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Abstract

Immunothrombosis is an intravascular process of innate immunity mediated primarily by the
interaction of classical monocytes, neutrophils and platelets with blood clotting factors. Severe
systemic bacterial or viral diseases, such as CQ¥IDr sepsis, kBd to dysregulation of
immunothrombosisespeciallyuring agingSo far the role of lymphoid cells, especiallydlpercells,

in intravascular fibrin homeostasis and the mechanisms that counteract irathtombosisas driven

by myeloid cells are largetynknown.

The present work is based on 4D visualizatiomninavital multiphoton microscopyof liver sinusoids

and immunohistochemical analyses of mouse and human liver and lung microcirculations, RNA
sequencing off lymphocytes, targetedh vivodepletion of immune cells, and flow cytometry, among
others.The results show that activated CD4cells express various pand antifibrinolytic molecules
suchuPA andPAtl, respectivelyand significantly regulate fibrinolysis in systemic bacterial and viral
infectionsin viva Consequentliythe number of thrombotic vascularcelusionin the pulmonary vessels

of patients infected with influenza virus or SAB®#2 showed a strong negative correlation with
arrested T helper cells.

At the beginning of the infection, the arrested CD4cells were mainlgepresented byZ K ZVTh17

cells. In contrast, Treg cells increased during the course of the infection, with the population of
Z K Z\Tdeg cells eventually forming the largest group.

The development of thrombotic vascular occlusions during systemic infections was increased in old
mice compared to young animals.iWwaslikely in partdue to an agadependent increase in immature
neutrophils with increased prothrombotic competence. Overall, Oleklls are important antagonists

of neutrophils in immunothrombosis, which may explain why increases in neutrejghiiymphocyte

ratios are important risk factors for thrombosis.

Examination of T helper cells in the liver sinusoids during systemic infections by 4D visualization using
intravital multiphoton microscopy revealed a strong dependence of T cell mobility on intravascular
fibrin. As a consequence, fibrin deposition controlled the arrest and transmigration ¢flGiedls into

the perivascular tissue. Etmovementwas mainly mediated by the interaction of the T cell receptor
LFAL with fibrin.

T helper cells, including follicular T helper cells, formed intravascular clusters, which was triggered by
increased fibrin depositionThese clustersvere embedded iside specializednmunahrombi that

often also contained B cells.

t 1 vs8](] §Z [E%E ]}v }( & v & absesiadtls hélger/ ¢dlls/ T/helper Esllg v
insideimmunothrombiprominently incorporated immune complexesa & v E % S}&E-* // v [//U

detected by neutralizing antibodies.



Thus, T helper cetlontainingimmunothrombi control activation and clustering of T helper cells,

contributing to the transition from innate to adaptive immunity
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Zusammenfassung

DielImmunothromboseist ein intravaskulare Prozessler angeboren@a Immunitat, derhauptséchlich
durch Interaktion von klassische Monozyten, Neutrophilen und Thrombozyten mit
Blutgerinnungsfaktoren vermittelt wird. Schwere systemische bakterielle oder virale Erkrankungen,
wie COVIEL9 oder Sepsidewirkeneine Dysregulation der Immothrombose,vor allemim Alter.
Bisher sind sowohl die Rolle der lymphoiden Zellen, insbesondere ddtelferzllen, bei der
intravaskularen Fibrinhomoostasals auchdie Mechanismen, die der von myealen Zellen
gesteuerten Immuathrombose entgegenwirken, weitgehend unbekannt.

Die vorliegende Arbeitbasiert unter anderem auf 4BYisualisierungder Lebersinusoidedurch
intravitale Multiphotonenmikroskopie und immunhistochemische AnalydenMikrozirkulation der
Leber und Lungeon Mausen und Menschen, RM&quenzierung von-lymphozytengezieltein-
vivo-Depletioren von Immunzellensowie der Durchflusszytometrie. Die Ergebnisse zeigen, dass
aktivierte CD24 T-Zellen verschiedene praund antiibrinolytische Molekile wie uPA bzw. PAI
exprimieren undin vivo die Fibrinolyse bei systemischen bakteriellen und viralen Infektionen
mafgeblich regulieren. Folglicwies die Anzahl der thrombotischen Geféal3verschlisse in den
Lungengefalien von Patienten, die mit dem Influenzavirus oder-SARSinfiziert waren, eine starke
negative Korrelation mit den arretiertenHelferzellerauf.

Zu Beginn der Infektiomandelte es sich bei dearretierten CDZ4 T-Zellen hauptsachlichum

Z K ZN\Tdh17Zellen Im Gegensatz dazu nahmen die Feagllen im Verlauf der Infektion zu, wobei die
Wl% puo S]}v *TEegzKl@w schlielllich die groRte Gruppe bildete.

Im Vergleich zu jungen Mausen entwickditesich in alten Mausenvermehrt thrombotische
Gefallverschlisse wahrend systemischer Infektionen. Dies weamutlich zum Teil auf eine
altersabhangige Zunahmanmaturer Neutrophiler mit erhdhter prothrombotischer Kompetenz
zurickzufuhren. Insgesanttandelt es sich bei de@D4 T-Zellenum wichtige Antagonisten der
Neutrophilen bei der Immusthrombose, was erklaren kénnte, warum ein erhdhtes Verhaltnis von
Neutrophilen zu Lymphozyten &n wichtigenRisikofaktorftir Thrombose darstellt

Aus denUntersuchungn von TFHelferzellen in den Lebersinusoiddnrch 4BVisualisierungnittels
intravitaler Multiphotonenmikroskopie ergab sich eine starke Abhangigkeit déellimobilitat von
intravaskularem Fibrin Demzufolge kontrollierte die Fibrinablageruren das Arretieren von
CD4T- Zellen imGefalRund die Transmigration in das perivaskulare Gewdbie Fortbewegung
wurde hauptséchlich durch die Interaktion deZdllRezeptors LFA mit Fibrinvermittelt.
T-Helferzellen, einschlielich der follikularesH€lferzellen, bildeten intravaskulare Clusteie durch
eine erhohte Fibrinablagerung ausgelost wundeDiese Cluster waren in spezialisierte

Immunothromben eingebettet, die haufig auchZgllen enthielten.
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In denarretierten FHelferzellen wurda Expressioan & &Reweptoren |, Il, Il und Bétektiert.

Innerhalb der Immunothrombemahmen die T-Helferzellendie /uupvi}u%.o £ ° & ] & v
Rezeptoren Il und Il auf@durch neutralisierende Antikdrper nachgewiesen wurde.

Somit steuern FHelferzellbeinhaltendelmmurnothromben die Aktivierung und Clusterbildung von T

Helferzellen und tragen so zum Ubergang degeborenerzum adaptivenimmunsystems bei
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|. Einleitung
1.1 Zusammenhang von Thrombosen mit systemischen Infektionen
Sepsist oft auch Blutvergiftung genannt wird durch pathogene Keime ausgeltst, welche in den
Blutkreislauf gelangen, und eine unkontrollierte, tUberschieBende Immunreaktion auslésen. Ausloser
fur die Sepsis kénnen nicht nur Infektionen der Lungeter Aemwege, sondern auch infizierte
Wunden oder auch scheinbar harmlose Erkrankungen wie Harnwegsinfekte oder Zahnentziindungen
seint. Seit vielen Jahren sind die Morbiditat und Mortalitat bei der Sepsis unverandert hoch: 2017
wurden weltweit fast 50 Millionen Sepsdhsille registriert, gleichzeitig stehen etwa 20% aller
weltweiten Sterbefélle mit Sepsis im ZusammenKanguch in Deutschland stellt Sepsis die
Haupttodesursache auf Intensivstationen und die dritthaufigste Todesursache im Allgemeiden dar
Das Risiko, dass sich eine Infektion zu einer Sepsis entwickelt, ist vor allem bei alteren Menschen
erhoht, wobei dieKrankenhausletalitéat bereits ab dem 40. Lebensjahr linear mit steigendem Alter
zunimmt. Auf Grund des demografischen Wandels steigt der Anteil an Personen (iber 65 Jahren in
Deutschland deutlich an. So lag dieser im Jahr 1991 noch bei 15%, 2021 bereits®bei 22%
Bei der Sepsis geréat das Gleichgewicht von Entzindungsreaktion und entzindungshemmenden
Kontrollmechanismen auRer Takt, was zur Auslésung einer Uberschie3enden, unkontrollierbaren
Entzindungsreaktion fuhrt. Die durch Leukozyten im Blut freigesetzten HAgtokind Toxine
bekampfen zwar die Erreger, schadigen aber gleichzeitig auch das GefalRendothel massiv. Dies bewirkt
nicht nur den Austritt von Flissigkeit ins Interstitium mit einer daraus resultierenden Bildung von
Odemen, sondern steigert auch die Blutgexing und hemmt die Fibrinolyse, sodass es zur Bildung
zahlreicher intravaskularer Blutgerinnsel, sogenannter Mikrothrombosen, kommt. Durch die daraus
resultierende Minderversorgung der Organe mit Sauerstoff kdnnen auf Grund der Organschéadigungen
schlieBich ein Kreislaufversagen mit multiplem Organversagen induziert werden, dem sogenannten
septischen SchoékDie exzessive Thrombosebildung bewirkt paradoxerweise im weiteren Verlauf
MHE Z cs E E u Z» A}v ' E]JVvVuVPe( I8}E v pv dZE}(dpherdstdicdd EZ E
Sepsis auch mit dem Krankheitsbild defes u]j]v] E3 v Jv3E A « o v ' E]JvvuvP ~b ]
JVEE A ¢« po E } Ppo 3]1}zZU [ « «¢}i]] ES
Im Jahr 2017 trugen Durchfallerkrankungen und Infektionen der unteren Atemwege am starksten zu
Sepsisfallen in alleiltersgruppen weltweit béP. Eine Sepsis kanmenerell durch Infektion mit
bakteriellen oder viralen Erregemder auch durch Pilzerkrankungen ausgelost werfeAuch Ke
Infektionen wie beispielsweisenit Influenza Virus undem BakteriumStaphylococcus aureusind
moglicH. Unter den bakteriellen Erregern der Sepsis sind Gnagative Bakterien, wi&€scherischia
coli(E. coli)sowie die GranpositivenStaphylococcus aureusd Streptokokkermam haufigsteh Zwar
ist davon auszugehen, dass haufig auch virale Erreger Ausldser einer Sepskisr diathpchachweis

gelingt jedoch deutlich selten&rUnter den viralen Erregern istas SARSoV2 Virus von hohem
13



aktuellem Interesse. Jedoch unterscheidet sich die CQ¥Eepsis in einigen Kriterien von den
Ublichen bakteriellen und viralen SeptitidénAuf der Intensivstation zeigen etw#&% der COVHR9

Patienten Anzeichen einer viralen Sepsis, auf der Normalstation etwa einrittel

1.2 Die Rolle der Immunothrombose in systemischen Infektionen

1.21 Die Hamostase

Die Hamostase ermdglicht de®@rganismusnach Ruptur der GefaBwand di@efal3kontinuitét

wiederherzustellen, indem die GefaRRlasion rainem Blutgerinnselerschbssen undjleichzeitig das

Blut in einem flissigen Zustagehalten wird. So werden Blutverluste verhindert und die Versorgung

desKorpers mit Sauerstoff gewahrleistet. AnschlieBend wird das Gerinnsel wieder alftfjébaut

Thrombozyten werden als eine der ersten Zellen an die verletzte Gefallwand rekrutiert. An dem

mehrstufigen Prozess sind die Adhasi®ezeptoren der Thrombozyten und ihre entsprechenden

Liganden wie der veWillebrandFaktor (VWF), Kollagen und Fibrin(ogdm@teiligt®. Hierdurch

werden die Thrombozyten aktiviert, vduirch sie ihre Form verandern, ihre Adhasionskraft erh6hen

und so eine prehamostatische Oberflache ausbildénDas wahrend der Fibrinbildung entstandene

Thrombin fordert dabei zusatzlich die Aktivierung und Aggregation der Thrombédzyten

Fir die Fibrinbildung ist eine sequenzielle Aktivierung von Serinproteasen und deren Kofaktoren im

Blut nétig, die in 3 Phasen untertieiterden kann Abbildungl):

Initiationsphase: Auf Grund von Endothelschadigung ist debendotheliale Gewebefaktdribissue

factor ZTW) im Blut frei zuganglich und bindet Faktor VII, der dadurch zu Faktor Vlla aktiviert wird und

die Gerinnungskaskade initiiértDer extrinsische Tenasekomplex (TF:FVIla) aktiviert anschlieRend

Faktor IX (Faktor IXa) und Faktor X (FaktdfXafFaktor Xa wiederumerbindet sich mit dem Kofaktor

Va (Prothrombinas&omplex, FXa:FVa) unitiiert so die Bildungvon Thrombin des zentralen

Vermittlers der Blutstillung aus dem inaktiven Zymogen Prothronflifh Die Initiationsphase wird

klassischerweise auch astrinsischer Weg der Gerinngrbezeichnef.

Amplifikationsphase:Der so gebildete Thrombuasktiviert die an der Verletzungsstelle anhaftenden

Thrombozyten Uber die Proteaseaktivierenden Rezeptoren (PARs)Diese exponieren

Phosphatidylserin (PS) auf ihrer Oberflacheodurch die Gerinnungsfaktoren aktiviert werden.

Gldachzeitig aktiviert Thrombin die Faktoren XI, VIII (Kofaktor fur Faktor IX) und V (Kofaktor fur Faktor

X)=.

AusbreitungsphaseDurch Faktor Xla entsteht nun zusatzliches FIXa, das sich mit FVlllar auf de

Thrombozytenmembran zum intrinsischen Tenasekomplex (FIXa:FVllla) verbindet und so die Effizienz

der Faktor XAktivierung erhoht®141¢ Als Folge bewirkt deProthrombinaseKomplex FXa:F\&ine

starke Steigerung der Thrombinbildung, demzufolge massiv Fibrinogen zu Fibrin umgewandelt wird.
14



Im letzten Schritt katalysiert die durch Thrombin aktivierte Plasmatransglutaminase Faktor XlII (FXIlla)
die Bildung kovalenter Querverbindungen zwischen benachbarten Fibrinketten, um ein elastisches,
polymerisiertes Fibringerinnsel zu bilden. Der hamostatischen Pfropfen wird durch den von Thrombin
aktivierten Faktor XlII (Plasmatransglutaminase) Uber Ausbildung kovalenter Querverbindungen
weiter stabilisiert (nicht gezeidgf)

Nach dem zellbiologischen Modell d&erinnung dient der intrinsische FEXiSignalweg der
extrinsischenGerinnung alsvVerstarkungsschleité Fir die Aktivierung des intrinsischédI-FX4
Signalweg (Kontaktaktivierung) gibt esdrei physiologische Trigger: Kollager®, lineare
Phosphatpolymeret so genannte Polyphosphat®olyP)t die von Thrombozyten stammen kdnnen
(sieheAbbildungl, Einsatg, und E de ~bv uSE}%Z]o A% Die Aktiyieruid§ veItH- )Ho « Z »
fuhrt anschlieRendzur Aktivierung von Kallikrein (FXla), was Uber die Aktivierungeiterer
nachgeschaltete Gerinnungsfaktorenzur Bildung von Thrombin futif. Gleichzeitig bewirkt

aktiviertes Kallikreirwiederum reziprok die Aktivierung vdraktor X,

AMPLIFICATION
platelet

activated platelefc;;-‘"“l.}_) PARs oy
platelet @ N y
activated platelet--'j) PARs. /

la
[ i IXa
Polyp =~ \"5{}?‘;\ Villa
Al L o)

Endothelial barrier

)
' ‘ﬂ\ Xa
Contact Sl
-PS - .
L gt & g_,:? < Subendothelium
n \Ps N
Syl 4

Hemostatic clot

Abbildungl t Initiierung und Verstarkung der Gerinnungskaska@drend der Hamostasg@nodifiziert nack,
erstellt mitbiorender.com

1.22 Die Immunothrombose

Als Immunothrombose bezeichnetan einen Mechanismus demgeborenen Immunitgtbei dem
aktivierte Neutrophile undklassischeMonozyten mit Thrombozyten und der Gerinnungskaskade
interagieren, un intravaskulare Gerinnselbildungen in kleineren Blutgefafzen induzieref?.
Dadurch werden eingedrungene Pathogene an der weiteren Ausbreitung im Gefa3 und an der

Extravasation ins Gewebe gehind&tt Zusatzlictwerdenantimikrobielle Mechanismen und Erreger
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lokal konzentriert, sodass die Abtétung der Pathogene begiinstigt Radiber hinaudewirkt Fibrin
die Rekrutierung weiterer Inmunzellen an den Ort der Gewebeinfektion
Aktivierte klassischeMonozyten exprimieren TF und kénnen gaach dessen Aktivierungt den
extrinsischenSignalweg der Blutgerinnung aktiviereAbpildung 2)8. Die Expressiornvon TF wird

