrophilen Granulozyten, die fur die Austbung ihrer inflammations- und infektions-
spezifischen Aufgaben essenziell sind. Die so gewonnenen Einblicke, beispielsweise
die molekularen Mechanismen der Plattchenmigration, die Rolle der prokoagulanten
Aktivierung in der vaskularen Homoostase, oder der Einfluss einerseits des IL-8-
Signalwegs sowie der transkriptionellen  Plastizitat auf  Neutrophilen-
(Hyper)aktivierung, fordern das mechanistische Verstandnis des Zusammenspiels
beider Zelltypen. Sie legen daruber hinaus die Grundlage fur weitere Studien, die
darauf abzielen werden, das pathophysiologische Verstandnis beider Zelltypen zu
erweitern, um neue Strategien der therapeutischen Modulation im Rahmen

(thrombo)inflammatorischer Erkrankungen zu entwickeln.
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4) Abkurzungsverzeichnis

ABL
ActD
ALL
Arp2/3
BAL
BCR
c-Src
CANTOS
CML
COLCOT
COVID-19
CXCLS8
CXCR1
CXCR2
CypD

E. coli
eGFP
FiO2
GPIIBIIIA
GPVI

IL-8

LPS
Myh9

NET

Abelson Murine Leukemia Viral Oncogene Homolog 1

Actinomycin D (RNA-Polymerase ll-Inhibitor)
Akute lymphoblastische Leukamie
Actin-related protein complex 2/3
Bronchoalveolare Lavage

Breakpoint cluster region

Tyrosinkinase Src

Canakinumab Antiinflammatory Thrombosis Outcome Study

Chronisch-myeloische Leukamie
Colchicine Cardiovascular Outcomes Trial
Coronavirus disease 2019

Interleukin-8
CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 1
CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 2
Cyclophilin D

Escherichia coli

enhanced Green Fluorescent Protein
Inspiratorische Sauerstofffraktion (O2-Zumischung)
Glykoprotein IIBIIIA (Fibrinogen-Rezeptor)
Glykoprotein VI (Kollagen-Rezeptor)
Interleukin-8

Lipopolysaccharid

Myosin heavy chain 9

Neutrophil Extracellular Trap
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PA

PMA

PP

PS
SARS-CoV-2
SFK

Syk

THO

TKI
TMEM16F
t-SNE
WGCNA

WHO

Prokoagulante Aktivierung
Phorbol-12-myristat-13-acetat
Prokoagulante(s) Plattchen
Phosphatidylserin

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
Sarcoma Family Kinase

Spleen Tyrosine Kinase
3',4',7"-Trihydroxyisoflavon
Tyrosinkinase-Inhibitor
Transmembranprotein 16F

t-Stochastic Neighbour Embedding
Weighted Gene Cluster Network Analysis

World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)
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