]*%] 0*A J¢ HE Z ¢ Jv v-A}y ]b% STPP wo E % 55 EveZ ~W DWee
Lipopolysacchariden (LPS) GramP 3$]A & IS E] v pv |}lassBciated umdlecular
% $S EveZ ~ DWW fiFRamn efich von anderen Arten von Immunzellen, wie
Neutrophilert® und Eosinophileft, sowie von Thrombozytéhexprimiert werden. Zusatzlich konnen
klassischeMonozyten TF mit Hilfe von extrazellularen Vesikeln den Ort der Infektion
transportierert.
Aktivierung von Neutrophilen tiber PAMPs und DAMPs bewiekEreisetzung von NETS, ein Prozess,
der auch als NETose bezeichnet WirBei NETs handelt es sich um eMatrix aus klebrigen DNA
Fasern und Histonen. Sobald sie aus den Neutrophilen herauskatapultiert werden, bewirken sie das
Einfangen des Erregers und gleichzedtite Aktivierung der Gerinnurig’2°,
Aktivierte Thrombozyten an der Oberflache von Neutrophilen verstarken zusatzlich die Bildung der
NETSs. Reziprok dazu unterstiitzen gebildete NETs die Rekrutierung der ThrombozyteNber
Die Gerinnungsaktivierung durch die NETs funktioniert auf vielfaltige WRiseildung von NETs
bewirkt zum eineneine lokale Anreicherung von Enzymen wie neutrophile Elastase (NE) und
DC 0}% E}E] « ~DWKeU A o Z v3]l} Puo v3] v A] d&W/ ~b3Jeep (
bzw. oxidieren kénnen, was wiederum die Gerinnung for§étt Dartiber hinauskdnnen NETs
Bestandteile andere natirliche Antikoagulantien wie Thrombomodulin abbauen und modifizieren
Neben der indirekten Aktivierung der Gerinnung kdnnen NETs auch direkt Faktor Xl (den
Kontaktsignalweg der Gerinnung) aktivieren, was uber die nachgeschaltete Gerinnungskaskade die
Bildung von Fibrin zur Folge FatEbenso kann die Fibrinbildung auch direkt aktiviert werden, indem
das Histon H4 an Prothrombin bindet, wodurch Thrombin durch Autoaktivierung erzeugt.wird
Zuséatzlich konnen die Histonkomponentét8 und H4der NETs uber Aktivierung der Thrombozyten
die Thrombosebildung férde#f
Auch Thrombozyten unterstitzen die Ausbildung von Immeoihrombosen: Hierzu gehort die
Aktivierung de$-aktor XH9gnalwegs der Gerinnurigher PolyPaber auch die Freisetzung zahlreicher
Mediatoren, die die Rekrutierung von Leukozyten unterstiitzen und ihre mikrobiziden Aktivitaten
forderng.
Das Komplementsystem (insbesondere die aktivierten Komplementkomponenten C3a und Cba)

unterstitzt ebenfallsdie Immunothrombose, indem es die Aktivierung von Thrombozyten betwirkt
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Abbildung2 t Die Immunothrombosé Klassisch&onozyten und Neutrophile aktivieren die Gerinnting

Um der Wirtsabwehr durch die Immunothrombaseu umgehen, sind mehrere Krankheitserreger mit
ausgeklugelten Strategien ausgestattet. Beispielsweise exprimieren die-fastiven Bakterien
Streptococcus pyogenasd Streptococcus pneumomdS. pneumoniaaine DNase, die NETs abbaut
und die NEFermittelte Abtotung hemmi®®’. Bei Tieren mit gestorter NEBlildung vird eine erhéhte
bakterielleDisseminatiorbeobachet®, gleichzeitig wrdendie Tiere jedoch vor Organschaden besser
geschitzt®. Bei Mausen mit stark beeintrachtigter -Ekpression ist die Fahigkeit zur
Gerinnungsaktivierung als Reaktion auf Krankheitserreger vermindert, was mit einer erhdhten

Erregerbelastung und einem geringeren Uberleben der Tiere einhéfgeht

1.2 3 Pathologische Thrombosen

Liegen dagegen Dysregulati@m der Hamostasebzw. derlmmunothrombose vorso kannes zur
Entstehung von pathologische Thrombosen kommerf. Die exzessive Aktivierung der
Immunothrombose mit einer gleichzeitigen massiv einhergehenden Entziindungsreaktion
(Inflammation), A]E n Z o0 bdZE}u }]v(o uu 8]}vZ 1] Zv 38U pv ]<8§
prothrombotischen Phénotyp charakterisiert, welcher ein entscheidender Ausléserinfektioser
HerzKreislaufassoziierter Thrombosebildungést?:. Aufgrund der CoronavireBandemie hat dieser
Prozess in den vergangenen Jahren grol3e Aufmerksamkeit erregt. Patienten mit schwereld €OVID
Erkrankungen leiden nicht nur an Lungenentziindung und akutem Atemnotsyndrom (ARDS), sondern

besitzen auch ein hotsRisiko fur das Auftreten pathologischer Thrombd8éh
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1.2.4 Die Faktor XMlktivierung durch NETs

Nukleosomen enthalten Dimere der Histone H2A, H2B, H3 und H4, welche von einem 147 Basenpaar
langen dsDNA*SE VP puZ°00S ¢]Jv v ] T Eplo }e}tAbsehniE (40 bpc>]vIl EN
dsDNA) verbindef. Die Bildungler NETsvird vonder kalziumabhéngigen Peptid@rgininDeiminase

4 (PAD4) venittelt, welche positiv geladene Argininreste ineutral geladene<Citrullin an den
Histonschwéanzewon H2AH3 und H4 umwandelpbildung3a)*°*“2 DieLadungsanderung verandert

die Giromatinstruktur, indem die Wechselwirkung zwischéden Histonen undder DNAgeschwécht

wird, sodass NETs aus der rupturierten Plasmamembran freigesetzt werden kb@izmldung3b).
DieChromatindekondensatiostellt dieVoraussetzung fir die Freisetzung von NETs unthdéhnen
assoziiert@ Proteirenin den extrazellularen Raudar (Abbildung3c).

Zwar ist bekannt, dass die NETFsktor XIl aktivieren koénnen, jedockind die molekularen
Mechanismen dahinter bislang ungeklart. Prinzipiell kbnnen polyanionische MoleklleDMAe
Strange, Faktor XWind XI aktiviereff. Auch konnte rit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie
nachgewiesemerden, dass Faktor X1l an DNWivobindet®. Jedoch konnte die Faktor »dktivierung

in vitroweder durch Nukleosomen selbst, noch durch Higiikiamere in einer Thrombozytefneien
Umgebung gezeigt werdéh Dain vivoDNA nicht frei, sondern vor allem in Nukleosomen gepackt

vorliegt, ist nichigeklart, wie dieAktivierung von Faktor XII durch NETs funktioAiéft
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EineMdglichkeitwére, dass Faktor Mliinit den sogenannter@acidic patch'des HistorDimers (Histon

2A: Histon 2B) mit hoherer Affinitdt aldreie dsDNA interagiert und daher seine

koagulationsaktiierende Wirkung inhibiert wird, bei ausreichend vorliegender freier dsDNA (im Falle

von NETSs), aber eine Aktivierung von Faktor Xlla mdglich ist. Der Hintergrund ist, dass die zyklische

GuaninMonophosphat- AdeninMonophosphat- *Cv3Z ¢« ~b GAMP sCR®Z « ZU ' "« A}v

|, E% €& ]JP v v vulo }e}uov E v] Zz§ I8]A] ES AJE U ] ul3 2,z E
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des HistorDimers als an freier DNA bind&tGleichzeitig ist bekannt, dass NEIsnponenten cGAS

aktivieren konnef?.

1.25 Immunothrombosen bei viralen Infektionen

Viele virale Krankheitserreger kénnen die Bildung von NETs auslésen, was oft mit einem schweren
Verlauf der Infektion einhergefft Neben SARSoV2-Viren konnen auch Influenzaviren die
Entstehung von dysregulierten Immunothrombosen bewifkéh Bei schweren COW®-
Erkrankungen entwickelt sich auf Grund der Dysregulation der Inothuwmbosen, der abnormalen
ZytokinAntwort™® und der exzessiven thromboinflammatorischer Aktivierung ein systemischer
prothrombotischer Zustand, der sich in der Bildung multipler milrad makrovaskularer Thrombosen
manifestiert und zu lebensbedrohlichen kardiovaskuldren Ereignissen flhren (Rébidung4c,

d)02L

Die Immumthrombose bei COVHDO wird vermutlich maRgeblich durch eine Entziindung des
Lungenendothels (COVI®-assoziierte endotheliale Dysfunktion) ausgeldablfildung 4b)20-21.5%
Neben den Alveolarepithelzellen exprimieren auch vaskulare Endothelzellen den Angiotensin
ConvertingEnzym 2 (ACERezeptor, welcher dem Virus als Zelleintrittsrezeptor dfe@bbildung

4a). Das Eindringen von SABR®/2 in Endothelzellen fihrt mdglicherweise zu deren Aktivierung und
zur Freisetzung von vWF. Dadurch werden Thrombozyten und Neutrophile an den Ort der
Endothelaktivierung rekrutiert und stimulieren sich gegenseitig. Gleitthaginnten Thrombozyten
durch Beteiligung von Mitogeaktivierter Proteinkinase (MAPK) und Interfermduziertem
Transmembranprotein 3 (IFITM3) aktiviert werden. Aktivierte Thrombozyten kdnnten wiederum die
Freisetzung von NETs Uber direkte Interaktion vRSelektin mit dem fSelektinGlykoprotein
Liganden 1 (PSGL1) induziefemMeutrophile sind auch an der akuten Lungenschadigung beteiligt,
indem sie innerhalb des Lungengewebes Lungenepithelzellen zerst#@bdildung4b)>3. Durch die

von NETSs induzierten mikrovaskularen Thrombosen und den zerstorten alveBlgitbelzellen, wird

der pulmonale Gasaustausch beeintrachtigt und das Lungenversagen verschlimmert.

Das durch die Virusinfektion entstandene entziindliche Umfeld bewirkt die Hochregulation von TF auf
Endothelzellen und Neutrophilen, was die Gerinnungskaskade in der Lunge veéf$tarkdes
Weiteren konnte beobachtet werden, dass die Thrombozyten von Patienten mit schwerem-C®VID
einen hyperreaktiven Phanotyp aufweisen und daher mit Neutrophilen Aggregate bilden, wodurch

NETose ausgelost wifd®.
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1.2.6Zirkadiane Rhythmen und Reifung der Neutrophilen

Neutrophile Granulozytenreifen in der mehrstufigen Granulopoeseheran, wobei aus
hamatopoetischen Stammzellerrunachst GranulozytelMakrophagerVorlauferzellen (GMPSs)
entstehen, aus denen wiederum neutrophMarlauferzellen (mNeu)gebildet werden. Bei Mausen
sind preNeu vermutlich vor allem tber dig6G und CD117%Marker von den anderen Reifestadien im
Knochenmark unterscheidtf&r Man nimmt an, dass sichiedpreNeu erstin nicht-proliferierende
unreife (immature) Neutrophile (CXCR2D101) und anschlieRend irreife (mature) Neutrophile
(CXCREZD101) differenziererf®. Typischerweise handelt es sich bei maturen Neutrophile um Zellen
mit hoher Dichte und bei immaturen Neutrophilen um Zellen mit niedriger Dichte. In kranken
Individuen kénnen allerdings sowohl mature Neutrophile mit hoher als auch mit niedrigerer Dichte
vorkommerf?,

Im Anschluss an die Reifung werden die Neutrophilen schlie3lich aus dem Knochenmark freigesetzt
(Abbildung 5)%°. Die Freisetzung deNeutrophilen aus dem Knochenmarkrfolgt in zirkadianen
Rhythmen sodass die Anzahl von Neutrophilen im Blutkreislauf tageabgiéngigen Schwankungen

unterlieg®2®*. Dabei haben Neutrophile unter homoostatischen Bedingungen eine Verweildauer von
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unter einem Tag bis zu mehreren Tagemlér Zirkulatiof*®3. Diese Regulationsmechanismen stellen
unter anderen einen Schutz des Gewebes vor den von Neutrophilen freigesetzten reaktiven
ANu EeS}((*% 1] « ~bE S]A }AECP v *% - bzwZ ldfektisrisherds dars Nachp v P e
Alterung in der Zirkulation und Peripherie scheiden sie in das Knochenmark, die Milz, die Lunge oder
die Leber aug®.

Neutrophileexprimieren sowohl beim Menschen als auch bei der Maus den CRERptoy der fur

ihren zirkadianen Lebenszyklus wesentlich ist: Neutrophile des Knochenmarks exprinmeren
Gegensatz zu zirkulierenden Neutrophileshe Mengernvon CXCR4urch die Interaktion von CXCR4

mit seinem Liganden CXCL12 wird ein grof3er Pool von Neutrophilen im Knochenmark und in der Milz
zuriickgehalten. & CXCRRezepor ist ein Antagonist vol€XCR4ind fordertsomit die Freisetzung

von Neutrophilen aus dem Knochenm#rkZirkulierende mature Neutrophile exprimieren die
Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 und werden Horrentrationsgadienten verschiedener Zytokine

zur Extravasation ins entziindete Gewebe gelenkt. Dort entfalten sie ihre Effektoraktivitatedigwie
Freisetzung voROSund NETs zuBekampfung deKrankheitserregéf.

Im Zuge des Alterungsprozesses kommt es bei Neutrophilen in der Zirkulation zu einer Hochregulation
von CXCR#yodurch sie den CXCL&adienten folgendnisKknochenmark oder in andere Organe, wie

der Milz und der Leberausgeschieden werden udort phagozytierzuwerden odetbeispielsweisén

der Lungeals spezialisiertes Reservoir verbleibéh Bei diesemReservoir aralten Neutrophilen

scheint es sich um eine bedeutsame physiologische Funktionseinheit zu H&ndeln

Die Expressionszunahme von CX@&4Neutrophilen kann durch Interaktion mit PAMPs ausgeltst
werderf’. Dahewird beizirkulierenden Neutrophilen infizierter Patienten einéhereExpression von
CXCR4 nachgewiesen verglichen mit gesunden Prob&ndéit zunehmenderAlterung weisen
Neutrophile einen pranflammatorischen Phanotyp auf und besitzeime gesteigerte Fahigkeit zur
Bekampfung der Krankheitserreger, jedoch ist ihre Fahigkeit zur Extravasattas entziindete
Gewebe verringeffe8¢°,

Als Reaktion auf Stress, ausgeldst durch schwere Infektionen, Trauma oder Krebs, kommt es sowohl
bei Mausen als auch bei Menschen zu einer Ne@adinulopoese, um den steigenden Bedarf an
Neutrophilen zu decken, in dessen Verlauf immature Neutrophile verstarkt aus dem Knochenmark

freigesetztwerderfo%,
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1.3 Die Funktion von-Helferzellerbei systemische Infektionen

1.3.1 Charakterisierung vonHelferzellsubtypen

Die verschiedeneii-Helferzellsubtypen entstehedann wenn naive ¥Zellen aktiviert werden und

sich zu Effektorzellen entwickeln. Ublicherweise gelangen na&edl@n nach ihrer Reifung im Thymus

ins Blut und zirkulieren anschlieRend zwischen Blutgefal3en und sekundarem Lymphgewebe (Milz,
Lymphknoten, Mukosassoziiertes lymphatisches Gewebe (MALT)) bis ihnen schlie3lich das fur ihren
T-ZelkZ 1 %3}E ~bd 00 E %3}EZU d Ze« +%MHGlIR&EZeptov Eierv ° E
antigenprasentierenden Zelle (APC), wie der déisghen Zelle (DC), prasentiert wirdibbildung6).

Bei gleichzeitiger Prasentation von -stimulierenden Molekilen, wie PAMPs, wird dieZdlle

CP % EJud”® pv A E-zelizche]des ly@plaatischen Orgdhdvahrend des Kontakts mit
APCs machen dieZellen Veranderungen durch, die als "Blasting" bezeichnet werden: Sie nehmen an
GroRRe zu, erhdhen ihren GesaRNAGehalt um das 3@ache, verdoppeln ihren Proteingehalt und
verandern ihren Stoffwechsel, bevoesiach etwa einem Tag beginnsichzu FEffektorzellen oder
T-Gedachtniszellen, mit identischer Spezifitat fur ein bestimmtes Antipedifferenzieren und zu
proliferieren (klonale Expansiofiji. Danach verlassen die Zellen den Lymphknoten und zirkulieren im

Blutkreislauf. Aus den JEffektorzellen koénnen sich ebenfalls Gedachtniszellen- (T
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Effektorgedachtniszellen &) und zentrale Gedachtniszellen c()) entwickeln, die zwischen
BlutgefaRen und Lymphsystem zirkulieren. Bei akuter Infektion kénnen siglwi€der zu T

Effektorzellerzuriiclentwickelrf273,
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Abbildung6 t Priming von naiven CDZ%-Zellen (erstellt mibiorender.com)

Die héaufigsten Subpopulationen der CDH4Effektorzellen sind Thl Th2, Thl17Zellen, sowie
regulatorische Zellen (Treg) und follikulareHelferzellen (TfH

Die genannten Zellsubpopulation setzen jeweils subtypeezifische Zytokine frei und unterscheiden
sich jeweils durch ihre unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften:Z&dén unterstitzenvor

allem Makrophagen in der Beseitigung von phagozytierten Pathogenen wie bestimmten Viren
Protozoen und intrazellulare Bakteriehh2Zellen verstarken dagegen die Reaktion von eosinophilen
Granulozyten und Mastzellen auf extrazellulare Parasiten. ‘Hellén entstehen Ublicherweise als
Reaktion auf die Infektion mit extrazellularen Bakterien oder Pilzen und verstarken vor allem
Neurophile in der Beseitigung der Erreger. Zusatzlich aktivieren -Ziellén auch Uber bestimmte
Zytokine die mikrobizide Funktion barrierebildender Epithelzellen des Verdauungstrakts, der
Atemwege, des Urogenitaltréd sowie der Hadf. Die Hauptaufgabe der TiEellen besteht in der
Aktivierung von naiven-Bellen, sodass diese sich zu antikérperproduzierenden Plasmazellen-oder B
Gedachtniszellen differenzieren. Damit eine naiv@ele aktiviert wird, ist neben Bindung des
Antigens eie CoStimulation durch eine Ttelle, welche an deAntigen:MHGI-Komplex der Eelle
binden, oder in Ausnahmefallen durch PAMPs wie LPS zwingend notendig

E v vd(, ]Jv Vv >Cu%ZIlv}sS vU (]Jv Vv ] Z ]v E Tflo (c§iH)Edigo 3]}v b
ebenso die Antikorperbildung durchZllen forder® und funktionell eine Art Gedachtniszelle der
TfH bilderl®”’. Bei viralen Infektionen korreliert die Anzahl gebildeter Antikérper mit der Menge an
CTfH im BIUf".

TregZellen entwickeln sich entweder im Thymus (nTreg) oder, sofern kein Krankheitserreger
vorhanden ist, wird ihre Differenzierung in der Peripherie (Blutkreislauf oder
Darmschleimhautgewebe) induziert (iTrég)Die Funktionsweise der Tr&glle besteht in der
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Blockade von Immunreaktionen andererZéllen: Hierfir binden sie beispielsweise an APCs mit
hoherer Affinitdt und verhindern so die Bindung de&lferzellen an APCs. Gleichzeitig hemmen sie
die Expression von MH@olekilen und weiteren catimulierendenMolekilen, sodass das Priming
der THelferzellen durch die APCs verhindert wird. Auch blockieren sie die Ausschittung
proinflammatorischer Zytokine durch APCs, sodass die Reaktion der Effektorzellen beeintrachtigt wird,
und produzieren immunsuppressivetdkine, die die Proliferation andererHelferzellen hemmef.
Beilnfektionen wurde auch eine Gruppe unkonventioneller innatételferzellen beschrieben, die bei
Aktivierung schnell, das heif3t in un26tunden, reagieren und als Briicke zwischen dem innaten und
dem adaptiven Immunsystem fungief@nDie innaten Zellen zirkulieren nach ihrer Entwicklung im
Thymus in der Peripherie und halten sich vor allem in den Blutgefé@eimeber und Lunge auf. Im
Gegensatz zden adaptiven Zellenverbringen sie nur kurze Zeit den Lymphknotefl. Innerhalb

der Gruppe der innaten-Zellen werder8 Hauptpopulationen unterschieden: invariante Natrliehe
KillerT-Zellen (NKEZellen), Mukosassoziierte invariante -Zellen (MAIT) undvw-Zellen. Im
Gegensatz zu den konventionellen, adaptiveBellen erkennen die innaten-Zellen Antigene, die
ihnen prasentiert werden,nicht Uber den MH@l-Komplex. NKTund MAIFZellen reagieren
stattdessermuf Prasentation von Antigenen Uber dRezeptorenCD1d bzw. MRder APCswahrend

v wi-Zellen Antigene lUbaten CD1eRezeptoerkennen Alternativ knnerinnate FZellenauch durch
Zytokine, die von anderen Immunzellen freigesetzt worden sikiiviert werderf®: Sowohl NKZellen

als auch MAIEellen spielen vor allem in der Frihphase baktenialled viraler Infektionen eine
bedeutsame Rolle und sind fiir das Uberleben oder das Vermeiden eines schweren Infektionsverlaufs
unerlasslicf®’.

Bei einem gesunden Menschen machen M2&Tlen etwa 5% der zirkulierendefZ€&llenaus(25% der
hepatischen ¥Zellen). Im Gegensatz dazu sind M€llen beim Menschen selten (etwa 0,1%). Mause
dagegen haben eine groRerdnteilNKTFZellen (etwa 1%; 30% der hepatischefellen) und dagegen

nur wenige MAI3Zellen (bis zu 0.1%). Im Falle einer Infektion andern sich diese Anteile’t&ide

1.3.2 Die Funktion von Immunkomplexen
Bei jeder Antikorperreaktion kommt es zur Bildung von Immunkompleieartigen:Antikorper
Komplex§®. Zirkulierende Immunkomplexe Kjl werden als Reaktion auf Infektionenind
Gewebeverletzungen kontinuierlich produziemd verursachen eine Entziindungsreaktibhierbei
reagiert etwa die5-fache Menge an Antikdrpern mit Antige(Gewichtsverhaltnisy. GroRere
Aggregate aktivieren das Komplementsystem und werden schnell von Phagozyten beseitigt. Kleinere
Aggregateverden beiAntigeniberschusgebildetund lagern sich oft aden GefaRwanden alEine
exzessive HAkkumulation ist dagegen mit dem Auftreten verschiedener Autoimmunerkrankungen
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verbunden Leukozyten binden IK Ub&tcvRezeptoen auf der Zelloberflache und werden dadurch
aktiviert, wasaucheine Schadigung &s umliegende Gewebe verursachen kaih FcvRezeptoen
werden von zahlreichen Zellen exprimiert, darunter Monozytdtiakrophagen, Neutrophile,
EosinophileDCsund BZellerf*.

SobaldK, bestehend augGund Antigenen,A } v &Rezeptoren erkannt werden, kommt es iber die
entstandene Quervernetzung zur Internalisierung und daruitAktivierungeiner nachgeschalteter
SignalkaskadeDie Internalisierung ist die Voraussetzung, da8Cs das im IK enthaltene Antigen
anderen Zellen, wie-Zellen prasentieren kénnen. Die Prasentatsiahigkeitvon Antigenen durch
APCs ist bei einer Aufnahme des Antigens in eiléim Vergleich zur Aufnahme des Antigens ohne
Komplex deutlichverbesset. Auch scheint in bestimten Fallen die Aktivierung derZellen durch
APCs effektiver zu verlfan®’. Die Aufnahme von IK kann durch Blockade desl-Fand Folll-
Rezeptors (CD16/32) mittels Antikorper effektiv verhindert wefden

1.3.3Die Bedeutung ddfupfferZellenin der Frihphase der Immunabwehr
Lebermakrophagesind éne heterogene Populatioaus densich selbst erneuernden, im Gewebe
ansassigen Phagozytarden so genannten Kupffetellen t und den Makrophagen, welche aus der
Peritonealh6hle oder dem Knochenmark rekrutiert wertfenDabei handelt es sich bei den
Kupfferzellenum die groRte Population von Gewebsmakrophagen im ganzen Konpgifekzellen
spielen eine entscheidende Rolle bei der angeborenen Immunantwort; ihre Lokalisierung im
hepatischen Sinusoid ermdglicht ihnen eine effiziente Phagozytierung von Krankheitserregern, die aus
dem portalen oder arteriellen Kreislauf eindringen. Kupf#eilen dienen auch als erste
Verteidigungslinie gegen Partikel und immunreaktives Material, das aus dem Gastrointestinaltrakt
Uber den potalen Kreislauf eindringt, und kénnen als letzte Komponente der Darmbarrierefunktion

betrachtet werdef*.

1.4 Migrationsverhalten von-Helferzellen

In allen Lebensstadien der-ZEllen ist ihre Fahigkeit zur (Traidigration von entscheidender
Bedeutung, und zwar vom Eintritt desZEIFVorlaufer in den Thymus Uber den Eintritt naiveZdllen

in die Lymphknoten bis hin zur (Tra)Migration (Extravestion) von EffektoiT-Zellen aus der
Blutzirkulation in das Gewebe. Die Transmigration erfolgt iber einen mehrstufigen Weg, der das Rollen
der Lymphozyten, die Aktivierung, die feste Adhasion und die Transmig(@&@iapedese) umfasst
(Abbildung?). Hierbei wird jeder Schritt durch Wechselwirkungen zwischen Adhasionsmolektlen oder

Chemokinrezeptoren, die auf derZElloberflache exprimiert werden, und ihren Liganden, die auf
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Endothelzellen der GefaBwand exprimiert werden, regufért®’. Der Prozess lauft folgendermafien

ab:

Rollen: Aufgrund der Entzindung kommt es zur Bindung detelle Uber iSelektin an
endothelspezifische Adressine, sodass lose Wechselwirkungen entstehetasitellen auf
der Endotheloberflache ermoglichen.Selektin und Eelektin werden annfektionsherd auf

der Endotheloberflache exprimiert und lotsen so die Zellen zum infizierten Gewebe.

. Aktivierung: Chemokiné | E IZ u}l]v o]P v 1izZ ~ >vorlkeniziGeeten

Endothel ausgeschittet und bewirken so eine Konfirmationsanderung der auf-defieh
exprimiertenRezeptoren wigler B-C chemokine receptor typeZCCRY. Dies fuhrt zu deren

Aktivierung.

. Adhésion: Aufgrund der Konfirmationséanderung kommt es zu einer Zunahme der Affinitat der

T-Zelt/v§ P E]vlymbhocyte function e+} ] & v §] LPAL) dnd CD11a:CD18 fir
die Adhasionsmolekile auf dem Endothel vdas interzellulare Zelladhasionsmolekil 1
~lw§ E oopo E Z *]}v ul}Db, sedass ies @dur/ fedben Adhasion kommt. Dabei
kann LFAL auch von ICAM der Endothelzellen gebunden werden. Bei Effektorzellen wird
zusétzlich odealternativ zu LFA p Z  « /v PE]v bAnBLZ oedBexpnmnigR
VLA4 bindetanb A po E o0 Z ]} VCAME)der hitivigrtenEndothelzelle. Uber
LFAL:ICAM1 kann auch die Adhasion de#ZElle an APC stattfinden, was die Differenzierung
der TZelle anregt

Kriechen (Crawling Wéahrend Interaktionemit hoher Affinitat fur die Adhasion notwendig
sind, ermoglicht die anschlieRende konstitutive Expression vorlLLRA mittlerer Affinitat
das teilweise Ablosen der Zelle vom Endothel, sodass ein kriechende Fortbewegung tber das
Endothel moglich ist. Diesermdglicht die Fortbewegung bis zu einer geeigneten
Extravasationstelle und fuhrt gleichzeitig die Zelle Chemgé&steuert naher an ihren Zielort.
Diapedese: AnschlieRend folgen dieZdllen bestimmten Chemokingradienten (CCL21,
CXCL12) um die Endothelwand zu durchdriff&n
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(1) Rolling (2) Activation (3)Adhesion (5) Diapedesis

* mediated by selectins e mediated by chemokines + " * mediated by chemokines
Crawling

e mediated by integrins

—

Na Ny
—
L-Selectin
S v CCLZL W CCR7
i i g 8

Addressins

Tissue

Abbildung7 t Migration vonT-Zellen ins Zielgewebe (erstellt mit biorender.cdemplate modifiziert nach®d)

1.5 Zielsetzungen
Mit der vorliegenden Promotionsarbeit sollen Antworten auf folgende Fragen gefunden werden:
1. Welche Funktion haben dieHelferzellen bei systemischen Infektionen im Zusammenhang mit
der Immunothrombose?
2. Ist das Bewegungsverhalten vorHElferzellen in der Lebermikrozirkulation abhangig von
Fibrindeposition?
3. Inwieweit interagieren FHelferzellen mitKim Rahmen systemischer Infektionen?
4. Welche Rolle haben-Helferzellen im fortgeschrittenen systemischen Infektionsverlauf?
5. Hat das Alter des Individuums Einfluss auf die Koagulationsantwort bei systemischen
bakteriellen und viralen Infektionen?
6. Welchen Phanotyp tragen Neutrophile bei systemischen Infektioned wie ist der

Zusammenhang mit dem Alter des Individu®ms
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[1. Material

2.1 Technische Ausstattung und Geréate

Autoklav, V>95
Analysenwaagd-A 214i

Biologische Sicherheitswerkbank
MSC Advantagéype 1.2
Brutschrank/ Inkubator, Serie C

Durchflusszytometsche AnalysdSRFortessa
mit 355nm,405 nm, 488 nm561 nm

und 640 nm-Lasern

Durchflusszytometsiche Zellsortierung
FACSAria Il mit den Lasern 405 nm, 488 nm
und 633 nm

Gefrierschrank-80°C, HERA freeze

InkubationshaubeUnihood 550

IsofluranVerdampfersystenmit Induktions
kammer, UniVet Narkosesystem
Konfokales LasermikroskdpSM 510 Meta

Konfokaled.asernikroskop SP8X WLL
(Core Facility Bioimaging, LMU)
Konfokaled.asernikroskop TCS SP8
(Core Facility Bioimaging, LMU)
Kryotom,CM3050 Cryostat

Kihlschrank, +4°C und Gefrierschrak’C,
Liebherr Profline
Lichtmikroskop, Axiovert 100

Magnetrihrer, IKA MAG®RCT
Magnetseparator, MidiMACS

Mikropipetten,

fUA ...oU i1 ...oU Ti ...oU Tii ..
Mikroplatten-Reader, SpextraMax® Paradigm

Multiphotonen-Mikroskop
mit

Systec GmbH und Co. KG (Linden, D)
VWR International (Radnor, USA)

Thermo Fisher Scientifinc. (Waltham USA

Binder GmbH (Tuttlingel)

BD Bioscience (Heidelberg D)

BD Bioscience (Heidelberg D)

Kendro laboratory Produc{$lanau,

UniEquip Laborgeratebaund Vertriebs GmbH

(Planegg, b
GropplerMedizintechnik DeggendorfD)

Carl Zeiss GmbH (Jena, D)

Leica Biosystems (Wetzlar, D)
Leica Biosystems (Wetzlar, D)

Leica Biosystems (Wetzlar, D)

Liebherrinternational Deutschland GmbH
(Bieberach an der Ri3) D
Carl Zeiss GmbH (Jena, D)

IKA GmbH & Co. KG (Staufen, D)
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)

Eppendorf AG (Hamburg, D)

Molecular Devices (San Jose, USA)

LaVision BioTec GmbH (Bielefeld, Germany)
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Ti:SalLaser Chameleon Ultra Il (Laserklasse 4 Coherent (Parkland, USA)

Neubauer Zahlkammer, Improved
pHMeter, HI221

Pipettierhilfe, Pipetboy 2

Precellys 24 (Lyse und Homogenisierung)

RestrainerSet

Schittler, KS 250

Taumler

Tischzentrifuge, Centrifuge 5415
Vortexer, Vortex Genie 2

Waage, Balance MC1 LC 620 S
Wasserbad, Julabo U3

Zentrifugen (Mikro 22R/ Rotina 35R/
Universal 32)

Tabellel t Technische Ausstattung und Geréate

2.2 Verbrauchsmaterialien

96-Well Mikrotiter-Platte, Flachboden,
Corning"

Adhasionsobjekttrager, Superfrd¥tPlus
Ausplattierspatel

Butterfly-Kanile, Safetultifly®, 21G

Super PAP Pen, Liquid Blocker Mini

Deckglaser24 x 50 mm

Brand GmbH & Co. KG (Wertheim, D)
HANNA Instuments (Québec, Canada)
IntegraBioscience AG (Biebertal, D)
Peqglab (Erlangen, D)

Labart (Waldbuttelbrunn, D)

IKA GmbH & Co. KG (Staufen, D)

Eppendorf AG (Hamburg, D)
Bender & Hobein AG (Zurich, Switzerland)

Sartorius Lab Instruments GmbH & Co.KG
(Géttingen, D)

Julabo Labortechnik GmbH

(Allentown, USA)

Hettich GmbH & Co. KG (Tuttlingen, D)

Corning Inc. Life Sciences (SchigRigk, NL)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)
Epredia (Kalamazoo, USA)

VWR International GmbH (Darmstadt, D)
Sarstedt AG & Co. (Numbrecht, D)

Science Service GmbH (Minchen, D)

Thermo Fisher Scientifinc. (Waltham USA
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Einmalspritzen, steril, zweiteilig, BD Bioscience (Heidelberg D)
2 ml/ 5ml/ 10 ml

EinwegskalpellFeather® Feather Safety Razor

(OhyodeMinami, JPN)
InjektionsspritzeSpritze Injekt@, B. Braun Deutschland GmbH & Co. KG
1ml (Melsungen, p
Kanulen, Microlanc#' 3, 26G/ 30G BD Bioscience (Heidelberg D)
Katheterschlauch, Polyethylen Smith Medical (Plymouth, USA)/
(0.28 ID, 0.61 OD) Warner Instruments (Holliston, USA)

Kryoeinbettformen TissueTek® Crymold® Sakura Finetek Germany Gmbbinkirch, D)

Kivetten, farblos Sarstedt AG & CNUmbrecht, D
Mikrotom- und Kryostaklingen Leica Biosystems (Wetzlar, D)
PetrischalePS steril Greiner BiesOneGmbH KremsmiinsterQ)

Pipetten 6erologisch, Wattestopf5 ml/ 10 ml  Omnilabs GmbH CKG (BremerD)

Pipettenspitzen (mit Filter; DNase/RNései) Biozym Scientific Gmb{Hessisch Oldendorf, O
25/ i1 /200uf 1000 pi oder Sarstedt AG & Co. (Numbrecht, D)

Reaktionsgefald (2 ml) Peqglab (Erlangen, D)
mit Bulk Beads (2.8 mm, Zirkonoxid)

ReaktionsgefafEasyCap, steril, 0.5 ml/ 1.5 ml Omnilab GmbH & Co. KG (Bremen, D)

ReaktionsgefafiSafelLock, steril, 1.5 ml/ 2 ml  Eppendorf AG (Hamburg, D)

Selektionsséaulen, LS Column Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
Zellsieb, Falcon® 4@n/ 100 um Corning IncLife Sciences

(SchipholRijk, N
Zentrifugenréhrchepkonisch, 15m50ml Corning IncLife SciencetSchipholRijk, NL)/

Sarstedt AG & CdUmbrecht, Oy
Greiner BieOneGmbH KremsmiinsterQ)

Tabelle2 tVerbrauchsmaterialien
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2.3 Chemikalien und Reagenzien

Ammoniumchlorid (NECI)

Ampicillin

BactdMAgar

t-Mercaptoethanol

Bovines Serum Album{iBSA)
Chromogenes SubstraChromogenix 2302
Dade® Innovin® (TF)

Dimethylsulfoxide (DMS@)r Zellkultur
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(N&HPQ 2H:0)

DNAse |

HO He WZ}e%Z §  p(RBS),

steril

EDTA

Eindeckmedium mit DAPFluoroshield
Ethanol

Fentanyl

Fibrinogen ausiumarplasma 50-70% Protein
FITGDextran 2000 kDA

fotales KéalberserunFBS)

Gibcoj RPMI Medium 1640 (1x)

+ GlutaAX™-|
Hefeextrakt

i

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

SigmaAldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)

BD Bioscience (Heidelberg D)

SigmaAldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)

SigmaAldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)

Diapharma Group, Inc. (West Chester, USA)

Siemens Healthcare Gmli§Brlangen, D)

PAN Biotech GmbH (Aidenbach, D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

Roche Holding (Basel, CH)

SigmaAldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)

SigmaAldrich GmbH (St. Louis, USA)

Abcam plc (Cambridge, UK)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

CuraMedPharma GmbKMinchen,D)

SigmaAldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)

SigmaAldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientifinc. (Waltham USA

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
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HEPES

Isofluran CP 1 mi/ml
Kaliumchlorid KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KIPQ)
Kaliumhydrogencarbonat (KHgO
KalziumchlorieDihydrat CaGRHO
Kaolin

Kollagenase (Libera%§
KryoeibettmediumO©.C.T Tissue Tk
Compound

LPS, E. Coli 0111:B4

Medetomidin

Midazolam

Natriumchlorid

Natriumcitrat Trihydrat (CECOOBH:O)
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
(NaHPQ H0)

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natronhydroxid (NaOHRlatzchen
Paraformaldehyd

Rivaroxaban

Roti® Histol

Salzsaure 37 %, reinst

Succrose

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
CPRPharma Handelsgesellschaft mbH (Burgdc
D)

Merck KGaA (Darmstadt, D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D
SigmaAldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)
Roche Holding (Basel, CH)

Sakura Finetek Germany GmbH (Umkirch
D)

SigmaAldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)
KG Pfize(Karlsruhe, D)

RatiopharmGmbH Ulm, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Merck KGaA (Darmstadt, D)

Merck KGaA (Darmstadt, D)

SigmaAldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
SigmaAldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)
Santa Cruz Biotechnology, lipallas USA)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

SigmaAldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)
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TCLEPuffer, 2X
ThrombinausHumarplasma

TrisBase (@hiNGs)

TrisHCI (GH1:NG; HCI)

Triton™ X-100

Trypanblau

Trypton'Pepton aus Casein

Tween 20

Viabilitatsfarbstoff eFluorj 780, fixierbar
Viabilitatsfarbstoff, SYTQXOrange
Dead Cell Stain
Zelmarker,CellTrackef Red CMTPRye

Ziegenserum

ZnCl

Tabelle3 t Chemikalien und Reagenzien

2.4 Hergestellte Puffer und Lésungen
4% PFA.0sung, neutragjepufferte

(1:1, 8% PFA und 0.2 M PhospRaiffer)

ErythrozytenLysepuffer

FACSuffer

Quiagen N. V. (Hilden, D)

SigmaAldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
SigmaAldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)
eBiosciencg, Invitrogenj,

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, YSA
Invitrogenj, Thermo Fisher Scientific Inc.

(Waltham, USA
Thermo Fisher Scientifinc. (Waltham USA
SigmaAldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)

AppliChem (Darmstadt, D)

8% PFA (w/v) NaHPQ 10.99
NaRPQ 3.2g

in 0.5l dest. kD in 0.5l dest. kD, pH
7.4

150 mM NHCI

10 mM KHC®

0.1 mM EDTA

in 11 dest. KO, pH 7.4
0.5% BSA (w/v)

2mM EDTA

in 1l sterilem PBS, pH 7.4
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1X PBS

Reaktionspuffer

1XTBS

TrisEDTAPuffer

Tabelle4 t Hergestellte Puffer und Losungen

2.5 Verwendete Kits
Artikel

NaCl 8g

KHPQ 0,29

NaHPQ 2H20 1,429
KCI0,2g

in 11 sterilem PBS, pH 7.4
20 mM HEPES

100 mM NacCl

in 11 dest. KO, pH 7.4
TrisBase2.4g

88g NacCl

in 1l dest. KO, pH 7.4
10 mM TrisBase

1 mM EDTA

0,05% Tween 20

in 11 dest. KO, pH 9

Hersteller

Antibody Labeling Kit mit Alexa FIi%r

CD115 MicroBead Kit (Maus)
130096-354
CD4 T-Zell Isolationski(Maus)
130-104-454

Tabelle5 - Verwendete Kits

2.6 Verwendete Antikorper

Klon/
Immunogen,
Wirt

Antikorper
(Wirt)

ryi zi SAO011F11,
Maus

r Cl6 Ag15519,
Kaninchen

r " polyklonal,
Kaninchen

Thermo Fisher Scientifinc. (Waltham
USA
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)

Hersteller Verwendung

Biolegend'San Diego, USA) FACSSorting
Proteintech Group (Rosemont, USZ IHC, prim. AK.

SigmaAldrich®, Merck KGaA IK
(Darmstadt, D)

34



r iifA(cfms)
r iio
rCD11b

rCD16/32

rb pel ,pu

r oéa

rcitH3, citrulline
R2+R8+KY)
ryi zZi
ry=z=2zao
ry-zZn

r&oloi

REA301
rek. Human
AF598
Ratte
3C11,
Ratte
M1/70,
Ratte
2.4G2,
Ratte

6D5

Ratte
Ag27828
Kaninchen
IC/70A
Maus
38C03
Maus
GK1.5
Ratte
GK1.5
Ratte
polyklonal
Kaninchen
polyklonal,
Kaninchen
REA737,
rek. Human
537.3
Ratte
polyklonal
Ziege
53-6.7,
Ratte
polyklonal,
Kaninchen
polyklonal,
Kaninchen
L276F12
Ratte
cicz,
Kaninchen
BMS,

Ratte

Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, D)

eBiosciencg, Invitrogenj, Thermo
Fisher Scientifilnc. (Waltham USA

Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach, D)

Biolegend (San Diego, USA)

BD Bioscience (Heidelberg D)
Southern Biotech (Birmingham, US
Proteintech GrougRosemont, USA)
Abcam plc (Cambridge, UK)
Invitrogenj, Thermo Fisher Scientifi
Inc.(Waltham USA

Biolegend (San Diego, USA)
Biorbyt CambridgeJK)

Bioss Antibodies (Woburn, USA)
Proteintech GrougRosemont, USA)
Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach, D)
eBioscienceg, Invitrogenj, Thermo
Fisher Scientifitnc. (Waltham USA
R & D Systems (Minneapolis,A)S
eBioscienceg, Invitrogenj, Thermo
Fisher Scientifilnc. (Waltham USA
Abcam plc (Cambridge, UK)
Abcam plc (Cambridge, UK)
Biolegend (San Diego, USA)

GeneTex (Irvine, USA)

Biolegend (San Diego, USA)
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FACS\nalyse
IHC, prim. AK
FACS\nalyse
FACS\nalyse
Tierversuch
IHC, prim. AK
IHC, prim. AK.
IHC, prim. AK
IHC, prim. AK
Tierversuch
IHC, prim. AK.
IHC, prim. AK
IHC, prim. AK
FACS\nalyse
IHC, prim. AK
IHC, prim. AK
IHC, prim. AK
IHC, prim. AK.
IHC, prim. AK
FACS\nalyse

IHC, prim. AK

IHC, prim. AK.



rFibrin (Ilt-Kette),

rMaus/ Human

r&] €gw, uu v

r OXB

rigG1bf

rigG2af
rigG2bf

r/s2

r< vljv Z v /P'U
Fluorj 488/ 546/ 594/

647
rLFAL

r>WE coli0157)

r>Cco
rLyeG

r>co'

rMaus 1gG, Alexa Flugr
488/ 555/ 594/ 647
rDWKU rD pel ,p

rPAHL

rW-fU rD pel ,pu

rw i

rRatte 1gG, Alexa Flugr
488/ 546/ 594/ 647

rzKzZvd

NYB T2G1
Maus
monoklonal,
Maus
Agl7571
Kaninchen
1A121D9
Maus
monoklonal,
Maus

monoklonal,
Ratte
monoklonal,
Ratte
polyklonal
Kaninchen
polyklonal,
Ziege

M17/4,
Ratte
polyklonal,
Ziege
ERMP2Q
Ratte
REA526
rek. Human
1A8

Ratte
polyklonal,
Ziege
polyklional,
Kaninchen
MA-33H1F7
Maus

Ag22411
Maus
Agl12470
Maus
polyklonal,
Ziege
polyklonal
Kaninchen

WAKChemie Medical GmbH
(Steinbach, Germany)
Loxo GmbH (Dossenheim D)

Proteintech GrougRosemont, USA)

Invitrogenj, Thermo Fisher Scientifi
Inc.(Waltham USA

Prof. Paul Declerck (Laboratory for
Therapeutic and Diagnostic
Antibodies KU LeuvenB)

BioXcell (Lebanon, USA)

Biolegend (San Diego, USA)

Abcam plc (Cambridge, UK)

Thermo Fisher Scientifinc.
(Waltham USA

BioXcell (Lebanon, USA)
GeneTex (Irvine, USA)

Invitrogenj, Thermo Fisher Scientifi
Inc.(Waltham USA

Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach, D)

Biolegend (San Diego, USA)

Thermo Fisher Scientifinc.

(Waltham USA
Thermo Fisher Scientifinc.

(Waltham USA

Prof. Paul Declerck (Laboratory for
Therapeutic and Diagnostic
Antibodies KU LeuvenB)
Proteintech GrougRosemont, USA)

Proteintech GrougRosemont, USA)
Thermo Fisher Scientifinc.
(Waltham USA

Biorbyt CambridgelJK)
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IHC, prim. AK

IHC, prim. AK.

IHC, prim. AK

IHC, prim. AK

Tierversuch

Tierversuch

Tierversuch

IHC, prim. AK

IHC, sek. AK

Tierversuch
IHC, prim. AK.
IHC, prim. AK
FACSsorting
FACS\nalysé
IHC, prim. AK
IHC, sek. AK

IHC, prim. AK

Tierversuch

IHC, prim. AK

IHC, prim. AK

IHC, sek. AK

IHC, prim. AK.



r~r§ ]8]v #34-2, MBL International\{Voburn; USA IHC, prim. AK

Ratte

rd § ~d Aflie AA160399, Antikoerperonline.de (Aachen, D) IHC, prim. AK
Kaninchen

ruvWwJ rD pel ,pu @ Agll813 Proteintech GrougRosemont, USA) IHC, prim. AK
Kaninchen

rZiege lgG, Alexa Flupr = polyklonal, = Thermo Fisher Scientifinc. IHC, sek. AK

488/ 555/ 594 Esel (Waltham USA

Tabelle6 tVerwendeteAntikérper
[°EIpvP VW & "W b(0o}A C3}u SECZU pE Z(ope+IiC3}lu $E]
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lll. Methoden

3.1. Tiermodelle und Tierversuche

3.1.1. Infektionsmodell

Um die Immunantwortwuf einesystemischdakterielleInfektion in Mausen zu untersuchen, wurden

diese mit dem Gramnegativen Bakterienstamnk. coli dem Grampositiven Bakterienstamn®.
pneumoniaeoder mit LPS ifiziert.

HierfirwurdenE. coldes Stamms DH5alpahne odemit Plasmid mit griin fluoreszierendeRrotein
(GFPund AmpicillinResistenz) tber Nacht bis zur spaten-®ise in LD Jpu ~ul$ iii ...Pluo
Ampicillin) bei 37°C unter konstante@hutteln kultiviert. Alternativ wurden deE coli Stamm
DHb5alpa ohne GHPasmid verwendet AnschlieBend wurden die Bakterieimal mit steriler
PhosphatP %op(( ES <} Ze+ o0lo,*uvP ~b% Z}*% Z b&i Ra@mtemperatupo [RTZU W e
gewascherf2700 g, Minuten) und die gtische Dichte gemessen, um die Bakterienzahl zu bestimmen
(ODyoo 1 C i A KBE/mI).

S. pneumoniae(Stamm D39gfp, Serotyp 2, pMV158GFP) wurde uns von Prof. Uwe Koédel
(Neurologische Klinik und PoliklinikMU Klinikum) zur Verfiigung geste8t. pneumoniaevurde in
DMEMGIutaMAX; Medium mit hohem Glukosegehalt, 10% hiipaktiviertem fétalem Kalberserum
(FBS)und 0,5 g/ml Tetracyclin kultiviert. Das bakterielle Inokulum wurde fur jede Charge durch
guantitative Ausplattierung von Bakterien auf Schafsilgarplatten bestimmt, anschlie3end wurden

die Bakterien bis zum Versuchsbeginn eingefroren.

LPS deg&. coliStamms O111:B4 wurde als lyophilisierkagverin sterilem Wasser gelost (5 mg/ml)

und mit sterilem PBS weiter verdinnt.

3.1.2Tierversuchsvorhaben

Fir die vorliegende Arbeit wurde als Modellorganismus die Hausrivaussrusculusgewahlt, welche

dem Menschen zu 95% genetisch ahtflWWeitere Vorteile in diesem Modellorganismus bestehen in
der raschen Generationenfolge, der einfachen Handelbarkeit des Tieres und der Verwendung von
Inzuchtlinien, sodass die naturliche biologische Varianz innerhalb einer Versuchsgruppe auf3erst gering
ist1, Der GroRteil der tierexperimentellen Untersuchungavurde am Wildtypstamm C57BL/6J
durchgefuhrt.Fur die Versuche wurden sowohl junge Tiere vonl8 Wochen verwendet (Charles
River), als auch alte Tiere von 22 Monaten, die der Zucht von Dr. DanielsV&@ginhorn ipstitute

of Developmental Geneticgjelmholtz Zentrum Minchgrentstammen.

Um den Einfluss von nicktassischen Monozyten auf den Verlauf von Immunothrombosen zu
untersuchen, wurden Nur77Mause verwendéfL. Die Tiere entstammten sowohl der Zucht von Prof.

Heinz Wiendl, Institut fir Translationale Neurologie, Universitatsklinikum Minster, als auch der Zucht
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Alv WE}(X VvAE} s] o &]Pu E} e cdZz v E (J& 2z« & Z ]Jv D}o
]Jeo e ¢ ~ ]Dhn"e~ Jv N vE] P} } u %BEr desenMEuBerkommbes auf Grund des
Mangels an Transkriptionsfaktor Nr4al zu einer unvollstandigen Differenzierung der Monozyten und
damit zu einem Fehlen von nieklassischen Monozyten in der Zirkulatin
Die Haltung der Tiere erfolgte unter den erforderlichen speziellen Hygienebedingungen in dafr
eingerichteten Raumen. Die Mause wurden in Gruppen von bisTiaren in individuell ventilierten
Kafigen oder Kafigschranken mit dualem Belilftungssystem gehalten. Die Fitterung und
Trinkwasserversorgung erfolgte ad libitum. Nestd Spielmaterial stand frei zur Verfigung. DerHell
DunkelRhythmus betrug zwolf Stued, zuséatzlich wurde Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit
konstant gehalten. Alle durchgefuhrteneifversuchsvorhaben waren zuvor von der Regierung von
Oberbayern genehmigt worden (AktenzeicHe@B55.22532.Vet 021542, ROB5-2-2532.Vet_02
20-133).

3.1.3 Vorbehandlung der Tiere
Infektion
Um die Bedeutung verschiedener Immunzellen fir dimmunothromboseim Rahmen einer
bakteriellen Infektion zu charakterisieren, wurde den Mausen Uber die SchwanBecwioder S.
pneumoniaeinjiziert. Dabei wurde die bakterielle Dosis gewahlt, dass eine systemische Infektion
mit mittelgradiger Belastung erzielt wurde ohne bleibende Schéden zu hinterlassen. Dies erméglicht
es die physiologische Immunantwort untersuchen zu kdnnen. Fir junge Mause wurde eine Dosis von
3.2 x 16 koloniebildenden Einheite(fKBEE coli eingesetzt, bei alten Mausesine Dosis von 2.95 x
10® KBE Fir die immunohistochemischen Untersuchungen wurde den Tierean@FRerte E. coli
injiziert, fir die MultiphotoneARD]JIE}*1}%] } & HE Z(ope++IC3}u SE]* Z hvs E-

CS}u $E&EC AJcdiohrte Fluoreszenklarkierung.Fur dieS. pneumoniaénfektion wurde bei
jungen Tieren eine Dosis von 1 ¥ KBE verabreicht und bei alten Tieren eine Dosis von 6.5KEI.
Die Applikatiorder Pathogene erfolgte via Schwanzvenenkatheter am wachen Tier: Dazu wurden die
Tiere kurzzeitig in einem Restrainixiert, der Schwanz an der Schwanzwurzel gestaut und die zu
applizierende Substanz tber eine 30G Kanlle, welche tber einen elastischen Polyethylenschlauch mit
einer Spritze verbundewar, in die Vena coccygea lateralis injizigry.) LPS wurde den Tierenemer
Konzentrationzon3 pg/g Korpergewicht (K@&)it PBS verdinnnhtraperitoneal (i. p.) injiziertwahrend
das Tier mit Hilfe des Nackengriffs fixiert worden M@rAnschlusan die Applikationvurden die Tiere
zurick in @n Kafig zu ihren Agenossengesetzt, wo sie bis zum Versuchsende veben. Die
Injektionensind miteiner geringen Belastungfur das Versuchstier verbunden, bei der Infektion selbst
handelt es sich um eine mittelgradige Belastung.
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Behandlung
In Tabelle7 sinddie verschiedenen Behandlungen der Mause aufgelistet. Rivaroxaban verhindert die

Bildung von Faktor Xa und blockiert damit sowohl die intrinsische als auch extrinsische
Gerinnungskaskad®. Vor der Behandlung wurde Rivaroxaban in der Konzentration von 2mg/ml in
Dimethylsulfoxid (DMSO) geldsbie intravendse Injektion des gelésten Rivaroxabans erfolgte
anschlieRend mit Hilfe von sterilem PBS. Die Antikdrper wurden in Konservierung$mite] Azid

freien und neutraigepufferten PB&0sungen ohne Stabilisatoren geldst. Die Herstellung detaAl
Fluor™-IK wird unter3.8.3 beschriebenzum Spiilen der Katheter wahrend der intravendsen Injektion
wurde steriles PBS verwendet. Es wurde daraaschtet, dass fur das jeweilige Gewicht des Tieres
zugelassene Volumenmaximum bei der Injektion nicht Uberschritten wurde. Die Behandlung selbst

und deren Wirkungsweise stellt fiir das Tier eine geringe Belastung dar.

Alexa Fluo™M-IK 550 pg/ Tier 4 h nach Immunstimdation -
Infektion

rcD16/32 8 mg/kg KG, i.v. 2.5h nach Blockade von rlgG2bf(Ratte)
in PBS Infektion & v/l puv [1/]

rCD4 500 pg/ Tier, i. p. 24h vorinfektion Depletion der rlgG2bf(Ratte)

CD4 T-Zellen

rLFAL 100 pg/Tier, i.v. 5minvor Neutralisation rlgG2af(Ratte)
in PBS Infektion von LFAL

rPAHL 5 mg/kg KG, i. v. 5minvor Neutralisation rlgGlbf(Maus)
in PBS Infektion von PAIL

Rivaroxaban 3 mg/kg KG, i. v. 4h vorinfektion Inhibierung von VehiketlLsg.
in VehikelLsg. Faktor Xa (DMSO/PBS)

Tabelle7 t Ubersicht tibedie Behandlung demMause mit Antikérpern oder Substanzen

Fur den adoptiven Transfer voricht-klassische Monozytenoder CD4-T-Zellen wurdendiese aus
Spendermdausen isoliednd anschliel3end intravends in die Empfangermaus injiggeschreibung
unter 3.2.3 und 3.2.4)
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CD4-T-Zellen 2.5 Mio Zellen, 10 min nach CMPTX

i. v. in PBS Infektion
nicht-klassische 400,000 Zellen, 4 h nach -
Monozyten I. v.in PBS Infektion

Tabelle8 t Ubersicht tibeden adoptiven Transfer von Immunzellen in Empfangermause

3.1.4 Beschreibung des Versuchsablaufs

Versuchsablauf fir immunohistochemische oder durchflusszytometrische Untersuchungen

Die Euthanasiéer Tiere wurde 3, 6, 8 oder 18 Stunden nach Infektionsbeginn durchgefuhrt. Hierfur
wurden die Tiere durch kurzzeitige Inhalation von 5.0 Vol.% Isofluran in der Induktionskammer
(inspiratorische Sauerstofffraktion von 0.39 Wbribergehend narkotisiert. AnschlieRend erfolgte die

i. p. Injektion der Tripelnarkose MMF bestehend aus Midazolam (5.0 mg/kg KG), Medetomidin (0.5
mg/kg KG) und Fentanyl (0.05 mg/kg KG), welche die Maus in eine tiefe Narkose unter
Schmerzausschaltungnsetzte. Sellistandiges Atmen war jedoch trotz Muskelrelaxans weiterhin
mdglich. Erst nach ausreichender Narkosetiefe (Uberpriifung mittels Zwischenzehseftdg)kardial

Blut entzogerund die Maus durch zervikale Dislokation getotet.

Versuchsablauf fir 4Visualisierungen

Die mittels Isoflurasinhalationsnarkose narkotisierte Maus, wurde durch i. p. Injektion von MMF in
eine tiefe Narkose unter Schmerzausschaltung versetzt. Nach Uberpriifung der Narkosetiefe wurde die
Maus auf die beheizbare Platte platziert und der Schwaneukatether gelegt, um das FFD@xtran

zur Visualisierung des Blutflusses zu injizieren. Anschlie3end erfolgte die Préaparation der Leber fiir das
Imaging. Hierzu wurde die Maus in Riickenlage fixiert. Nach Desinfektion der Kérperoberflache erfolgte
ein klener Hautschnitt, um die Haut oberhalb der Leber zu 6ffnen. Ein Teil des sich an oberster Stelle
befindlichen Leberlappens wurde freiprapariert und mittels Saugring und durch die angeschlossene
Absaugpumpe erzeugten Unterdruck fixiert.

AnschlieRend erfolgt die 4DVisualisierung der Lebermikrozirkulatiomittels Multiphotonen
Mikroskopie, wéhrend die Maus in physiologischen Zustand ieérbhd stabil in Narkoseay Dabei

wurde die Kdrpertemperatur des Tieres konstant aufrechterhalten.
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3.2 Probenentnahmaus der Maus

3.2.1 Organentnahme und Blutaufbereitung

Aus dem euthanasierten Tier wurden die Organe fur weiterfihrende Untersuchungen enthommen.
Die fur immunohistochemische (IHC) Untersuchungen vorgeseHhsastmtappen wurden mit neutral
gepufferter 4% Paraformaldehyd (PHA&)sung fur eine Stunde bei 4°C fixiert. AnschlieBend wurden
die Organe zum Schutz vor Gefrierbriichen in 15% Sacchabssag gegeben und nach vollstandiger
Durchtrankung in eine 30% Saccharb$sung Uberfuhrt. Waren die Leberlappen zu Boden gesunken,
wurden diese als Gewebestiicke mit Hilfe von Trockeneis in Tissk@geflllten Kryoeinbettformen
schockgefroren und be80°C Is zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Sollten Zellen fur durchflusszytometrische Analysen oder flir Spendertiere isoliert werden, wurden die
Organe nach Entnahme unverziglich in zuvor hergestelRACSPuffer auf Eis gestellt (siehe 3.2.2,
3.2.3,3.2.4).

Zur Verhinderung der Blutgerinnurigei der Blutentnahme wurde die 2ml t Spritzenmit dem
AntikoagulandNatriumcitrat(129 mmol/t Verhéaltnis 1:10 zu Blut) versehémnschlie3end erfolgte der
erste Zentrifugationsschritt (150 g, 20 min, RT), wodurch sich das Blut von unten nach oben in die
Schicht aus Erythrozyten, anschlieBend den Buffy Coat, d.h.Sdkeicht aus Leukozyten und
Thrombozytenund abschlieBend dem Thrombozytmichen Plasma (PRP) auftrennt. Das PRP konnte
nun vorsichtig mit der Pipette abgaugt werden, wobei die darunter liegenden Schichten nicht
zerstort werden durften. Mit Hilfe eines erneuten Zentrifugationsschritt (180 g, 2 min, RT) konnten
eventuelle Verunreinigungen durch verbliebene Zellen entfernt werden. Bei Bedarf konnte aus dem
PRP durch Entfernung der Thrombozyten auch das Thrombozytea Plasma (PPP) hergestellt
werden. Hierflr wurde das PRP bei 1800 g fur 15 Minuten bei Raumtemperatur zentrifUgnedie
Leukozyten zu isolieremurde die Erythrozytenschicht zusammen mit @affy CoaiSchicht bei 300

g fur 5 Minuten, Raumtemperatur zentrifugiert und das Pellet anschlieend in eiskaltem Erythrozyten
Lysepuffer resuspendierDurch anschlielRendeZzugabevon mindestensder 5-fachen Menge PBS

konnte die Lyse gestoppt werden.

3.2.2 Isakrungvon Neutrophilen aus Lunge und Leber
Die Freisetzungon Neutrophilen aus dem Knochenmark erfolgt bei tagaktiven Individuen wie dem
Menschen am Morgen und bei nachtaktiven Tieren wie der Maus am Abend. Am Ende des Tages bzw.
der Nachtwerden die gealterterNeutrophilenim Knochenmark oder in andemeOrgana durch
Phagozytose aus dem Blutkreislauf entfernt. Auf Grund dessen erfolgte die T6tung der Tiere stets um
9.00 Uhr magensX s ] ¢« u * ]3%uvI3 ¢}ood v Jv P epv fisahp E oalted A « u ZE
Neutrophile im Blutkreislauf vorhanden s&in
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Die Leber wurde in eisgekihltes RPWedium Gberfuhrt und behutsam in sehr kleine Stlcke
geschnitten (ca. 0.5 x 0.5 cm). AnschlieBend wurden die Gewebesticke mit Hilfe eines
Spritzenstempels sanft durch ein 100 um Zellsieb filtriert wahrend durchgeheneiskitlitem FACS

Puffer gespult wurde. Schliel3lich wurde die Zellsuspension mit einem 40 um Zellsieb gefiltert, um
Zellaggregate und Zelltrimmer zu entfernen und im Anschluss pelletiert (350 g, 5 min, 8°C). Das
Zellpellet wurde in auf 4°@ekuhltem Erythrogten-Lysepuffer resuspendiert und fir eine Minute
inkubiert. AnschlieBend wurde die Lyse durch Zugabe von mindestensfdeinén Menge an FACS
Puffer gestoppt. Es erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 42 g fur 3 Minuten bei 8°C um die
Hepatozyten von de Leukozyten zu trennen. AnschlieRend wurde der Uberstand mit den Leukozyten
entnommen und auf Eis gestellt, das Zellpellet mit den Hepatozyten wurde verworfen.

Die Lunge wurde ebenfalls in eisgekihR#EMiMedium tberfuhrt und behutsam in sehr kleine Stiicke
geschnitten. AnschlieBend wurden die Gewebestiicke mit einer Verdauldsung (1M HEPES, 5% FBS,
DNase | (100 pg/ml), Kollagenase (LibeP4s0 pug/ml) in RPM] fiir 45 Minutenim 37°GWasserbad
inkubiert. Dabei wurde das Reaktionsgefald mit den Gewebestiicken und der Verdaulésung etwa alle
10 - 15 Minuten gevortext. AnschlieBend wurden die Gewebestliicke sanft mit Idilies
Spritzenstempels durch ein 100 um Zelldiéhert, dabei erfolgte permanentes Spulen mit eiskaltem
FACSuffer. Die Zellsuspension wurde mit Hilfe eines 40 um Zellsiebes gefiltert und im Anschluss
zentrifugiert (350 g, Bnin, 8°C). Schliel3lich wurde das Pellet in eisgekihltem Erythrokysapuffer
resuspendiert und fur eine Minute inkubiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von mindestebs der

fachen Menge an FA@&&iffer gestoppt und erneut gewaschen (350 qiB, 8°C).

3.2.3 Isakrung und Aktivierungon nichtklassischen Monozyten und Aktivierung
Nichtklassische Monozyten wurden aus deBtut, der Milz und denKnochenmarkvon E. coli
infiziertenSpendertiera isoliert. Hierflr wurde das Blut wianter 3.2.1 beschrieben aufbereitet.

Die Milz wurde mit Hilfe eines Spritzenstempels behutsam durch ein 70 um Zéilisielt, dabei

wurde durchgehend mit eiskaltem FAB&fer gespult. AnschlieBend wurde die Zellsuspension
zentrifugiert (450 g, 5 min, 8°C) und das Zellpellet in eisgekiihltem Erythredzysepuffer
resuspendiert. Nach-minltiger Inkubation wurde dieyise durch Zugabe von mindestens der 5
fachen Menge an FAGSiffer gestoppt. Mittels eines 70 um Zellsiebs wurden Zellaggregate und
Zelltrimmer entfernt. AnschlieBend wurderedZellen erneut gewaschen (450 g, 5 min, 8°C).

Um die nichiklassischen Monozyten aus dem Knochenmark zu isolieneden die Extremitaten
mittels kraftigen Ziehens aus den Gelenken luxiert und das Fell/Haut entfernt. Nachfolgend wurden
die Extremitéaten gelenknah von der Schulter bzw. der Hifte abgetrennt und das Weichgewebe vom

Knochen mit dem Skalpell entfernt. Ztedich wurden die Wirbelsaule und das Sternum entnommen
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und ebenfalls gereinighlunwurden die Knochen der geopferten Maus mit 70% Ethanol gereMigt

dem Skalpell wurden Femur und Tibia, sowie Humerus und Bracchium abgetrennt, wobei die Knochen
nicht beschadigt werden durften. Die gereinigten Knochen wurden jeweils sofort in steriles PBS auf Eis
gelegt. Knochen, die nicht beschadigt worden waren, wurlestzlich mit 70% Ethanol desinfiziert.
Danach wurden die Knochen in eine Petrischale mit sterilem PBS gelegt und die beiden Epiphysen
abgetrennt, sodassas Mark mit Hilfe einer 26G Kandile und sterilem PBS (mit 2% FBS) in eine weitere
Petrischale gespiilt werden konnte. Die Wirbelsaule und das Sternum wurden in eine Petrischale mit
sterilem PBS (mit 2% FBS) platziert und mit Hilfe eines Spritzenstempelssggmiachfolgend
wurden die Zellsuspensionen mit Hilfe einer 30G Kanile und einer Spritze resuspendiert und im
Anschluss mit Hilfe eines 40 um Zellsiebs unter andauernden Spilen mit PBS (mit 2% FBS) weiter
aufgereinigt. Die Zellsuspensionen wurden s&iiah bei 400 g fur 7 Minuten bei 4°C pelletiert und in
ErythrozytenLysepuffer resuspendiert. Nach-ndnutiger Inkubation wurde die Reaktion mit
mindestens der 8achen Menge an FAGRuffer gestoppt und erneut gewaschen (400 g, 7 min, 4°C).
Mittels NeubauerZahlkammer und TrypteBlau wurden die Zellen gezahlt, auf ihre Viabilitat
untersucht, und anschliel3end mit Hilfe von CD115 MicroBeads in einer MACS® Zellseparierung geman
Protokoll positiv selektioniert.

AnschlieBend wurden die Zellen erneut gezaaif 1 Mio. Zellen/ 100 pl FAGBuffer verdinntund

ul]§ v VvS]I,E%- @V =iQ/aiie pv -FITO (2Z800) fur 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Vor

der durchflusszytometrischen Zellsortierung wurde mit dem Viabilitatsmarker SY@nange gefarbt

und anschlieBend die Zellen anhand ihrer GroRe und Granularitdat, sowie mit Hilfe der
Fluoreszenzfarbstoffmarkierungen nach viablEX3CR1Ly6Q@s"ach Zellen sortiert. AnschlieBend

wurden die Zellen 2nal gewasche (400 g, 8 min, RT) und in sterilem PBS fir die Injektion geldst.

3.2.4 Isolation von-Helferzellen aus der Milz und Farbstoffmarkierung

Die Isolation der Zellen aus der Milz niohfizierter Spendertieren erfolgte wiainter 3.2.3
beschrieben. Im Anschluss wurden die Zellen mittels NeubZ#abklkammer und TrypteBlau gezahlt

und mit Hilfe der MACS® Zellseparierung und dent Ti2dll Isolationskit fur Milz und Lymphknoten

gemal Protokoll negativ selektioniert.

Zur spateren Visualisierung desolierten CD4 T-Zellenim MultiphotonenMikroskop wurden die

Zellenu]s ii ...D DdWy (°E 1i D]vpusS v ] 160£ ]v rotlangefadt@® Su}e %o Z
Anschluss wurden di€D4 T-Zellen2-mal gewaschen (450 g, 5 min, 8°C) und mittels Neubauer

Zahlkammer gezahilt.
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3.3 Humane Proben

Die humanen Lungenproben stammt&on Autopsien von Patienten mit ARDé&Iche an oder im

Rahmen deinfektion mitdem Influenzavirusbzw. SAREC 0,2 verstorben waren(Influenzavirus: 3
Frauen, 3 Manner; SAR®V2: 3 Frauen, 4 Manner). Das Durchschnittsalter betru@ #24,4 Jahre
bei den Influenza&atienten 76.1 + 4,2 Jahre bei den SAB®/2-Patienten. Alle Untersuchungen

wurden von den lokalen Ethikkommissionen genehmigt (Medizinische Fakultat der-ligtiigs

Universitat: 29/01 und Medizinische Unigéat Graz: 32862ex19/20).

3.4. Farbungen von Zellen oder Geweben

3.4.1 Farbungen der Zellen fur durchflusszytometrische Analysen

Fur die durchflusszytometrischen Analysen wurden die Zellisolate mittels Neukzildkammer

gezahlt und im Verhaltnis 1 Mio. Zellen/ 100 pl FHR@fer verdinnt. Anschlieend wurden die Zellen
mit dem fixierbaren ViabilitatsstoféFluorj 780 (1:5000) fir 30 Minuten bei 4°C inkubiert und

anschlieRend 8nal gewaschen (400 g, 5 min, 4°C). Die Zellen wurden erneut im Verhaltnis 1 Mio.

Zellen/ 100 pl FAGBuffer verdunnt und 20 Minuten bei 4°C mit den folgenden Antikérpern inkubiert

(Tabelle9):
roiii PEVio770 1:100
roiio PE 1:100
rCD11b FITC 1:200
ronf VioGreen 1:100
ry=z=2ga Brilliant Violet 421 1:100
r>co’ APC 1:300

Miltenyi
Miltenyi
Biolegend
Miltenyi
Biolegend

Biolegend

Tabelle9 t Ubersicht tiber verwendete Antikorper fiir durchflusszytometrische Untersuchungen an Neutrophilen
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3.4.2 Immunohistochemische Farbungen von Kryoschnitten (Maus)

Mit Hilfe des Kryotoms wurden beil5°C aus den mit Tissek® bedeckten Lebersticken
A+ Zv]88 A}vii ..u ]l VvP ( EE]PSX ve Zo] v ApE v ] K i l3
das flussige Tissukek durch 3nindtiges Waschen in einer Kivette mit Tgepufferter
Kochsalzlosung plus 0.1 % Twa&eh(TBS) entfent und anschlieRend mit 2% BSA in -TBfar 40
Minuten bei Raumtemperatur blockiert. War eine Permeabilisierung der Membran nétig, wurde der
Blockierungsldsung 0,293% TritorX 100 zugesetzt.

Erneut folgten 3 Waschschritte fiir je 3 Minuten in FBSvonach die Gewebeschnitte npitiméaren
Antikorpernfir eine Stunde bei &imtemperaturoder Gber Nacht bei 4°C in FBSnkubiertwurden
(sieheTabellel0). Bei Verwendung von primaren Antikdrpern mit gleichem Wirt wurden entweder die
Antikorper mit Hilfe einesBntibody Labeling KE u]$ o &AM RuoredfEnzfarbstoffen nach
Herstellerangaben direkt markiert oder kommerziell erhaltliche, bereits prAmgirkierte Antikdrper
verwendet.Alternativ wurde teilweise dazwischen mit dem den Wirt entsprechendem Serum blockiert
(5% Wirtsserum, 2% BSA in IB3h RT).

Die primaren Antikorper, die nicht bereits mit Fluoreszenzfarbstoff markiert wasemden erneut
gewaschen (3 x Bin mit TBST) und anschlieRend mit den sekundaren Alexa Pluantikdrpern
(1:1000, AF488, AF546, AF555, AF594, AF647) entsprechseinte des priméren Antikorpers

(Ratte, Kaninchen, Maus oder Ziege) fur eine Stunde bei 4°C inkubiert. Vor dem Eindecken wurden die
Schnitte erneut gewaschen (3 xr8n mit TBST). Als Eindeckmedium wurde ein Fluoroshidiedium

mit zugesetztem DAPI verwendam die Fluorophore vor dem Ausbleichen zu schitzen und die Nuclei

sichtbar zu machen.

r Cl6 1:200 Uber Nacht,4°C r 06U r y Zf TfHZellen

r iifA 1:75 Uiber Nacht, 4°C - Monozyten
und 1h, RT

r io 1:200 uber Nacht, 4°C B-Zellen B-Zellen

roif 1:50 uber Nacht, 4°C - Endothelzellen
und 1h, RT

r io6 1:200 uber Nacht, 4°C r 0 aktivierte

T-Zellen

r o 1:150 uber Nacht, 4°C - CD4 T-Zellen
und 1h, RT

r of 1:200 Uber Nacht, 4°C - Thrombozyten
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r/2
r>whn
r>Co
r>co’
rDWK
rw i
rzKzZvd
r~s 1ajv
rd §

rgyw

Tabelle10 t Ubersicht tiber verwendete primare Antikérperliebergewebeler Maus

1:200

1:400

1:100

1:100

1:200

1:200

1:300

1:200

1:300

1:200

1:400

1:700

1:400

1:75

1:200

1:100

1:200

1:200

1:100

1:100

uber Nacht, 4°C

uber Nacht, 4°C

Uber Nacht, 4°C

r i0

r o

uber Nacht, 4°C/ MPO

1h, RT
uber Nacht, 4°C

tber Nacht, 4°C
tber Nacht, 4°C
Uber Nacht, 4°C
Uber Nacht, 4°C
tber Nacht, 4°C
tber Nacht, 4°C
tber Nacht, 4°C
tber Nacht, 4°C/
1h, RT

Uber Nacht, 4°C
und 1h, RT

r>co

r oU Cl6

r {if

Uber Nacht, 4°C/ -

1h, RT
uber Nacht, 4°C

uber Nacht, 4°C

1h, RT

uber Nacht, 4°C

uber Nacht, 4°C

a7

r ou Cle/
ry=Z2Zn

BlaZellen
aktivierte
T-Zellen

CD8 T-Zellen
NETs
nicht-klassische
Monozyten
TfHZellen
Makrophagen/
Kupfferzellen
Fibrin
TregZellen
Th2-Zellen
Interleukin2
LPS/onE. coli
klassische/
n.-kl. Monozyten
Neutrophile
Neutrophile
TfHZellen
Thl7%Zellen
LeberSinusoide

Thi-Zellen

UrokinasePIg-
Aktivator



3.4.3 Immunohistochemische Farbungen von Paraffinschnitten (Mensch)
3.4.3.a Deparaffinierung, Antigddemaskierung

Die Gewebeproben wurden uns von Prof. Malgorzata Wygrecka (Center for Infection and Genomics of
the Lung (CIGL), JustuebigUniversitat, Giel3en, Germany) fur dieses Projekt freundlicherweise
bereits als3 um breite Paraffinschnitte zur Verfligung gestellt.

Die Schnitte wurden 20 Minuten lang mit ROTI®Histol deparaffiniert und durch eine absteigende
Ethanolreihe rehydriert (100%, 95%, 80%, 70%, 50%; jewdilg®en). Im Anschluss wurde die
Kivette mit den Objekttragern unter flieRendes kaltes Leitungswasser zum Abspilen gestellt.

Zwar ist die Fixierung fur den Erhalt der Gewebemorphologie unerlasslich, doch bewirkt sie auch eine
Quervernetzung der Proteine untereinander, sodass die gewinschten Epitope maskiert sind und von
Antikérpern nicht mehr erkannt werden kénnen. Noétig ist daleine Demaskierung der Antigene,
damit eine AntikdrpetAntigenBindung wieder mdglich wird. Die AntigBremaskierung erfolgte mit
TriseEDTAPuffer fir 7 Minuten bei vollem Druck in einem Schnellkochtopf. AnschlieRend wurde der

Schnellkochtopf mit Hilfeon kaltem Leitungswasser gekihlt, gedffnet driMinuten gespiilt

3.4.3.b Blockierung und Farbung

Danach wrrden die Schnitte miBlockierldsungd% BSA, 10% Ziegenserum und 0,1% T\#8en TBH

fur eine Stunde bei Bumtemperatur blockiert und anschlie3end mit FB§ewasche(3 x 3min). Die
Lungenproben wurden mit den primaren Antikérpern in TB&ler TBSwie Ju & 0o Alu r 8
Antikorper, inkubiert (Details sieh@&abellel1) und gewaschen (3 xr8in mit TBST).

roii 1:100 Uber Nacht, 4°C und GefalRwande
1h, RT

r o 1:200 Uber Nacht, 4°C CD4 T-Zellen

r&] Ejv 1:100 Uber Nacht, 4°C und  Fibrin
1h, RT

rDWK 1:250 uber Nacht, 4°C oder Neutrophile
1h, RT

rw-1 1:75 uber Nacht, 4°C und  Plg-Aktivator
1h, RT Inhibitor

rpw 1:75 Uber Nacht, 4°C UrokinasePIg-

Aktivator

Tabellell t Ubersicht tiber verwendete primére Antikérper in humanen Lungengewebe
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Die Antikorper, die nicht bereits mit Fluoreszenzfarbstoff markiert waren, wurdersekiindaren
Alexa Fluo™ Antikérpernaus der Zieg€l:1000)lr eine Stunde bei 4°C inkubievtor dem Eindecken
mit FluoroshieldMedium mit DAPI wurden die Schnitte erneut gewaschen (&in3nit TBST).

3.4.3.c Strippen der Antikorper

Fir das Entfernen der bereits gebundenen Antikdrper wurde eifdEZSDSStrippingLosung
verwendet (2% SDS (Natriumdodecylsulfat; w/v), 62.5 mMHgls0.8%t-Mercaptoethano(2-ME) in
bidest. Wasser, pH 6.8:-ME war nach Herstellung der L6sung und Einstellung des pHs zugegeben
worden.

Die Objekttragemit den Gewebeschnitten wurden in def\2E/SDSStrippingLosungir eine Stunde

bei 50°C inkubierund anschlieBend unter mehrfachen Pufferwechsel in-TB& mindestens 20

Minuten gewaschen.

3.5. Fluoreszenzfarbstdfasierte Analysen

3.5.1 Durchflusszytometrische Analysen

Die durchflusszytometrischen Analysen wurden mit Hilfe des Gerats BD LSR Fortessas mvitl6he

Lasern der Nanometerlangen 355, 405, 488, 561, 640 bestickt ist, 8 }E & ]0]SC c&o},
C3}u SEC”™ u J}u JiJv]e Z v « vEEHU & >Dh D°v Z v Y& ZP (°ZES

gebundenen Fluorophore wurden folgendermaRRen detektiert: Die FluoropBoli&ant Violet 421nd

VioGreen wurden jeweils mit dem 405Anaser und dem Bandbreitenfilter (B#ter) 450/40 bzw.

525/50 detektiert. Das Fluorophor FITCurde mit dem 488 nmiaser und denBRFilter 530/30

detektiert. Die Fluorophore PE und-Nt©770 wurden dagegen mit dem 561 #raser und jeweils den

BRFiltern 586/15 bzw. 780/60 detektiert. APC und eFlliat80 wurden beide mit dem Laser von 640

nm Wellenl&nge und den BHItern 670/14 bzw. 780/60 detektiert.

Da sich die Emissionsspektren deluorophore Uberlappen kdénnen und der zum Fluorophor

zugehorige Filter auch jeweils zu einem geringeren Anteil Emissionen der anderen Fluorophore

detektieren kann (Fluoreszenz” %, ]00}A E" U ]¢5 « v, &|$pillover &eigdh@n denv i

Detektoren mathematisch zu korrigieren. Dieser Prozess wird als Kompensation bezeiotimait

,Jo( A}v ]vl o( & pv P ful staine&mikus-ond-Farbungen durchgefiinrt.

Zellen wurden als neutrophile Granulozyten gezahlt, wenn sie nach Auftrennung tUber den Forward

und SidewareScatter zur Gruppe der Granulozyten zugehdrig identifiziert werden konnten, sowie

vereinzelt vorlagen und als lebend detektiert werden konnten podgitiv fur die Marker CD45
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CD11B und Ly6@™edum waren. Die Quantifizierung erfolgte mit dem Programm FloWjdersion
10.8.1.

3.5.2 Konfokale Lasermikroskopie

Die Bildgebung der IHE&rbungen erfolgte mittels konfokaler Lasermikroskopie. Hierfur wurde zum
einen das LSM 510 META der Firma Zeiss mit den Lasern der Wellenlangen 488 nm, 546 nm, 594 nm
und 647 nm verwendet, sowie das invertierte SP8X-Wiktoskop de Firma Leica, ausgestattet mit

dem 405 nmLaser, dem WLERaser (470 670 nm) und dem akustoptischem Strahlteiler der Core

& ]o]l3C ¢ ]}Ju PJvP~ « J}u 1]i]v]e Z v « v8§GEpus E >Dh D° Z vX ]
63xObjektiv (Zeiss) bzw. 4@djektiv (Zeiss, Leica) aufgenommen.

Die Aufnahmen erfolgten sequenziell, um ein Ausbluten in die anderen Kanéle zu vermeiden. Im Falle
des LeicaMikroskops wurden zur Detektion neben den herkdmmlichen PhotomultiiliEiren

(PMTs) auch Hybridphotodetektoren verwendet.

3.5.3 MultiphotonerAMikroskopie

Fur die intravitale 4BBildgebung wurdedas Multiphotonen-Mikroskop TrimScope livon LaVision

BioTec verwendet, welches mit eineftSaLaserChameleonUltra Il (Laserklasse 4) von Coherent
ausgestattet ist, der im Bereich zwischen 690 Bi#0lnmverwendbar ist. Zusatzlich ist ein aufrechtes
Fluoreszenzmikroskop angeschlossen. Fur die Aufnahmen wurde eine Anregungswellenlange von 800
nm verwendet und die Emission mit hochempfindlichen Gabestektoren (Galliumarsenidphosphid)

fur die Einzelstrahlabtastungnd einem zusatzlicheRMTdetektiert. DieEinzebilder wurden in einer

Tiefe vor0 bis 30 unmit jeweilsZ-Intervalenvon 2um aufgenommerAls Erfassungssoftware wurde

ImSpector Pro (LaVisid@ioteg verwendet.

3.6. Immunohistochemische Quantifizierungen

3.6.1 Quantifizierung in der Leber (Maus)

Immunzellen wurdemmit Hilfe der Antikdrperfarbungen bestimm8.4.2. Sofern nicht anderweitig
beschrieben, wurden nur intravaskulare Immunzellen in der Leber analyBieder vorliegenden
Arbeit wurden die Thl Th2, Thl7 und TregZellen jeweils Uber die Expression der
Transkriptionsfaktorend-box expressed in T cells bal), GATA Binding Protein”3 ~' d), ilRAR
related orphan receptor gammaRORAT) bzw. dorkhead box P3 ©XR) definiert. Die TfkZellen

wurden dagegen lber den Transkriptiongtak &-cell ymphoma 8 €L6§ und die RezeptorerCXE
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Motiv-Chemokinrezeptor 3 CXCRbund @rogrammiertes Zelltodprotein 2 ~ W béstimmt. Die
Anzahl intravaskularer Immunzellen wurde jeweils pro Gesichtsfeld (150 um?2) angegeben. Die Position
der Gefal3e wurden hierflr Uber Farbung des Endothels bestimmt.NEUisophile wurden als citH3
MPQO DNAhaltige Zellen definiert. Pro Tier wurden fir jede Auswertung intakte Gewebestrukturen
von mindestens 10 zuféllig ausgewahlten Gesichtsfeldern von jeweils 15ntensucht. CD4T-Zelt
Ooped E APE v o0 JVEE A ¢lpo E*T-PPRP&E P §]5AJv #Hi «dv puvs E 1
zwischen ihren Keen definiert. Die Werte beziehen sich jeweils auf die Summe von Clustern in
insgesamt 10 Gesichtsfeldern.
Die FibrinAssoziation von Zellen wurde als direktel@d&alisation des Fibrins mit der Zelle definiert.
Zur Analyse der intravaskularen Fibrinablagerung wurden die gesamte Gefal3flache der Mikrogefalie
~G 11 ...u HE Zu ¢+ E* pnv ] ul]s &inkerhalb derlGefa&eo gedhessen. Die
Fibrinbildung wurde als prozentualer Anteil der fibrinbedeckten Flache an der gesamten
intravaskularen Flache berechnet. Mikrothromben (ohne oder mit Immunzellen) wurden als
GefaRobstruktionen definiert, die das GefaRluv Ip H019 pe(°00 vU pv ' ( "A Ee+ Z0Oee
o Kllope]}v A}v HBi19 (Jv] €&sX e t ]S & v I}vvs§ v ] DJIE}SZE}u
danach unterschieden werden, ob sie Immunzellen beinhalteten oder nicht (Hitain zellhaltige
Mikrothromben wnd Fibrin bzw. zellhaltige Okklusionen). Die zellspezifischen Mikrothromben und
Okklusionen konnten zusatzlich nach der Zellart aufgeschliisselt werden, die sie beinhalteten. Die
Anzahl der GefaBe mit Mikrothromben bzw. Okklusionen wurde jeweils als Ameil100
Mikrogefal3en definiert. Alle Fibrinparametevurden anhand vormindestens 3Gesichtsfeldern
berechnet, was einer Gesamtzahl von >100 analysierten GefaBen pro Maus entspieht.

Quantifizierungererfolgten mit den Programmen ZEN 2 lite (blue edition) und free LAS X.

3.6.2 Quantifizierung in der Lunge (Mensch)
Immunzellen wurdenmit Hilfe der Antikérperfarbungenbestimmt (3.4.3. Es wurden nur
intravaskulare Immunzellen in der Lunge analysiert. Fir jede Probe wungdedestens 50
‘o] Z8( 0 & ul]d v E &o Z eapalysiektGowuideijeweils die durchschnittliche
Anzahl intravaskularer Immunzellen pro GefalR angegeben.
Zur Analyse der Thrombusbildung oder der GefalRokklusion wurde die mit Fibrin bedeckte Flache pro
Gefal? gemessen. Als Thrombose wurden Aggregate aus Fibrin definiert, die die Blutgefa3flache zu
Hoi9 A (Ee Zo}ee vX ] ' (A Ee Z0%e v MHEIJU]S(&NEE]Z Tp 183X pn z
Immunzellen, die an den Aggregaten aus Fibrin assoziiert waren, wurden zur Flache gerechnet.
Fur die Analyse der verschiedenen Thrombenpopulationen wurden alle Thromben mit einer
D]v <3(o Z A}V uhéthangig von der GefaRgroRe in die Berechnungen einbeaapkn
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prozentual aufgeteilt. Fibrinthromben wurden als Thromben definiert, die Fibrin, Thrombozyten
und/oder Erythrozyten und keine kernhaltigen Immunzellen enthielten. Immunzellspezifische
Thromben wurden al§hromben definiert, die aus Fibrin, Thrombozyten und/oder Erythrozyten, sowie
Immunzellen bestanderabei wurde nach CD4 hromben, MPOThromben, sowie CD#4ind MPO-
Thromben unterschiedenund dartber hinaus unterschieden, ob diese wadtekernhaltige

Immunzelle(nenthielten. Fur jede Probe wurden mindiess 50 Gesichtsfelder analysiert.

3.7 Quantifizierung der 4Wisualisierungen

Fur die Quantifizierung denittels Multiphotonenmikroskopie erhalteneMideos wurde Imaris 9.6.0
verwendet.Pro Tier wurden Videos von durchschnittlich 25 Minuten Dauer, die Uber einen Zeitraum
von 5 bis 6 Stunden aufgenommen waren, ausgewertet. Fir die Analyse wurden ausschlie3lich CMPTX
markierte CD4T-Zellen bericksichtigt, die sich in FHD&xtranmarkierten Gefalien befanden.

Als Cluster wurden intravaskulare Zellaggregate WhCD4 T-Zellen definiert, wobei die CMTPX

u Ell] ESveoov Jvv «3v AljvDi..u =+~ vX

Die Bewegung der CD%-Zellen wurde Uber die Zeiterfolgt. Dabei wurde die Fortbewegung als
vorwartsgerichtet crawlend oder wechselseitig rilakd vorwartsgerichtet crawlend definiert, wenn
sich die THelferzellein einem Geschwindigkeitsrange von Uber 0.1 pm/s wmder 1.0 pm/s
fortbewegte. Die Analysen erfolgten jeweils vom Beginn bis zum Eed&/ideos, sodass eventuelle
Bewegungspausen miteinberechnet wurden. Ein weiteres Kriterium war daher, dass die

Durchschnittsgeschwindigkeginer crawlenden Zellgivs & 1 X1 fiegenssiolite.

3.8In vitroVersuche

3.8.1In vitroGenerierung von Thrombamd Bestimmung der koloniebildenden Einheiten

E. coiGFP wurdetiiber Nacht kultiviert undhre KBE bestimmt (3.1.1). AnschlieRend wurde PPP aus
humanemVollblut gewonner(3.2.1). Das Blut entstammte der eigenen Spende und mvéHilfe einer

Fligelkantle in einer 10 Mlpritze mit dem Antikoagulari$atriumcitratabgenommen wordenl@9

mmollV s EZ o3v]e iWii Ipg opdeX epe 3l0] Z AUE v (JoP v ~3 uuo,*uvP
(1 pg/ul Fibrinogen in 0.9% NaGl,*uvPeU cd&” ~6XA uP d]eep & S}@uifer)jii Ro Z -
cdZ@E}u ]v/Uniss BEfombinin 1 mldest:ieU ™ o171 uD 2in dest.HO). Im Anschluss

wurden die Kontrollbzw. ThromberSuspensionen wie ihabellel2 beschrieben, hergestelitnd bei

37°C fur 90 Minuten sanft geschuttelt
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40 ul PBS 40 pul Fibrinogen 39ul PBS 40 pul Fibrinogen

1l TF
6.1 x 16 KBE 6.1 x 16 KBE 6.1 x 16 KBE 6.1 x 16 KBE
in 200 yl PBS in 200 yl PBS in 200 yl PBS in 200 yl PBS
40 ul PBS 40 pl Thrombin 40 ul PPP 25ul PPP
15 ul PBS
40 pl CagGl 40 pl CagGl 40 pl CagGl 40 pl CagGl

Tabellel2 t Zusammensetzung der Kontralhd Thrombensuspensionen zur Thrombengenerierung

Der Uberstandvurde vorsichtig abpipettiert und in ein Reaktionsgefa mit Bulk Beads transferiert.
Auch der Thrombus wurde mit Hilfe zweier Pipettenspitzen in ein Reaktionsgefal? mit Bulk Beads
transferiert und mit 100 pl sterilem PBS befeuchtet. Die Reaktionsgefal3e mit den Beads waren jeweils
vor und nach der Transferierung auf einer Feinwaage gewogeden. AnschlieRend wurden die
Reaktionsgefalie in einen Homogenisator gegeben un@-fiial 45 Sekunden bei 2500 rpm gedreht,
sodass der Thrombus mit Hilfe der Bulk Besgtstort wurde.

Nachfolgend wurden aus den Suspensionen Verdinnungsreihen hergestellt (1:10, 1:100 und 1:1000)
und auf LBPlatten ausplattiert. Die Platten wurden tber Nacht mit der Unterseite nach oben bei 37°C
inkubiert und am nachsten Tag ausgezahlt. AnschlieRend &ardie KBE pro 100 pl Uberstand bzw.

in 100 pl gelésten Thrombus kalkuliert werdeBs wurden jeweils die Mittelwerte aus zwei

technischen Replikaten gebildet.

3.8.2 Bestimmung der Faktor XBédung mittels chromogenem Substrat

Die Experimente hatten zum Ziel, den Effekt der Nukleck@mpartikedON40, ONO, sowider 147

bp dsDNAauf dieAktivieungvon Faktor XII zu untersuchiéooperation mit ProfKartPeterHopfner,
Fakultat fur Chemie und Pharmazie, Genzentrum, BMNukleosomKernpartikel bzw. die dsDNA
wurde fur jedes Experiment neu isoliert, tiber einen Membrantausch im Reaktions(ziffiee Tabelle

4) gel6st und die Konzentration mittels Nanodrop UbegAnschlielRend bestimmit.

Um die Bildung von Faktor Xlla zu messen, wurden 100 pg/ml Nukleésompartikel, 167 nM Faktor
XIl, sowie das chromogene Substra?23®2 in ReaktionsgefalRe gegeben und die Absorption des
Substrats Uber die Zeit bestimmt. Vor Durchfihrung der Messung emule Stammldsungen
hergestellt: Die Nukleosoternpartikel bzw. die dsDNA wurden mit dem Reaktionspuffer verdinnt
(240 pg/ml) und fur ca. eine Minute resuspendiert, um eine ausreichende Durchmischung zu

gewahrleisten. Das Vortexen der Probenlésungen wutdbei vermieden. Das chromogene Substrat
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S2302 wurde in dest. # in der Konzentration 4 mM gel6st. Erst unmittelbar vor Messbeginn wurde
Faktor Xll in ZinkchlorReaktionspuffer (20M ZnClin Reaktionspuffer) in der Konzentration 400 nM
gelost. Als Positikkontrolle wurde Kaolin verwenddb0ug/ml). Dieses Material aktiviert FXII Uber
seine negativ geladene Oberflache zuverld$Siglaolin wurde ebenfalls in Reaktionspuffer gelost
(Stammldsung 120 ug/ml), bei Bedarf wurde zur besseren Lésbarkeit 1M Natronlaufphéripeise
zugegeben.

AnschlieRend wurden in eine 9&ell Platte jeweils 10 pl chromogenes Substr&382 vorgelegt und

25 pyl Probenlésung sowie 25 pl Faktor Xl Stammlésung hinzugefuigt. Neben der Positivkontrolle mit
Kaolin wurde parallel eine Faktor -Kibntrolle (Faktor Xlldsung, Reaktionspuffer, chromogenes
Substrat £302) und eine Pufferkontrolle (Reaktionspuffer, chromogenes Subsga02d) analysiert.
Von allen Proben bzw. Kontrollen wurden Duplikate angefertigt.

Unmittelbar nach Zugabe der Faktor -Kélsung wurdedas Programm am MikroplatteReader
gestartet und der aus der Aktivierung von FXII resultierende Farbumschlags des Suk23GR<08i
einer Absorption von 405 nm Uber die Zedi 37°QyemessenVor der ersten Messung wurde die-96
well Platte durch den Reader mit mittlerer Starke fiMinuten orbital geschwenkt. Anschlielend
wurde alle 5 Minuten gemesseb bis 100 Minutemach Versuchsbeginn. Der Absorptionswert der
Pufferkontrolle(ohne FXIljvurde van allen Proben abgezogen. Insgesamt wuilde Experimeninit

5 biologischen Replikaten durchgefihziur besseren Darstellung des Kurvenverlaufs wurde zuséatzlich

] ¢cE& uv & 3Z HEA ~ ~ h + BIEIBEHEIMNZ W WE]-u

3.8.3 Generierung vaAluoreszenzfarbstefharkierten rBSABSAK

Damit sich ein K bildet, miissen Antikdrper gegeniiber dem Antigen zwingend im Uberschuss
Vorhandensein, am besten etwa um das Funffadewurde daher BSA im Verhéaltnis 10 mg/ml in
dest. HO gel6st. Anschlielend wurde die BISHsung mit einemrBSAAntikdrper (51 mg/ml
Stammkonzentration, aus dem Kaninchen) im Verhdltnis 1:1 fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
unter gemaRigtem Schutteln inkubiert. Zur Sichtbarmachung wurdetéaminchen Alexa Fludtim
Verhaltnis 1:10 (2mg/ml Sammkonzentration) zugegeberund fur weitere 20 Minuten bei
Raumtemperaturauf dem Schuttler im Dunklen inkubiert. AnschlieRend wurde die Lésung miKden |

in ReaktionsgefaRe mit Bulk Beads transferiert und dies2-fiial 45 Sekunden bei 2500 rpm in einem

Homogenisator gedreht, sodass diénechanisch verkleinert wurden.
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3.9 RNASequenzierung von isoliertdrHelferzellen aus der Matisber

CD4 T-Zellen wrden aus der Leber von Mausen, welche nicht infiziert waren, und aus der Leber
infizierter Mause 3 Stunden bzw. 18 Stunden nakh colilnfektionisoliert Dielsolation wurde von

der Kollegin Manovriti Thakur durchgefiih&nschlieBend wurden dieebenden CD4T-Zellenin
Lysepuffeiisoliert (je 200@ 3000 Zellen in 10 pl Lysepuffer (50% 2X-H@fer, 49¥RNasereiesH.O,

1% 2ME).

Die RNASequenzierung und Analysen erfolgten in Kooperation mit Thomas Engleitner und Dr. Rupert
Ollinger (Arbeitsgruppe von Prof. Roland Rbudtitut fiir Molekulare Onkologie und Funktionelle
Genomik TUM Klinikum rechts der Isar) und wurde folgendermalRen durchgefihrt: Die Vorbereitung
der Bibliothek fir die MasseBequenzierung von poly@®NA erfolgte weitgehend wie zuvor
beschriebeff. Die Bibliothek wurde auf einem NextSeq 500 (lllumina) mit 67 Zyklen fir die cDNA in
readl und 16 Zyklen fur die Barcodes und UMIs in read2 sequenziert. Die Daten wurden mithilfe der
vergffentlichten Drop sedipeline (v1.12) verarbeitet, um Probemnd Genweise UMiTabellen zu
erstellert®. Fir das Mapping der Rohsequenzierungsdaten wurde das Referenzgenom (GRCm38) fur
das Alignment verwendet. Transkriptind Gendefinitionen wurden entsprechend der GENCODE
Version M25 verwendet. Die resultierende UdMfilterte Z&himatrix wurde in R v3.4mportiert. Vor

der differenziellen Expressionsanalyse mit DESeq2 v1.18.1 (10.1186/91B366950-8) wurde die
Streuung der Daten mit einer parametrischen Anpassung unter Verwendung des Zeitpunkts als
erklarende Variable geschatzt. Der Walest wurde fiirdie Bestimmung von unterschiedlich
regulierten Genen zwischen verschiedenen Zeitpunkten verwendet. AnschlieRend wurden die
geschrumpften logFachveranderungen berechnet. Ein Gen wurde als differentiell reguliert
eingestuft, wenn die absolute apeglgescmumpfte log2Fachverdnderung mindestens 1 betrug und

der nach BenjamirHochberg korrigierte ®Vert < 0.01 war. Die Rléfransformation der Daten wurde

zur Visualisierung und fur weitere nachgeschaltete Analysen durchgefihrt.

Um die Funktion von -Helferzellen als Gerinnungsregulatoren im Kontext einer systemischen
Infektion weiter zu untersuchen, wurde eine unverzerrte Clusteranalyse mit allen signifikant
veranderten (BenjamidHochberg korrigierte ®Vert < 0.05) Genen durchfjdrt. Diese wurde mit

Hilfe der BioinformatikDatenbank DAV %8durchgefiihrt, indem die signifikant veranderten Gene

mit den folgenden definierten Kategorien verglichen worden sind: KEGG Pathway, Gene Ontology
Term Biological Process und die funktionellen Kategorien Biological Process, Cellular Components und
Molecula Function. AnschlieRend wurden automatisch Cluster mit mittlerer Stringenz erstellt. Zur

Visualisierung der Ergebnisse wurde Graphpad Prism 9.3.1 verwendet.
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3.10 Statistik

Alle statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism 8.0.1 und 9.3.1 durchgBighBoxplots

I 1P v D]35 oA ES pv ~"8v E ( Zo E « D]3% 0A E&+ ~bes v &E E
Ergebnisse wurden als statistisch signifikant bezeichnet bei ein&derP von unter 0.05.Beim

Vergleich zweier Gruppen wurdenied Signifikanzen mittels ungepaante zweiseitigen Test

bestimmt. Diese wurden teilweise in einem Schatzungsdiagramm mit der Differenz zwischen den
beiden Mittelwerten visualisiertUm gréRee Datengruppen auf Normalverteilung zu Uberprufen,

wurde der D'Agostind’earson Omnibublormalitatstest verwendet. Bei nicht normal verteilten Daten

wurde ein ManAWhitney-Test anstelle eines ungepaarten zweiseitigdrests durchgefuhrt.

Wurden mehr als 2 Gruppen verglichen bzw. flossen noch zusatzliche Parameter ein, wurden fur die
Analysen eineein- TAX 1A J( I8}E] oo s E] viv oCe ~b v oCele }( A E]
nachfolgendemgost hog¢ Tukey bzw. SidakMehrfachvergleichstest herangezogen.

Korrelationsanalysen wurden mit einem 95% Konfidenzintervall erstellt und der PeasgértR

bestimmt. Auf Signifikanz wurde mit einem ungepaarten, zweiseitigest getestet.

Sofern nicht anders beschrieben, beziehen sich alle angegebekl¢erte auf separate biologische

Replikate.
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I\VV. Ergebnisse

4.1 Funktionsweise derHelferzellen bei systemischen Infektionen in jungen Mausen
4.1.1CD4 T-Zellen alsegativeRegulatorerder Blutgerinnung und Thrombosebildung

Die Rolle von Neutrophilen und klassischen Monozyender Bildung von Immunothromboseat
bereitspartiell beschrieben wordeh Jedochist die Bedeutung def-Helferzellerfur die Koagulation

als Bestandteil der frihen Phase der Immunantwort auf systemische Infektionen weitgehend
unbekannt.

Daher analysierten wir zun&chst die Abhéngigkeit der'TiZ4llRekrutierung von der Fibrinbildung

in Mausen. Nach Behandlung mit dem Faktoiindabitor Rivaroxaban nahm die Anzahl arretierter T
Helferzellen in der Leberzirkulation der Mause stark ab. Dies galt sowohl nach dreisttfidiget
18-stindiger E. coliinfektion, als auch tendenziell nach sechsstindi§erpneumoniag¢nfektion
(Abbildung8a, b).

Zusammen mit intravaskularem Fibrin und Thrombozyten bildeten die” C{Z4llen spezifische
Mikrothromben in der LebeMikrozirkulation infizierter MauseAbbildung8c).

Nach Depletion der-Helferzellen mittels Verabreichung spezifischer-@ii4 T ZelAntikérper, war

die intravaskulare Fibrinbildung in der Leber gesteigert. Nach einstindigadiinfektion induzierte

die THelferzelDepletion eine Steigerung der Fibrinbildung um das Dreifache, auch nach dreistlindiger
E.coliInfektion und sechsstiindiges. pneumoniaénfektion war diese um mehr als das Doppelte
erhoht, wie in einer kiirzlich veroffentlichten Arbeit unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden Kéhnte

In mit LPS behandelten Mausen war nach ClEdellDepletion ebenfalls tendenziell eine gesteigerte

Fibrinbildung erkennbar (Anhang, Abbildung 1).

b
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Abbildung8 t CD4 T-Zellen und intravaskulare Fibrinbildung in jungen Mausen

a, b Arretierte CD4T-Zellen 18 Stunden nach E. dofektion @) bzw. 6 Stunden nach S. pneumoniger( jungen
Mausen in Abhangigkeit von der Rivaroxaban BehandtuRgprasentatives Bild eines Mikrothrombus in der
Mikrozirkulation der Leber junger Mause, bestehend aus Fibrin (gelb), CDhv8mbozyten (magenta) und einer

CD4 T-Zelle (grun), 6 Stunden nach E.-tafiektion. Messbalken ist 10 pm.

In Violinplots zeigen verstarkte horizontale Linien den Median und die gestrichelten Linien die 25te und 75te
Quartile an Fehlerbalken zeigen SERI< 0.01 (**).
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Um die molekularen Grundlagen der Interaktion von Fibrin whtelferzellen zu ermitteln, wurde die
MRNAEXxpression der-Helferzellen infizierter junger Mause analysiert. Hierfur wurden*Gi24llen
aus der Leber von Mausen, welche nicht infiziert waren bzw. aus infizierten Mausen nach dreistiindiger
bzw. 18stlndiger E. coliInfektion isoliert. Nach der Sequenzierung wurde eine ungerichtete
Clusteranalyse aller signifikant verdnderten Gene mit mittlerer Stringenz erstellt. Wibildung9a
zu sehen istkam eszu allen untersuchten Zeitpunkten (3h vs. Oh, 18h vszBhyréRten Uberlpung
der signifikant verénderta ' v u]S u ope3 E i c/vv § [ Deuzwei§oR@E S "
Enrichment Scoréhatte der Clusterc opsl} Ppo S]}vU |, u}es « U &] CE]Jv}oCe N ~iZ
c op3l} Ppo 38]}vU , u}e3 « ~DieidiigrdxUleteidstimmung ergab sich mit den
ope3 Ev, T@aind Thl7Zelldifferentierung, Zellrezeptor*]Pv 0P pVPA ~iZ AeX iZe pv
OpeS E c%}]3]A Z-ZRlektielyng, AGEGEhW E « v3 S]Iv"r ~1Z AeX iZ+X
Dartber hinaus kam €% Stunden nach Infekti@beginnzu einerdeutlichen Expressionssteigerung

von Genen, welchdie Koagulation negativ regulieren (G@M30195) Abbildung9b).
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Abbildung9 t mRNAExpressionsanalysen aus der Leber isoliertéelerzellen
a Ungerichtete Clusteranalyse signifikant veréanderter Gene (< 0.05 adjustealyg). Clusternamen fass

jeweils die im Cluster enthaltenen Gene Ontologies und Pathways zusa@tusteranordnung nach ihrem
Enrichment Score (von oben nach unten absteig&ul)nt bezieht sich auf die Anzahl der im Cluster enthaltenen
Geneb HeatmapDarstellung von RNExpressionsdatetler aus der Leber junger Mauselierten CD4 T-Zellen

die im Zusammenhang mit deegativen Regulation der Koagulatistehen(GO: 003018). Nichtinfiziertejunge
Mause (0h) bzw. 3 und 18 Stunden nackler Infektion mit E.coli(3h, 18h) Dargestellt ist die relative
Expressionsanderung
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4.1.2 Abhangigkeit d&2D4 T-Zellaktivierung von der Fibrinbildung

Da sich Fibrin als wichtig fur die Arretierung der Clzellen in der Mikrozirkulation herausstellted
CD4 T-Zellen mitFikrin kolokalisierten(Abbildungl10a), wurdeals Nachstes untersucht, ob das Fibrin
einen Einfluss auf den Aktivierungsstatus von CDZellen hat. Die Aktivierung intravaskularer T
Helferzellen wurde zu verschiedenefeitpunkten der Infektion mittels der Expression der
Aktivierungsmarker CD69 und CDa&8alysiert Abbildung10b, . Zu Beginn dekE. coliinfektion
wurden in den Lebersinusoidgunger Mausekeine aktivierten THelferzellen detektiertAbbildung
10b). 8 Stunden achlinjektion von LPS bzw. 18 Stunden nach der Infektioengblistieg die Anzahl
aktivierter CD4T-Zellen(Abbildungl0b, c).

Die hochste Expression von Genen, die im ZusammenhangdenitT-Zell Aktivierung stehen (GO:
0042110waren3 Stunden naclk.coli-Infektion detektierbar(Abbildungl10d). AusAbbildungl0e ist
ersichtlich dass Gene, die im Zusammenhang mit der Regulierung-del Aktivierung stehen (GO:
0050863), vor allem 18 Stunden nach Infektion am héchsten expriméen

Abbildung10f zeigt, dasses nach Rivaroxaba®ehandlung zu einer starken Abnahme des Anteils
aktivierterintravaskularenCD4 T-Zellenin jungen Mauserkam. Dies war sowohl nachei-als auch
nach 18stindigerE. coliinfektion zu erkennen. Zusatzlich zeigte setthInfektion mitE. coli und
Injektion von LPSlass nahezu alle aktiviertenHelferzellen gleichzeitig auch mit Fibrin assoziiert
waren @Abbildungl0g, h).
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Abbildungl0 t Abhangigkeit der CD4-Zellaktivierung von der Fibrinbildung

a Assoziation einer CDZ-Zelle (Pfeil) mit Fibrin im Lebersinusoid einer Maus, 6 Stunden nach E.coli Infektion.
Messbalken ist 10 pnin. Anzahl rekrutierter aktivierter CD#Zellen in der Mikrozirkulation der Leber nach einer
Stunde und 18 Stunden Infektion mit E. afinteil nichtaktivierter und aktivierter CD4-Zellen nach Injektion

von LPSd, e, HeatmapDarstellung von RNExpressionsdaten aus der Leber isolierter'exellen zur -Eell
Aktivierung (GO: 0042110) und der Regulatien FZeltAktivierung (GO: 0050863) in niclmfizierten Mausen

(Oh) bzw. 3 Stunden und 18 Stunden nach Infektion mit E.coli (3h, 18h). Dargestellt ist die relative
ExpressionsanderunfFibrinabhéngige Aktivierung von CDH4 Zellen 3 und 18 Stunden nach Infektion mit E.
coli in der Mikrozirkiation der Leber. Anteil fibriassoziierter aktivierter CDZ4-Zellen 18 Stunden nach E. <oli
Infektion @) bzw. 8 Stunden nach LPS Injektionig den Lebersinusoidededer Punkt steht jeweils fur ein
individuelles junges Tidb,(c, f-h).

Fehlerbalken zeigen SEM. Violinplots zeigewerstarkte horizontale Linieden Median und die gestrichelten
Linien die 25te und 75te Quartile an. P < 0.01 (**), P < 0.0001 (****),
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4.1.3 Assoziation voimterleukin2 mit T-Helferzellen

Interleukin2 (1L-2) stellt ein bedeutendes immunmodulatorisch&gtokin dar, das die Differenzierung
der CD4T-Zellen in seine Effektorzellen beeinflusst2list entscheidend fur die Entwicklung von Tregs
im Thymus und fur die Vermehrung und Aufrechterhaltulgg Bestandson Tregs in peripheren
Geweben. Des Weiteren fordert B2 die Differenzierung in Thlund Th2Effektorzellen und
unterdriickt die Bildung von Th17 und ellert®.

Visualisierungler IL-:2 Lokalisation zeigte, dass intrakakirefibrin-assoziierte Helferzellenpositiv
fur IL-2 waren (Abbildung11a). IL.-2 war dabei sowohl mit einzelne@D4 T-Zellen, als auch mit
intravaskularen  HelferzellClustern assoziiert. Reduktion der Fibrinbildung in der
Lebermikrozirkulation junger Mause durch einefd® neutralisierenden Antikérpererminderte das
Vorhandensein von 42 (Abbildungl1b). Gleichzeitig kam es nach Neutralisation von-PA&l einem

Ruckgang der CD#ikrothromben(Abbildunglic).
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Abbildungll t Assoziation voil-2* T-Helferzllenmit Fibrin

a Repréasentatives Bild eines intravaskulare@‘ll-Helferzellclusters in Assoziation mit Fibrin 18 Stunden nach
E.colilnfektion. Messbalken ist 10 pnb. Relative Intensitat von 42 pro Gesichtsfeld (150 uméer Leber
Vergleich von PAll neutralisierten Tieren mit der Kontrollgruppe, jeweils 18 Stunden nach Infektion mit E. coli.
Gezeigtsind Daten von mindestensj@ngen Mausenpro Gruppe.c Anteil CD4 Mikrothromben von allen
Mikrothrombennach PAI NeutralisierungJeder Punkt steht jeweils fiir ein individuejilegyesTier.

Fehlerbalken zeigen SEM. In Violinplots zeigeatarkte horizontale Linieden Median und die gestrichelten
Linien die 25te und 75te Quartile an. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**).
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4.1.4 Bestimmung des Subtyps veHdlferzellen

Als nachstes wurde der Subtyp der arretierten mikrovaskularétefferzellenin jungen Mausen
bestimmt @Abbildungl2a-d). ZuBeginn deiE. colinfektion stellten Th1Zellen (ROK™) den grofdten
Anteil der CD4T-Zellen dar Abbildungl2a). RORI* Treg (ROM™FOXRB*) warenim Vergleich zum
frihen Zeitpunkterst nachl8-stiindigerE. coliinfektion am meisten vorhandeigAbbildung12a, d).
Thl-Zellen (Tbed konnten im Vergleich zu spéateren Zeitpunkten der Infektimit detektiert werden
(Abbildungl2a,c, d). Die Beteiligunder FHelferzelleran derAktivierung der Fibrinolyse wurde durch
ihre Assoziation mitrokinasePlasminogesAktivator(uPA ermittelt, welche vor allenan Th17Zellen
assoziiert warerfAbbildungl2b).

3 Stunden naclk. coliinfektion bildeten ThlZellen ebenfalls die gréite Gruppe der CDZellen
(Abbildung12c), gefolgtvon TregZellen (BXB*). Den kleinsten Anteil machten die Fhind Th2
Zellen (ATA3Y) aus. Im Vergleich zum friiheren Zeitpunkt blieb der Anteil desZEii2n unveréandert.
Dagegen stellten 18 Stunden na€h coliinfektion die ROM™ TregZellen den grofdten Anteil der T
Helferzellen darAbbildungl2d). Die Anteile der Thd, Th2 und Thl7Zellen, sowie der Tregellen
waren deutlich geringer De Anzahlder Tht und der ThZZellenblieb im Vergleich zu den-3
Stundenwerten iretwa identisch.

Rivaroxabarfihrte zu einer Reduzierung dBekrutierungronThl7Zellen, vor allem irk. coiModell
(Abbildungl2e, f). Dies lasst darauf schlie3en, dass die Abhéngigkeit-thsif€rzellaktivierung von
Fibrin und die damit verbundene Rotler CD4 T-Zellenals negative Regulatoren der Blutgerinnung

in erster Liniedurch die Wirkung von Fibrin auf die ThZ&llen bedingt ist.
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Abbildung 12 t Charakterisierung intravaskularer arretierter CDBZellsubpopulationen zu verschiedenen
Infektionszeitpunkten

Anteil von Thl (Tbh&t Th2 (ATA*), Th1l7 (ROR"), Treg (BXB*) und RON™* Treg (ROM* FOXB*) an F
Helferzellen in der Mikrozirkulation der Leber nach eiaer3 €) und 18 Stunderd) nach E. colinfektion.

b Anteil an fibrinolytischer (UPAT-Helferzellsubtypen eine Stunde n&tlcokinfektion.e Rekrutierung von Th17
Helferzellen in die Lebersinusoide in Abhangigkeit von der Fibrinbildung natindéi®er E. colinfektion €)
bzw.sechstlndiger S. pneumonidafektion (f).

Jeder Punkt steht jeweils fur ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. In Violinplots zeigen verstarkte
horizontale Linien den Median und die gestrichelten Linien die 25te und 75te Quartile an. P < 0.01 (**), P < 0.001
(***), P < 0.0001 (****),
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4.2 Einfluss von Fibrin auf das intrakalsireBewegungsverhalten vonHelferzellen

in jungen Mausen

4.2.1 Bewegungsverhalten von CDZellen im zeitlichen Verlauf der Infektion

Durch MultiphotonenMikroskopie kénnen Veranderungen der Zelllokalisation in der Mikrozirkulation
der Leberin Echtzeitin vivodargestellt werden. Die -PhotonenMikroskopie ist hierfr besonders
geeignet, da scharfe, hoch aufgeldste und genau lokalisierbare Bilder in grof3erer Gewebstiefe mit
gleichzeitig verminderter Fototoxizitat aufgenommen werden kénnen. Mit Hilfe der Moltipten-
Mikroskopiewurde das Bewegungsverhalten v&@MTPXnarkiertenCD4 T-Zellenin der Mausleber
wahrend verschiedene Stadiender E. colilnfektion untersucht Hierbei wurden Aufnahmen in der
Frihphase der Infektion getatigt bis 55tunden sowie 5 bis 10 Stunden nabitfektionsbeginhund

im fortgeschritteneren Verlauf der Infektion (10 bis 16 Stunden nach Infektionsbeginn). Aus bisherigen
ArbeitenunsererArbeitsgruppe ist bekannt, dassdemE. coliinfektionsmodell digsefalzokklusionen
durch Immunothrombosen und die Bildung von Fibrin né&&hbzw. 6 Stundeneinen Peak erreichen

und, dassl8 Stunden nach Infektiatveginn die Thrombosen zufeil bereits abgebaudind.

Die FHelferzellen zeigten in der Frihphase der coli/v( 18]}v ]v c¢ HerAatpnR Sie
bewegten sich in den Lebersinusoiden sowohl vorwartsgerichtet crawlend als auch wechselseitig riick
und vorwarts crawlend fortAbbildungl3a und b; Link zum zugehdrigen Video 1 im Anhang). Ein Teil
der CD4 T-Zellen bewegte sich deutlich schneller als die crawlenden” Ti2éllen fort Abbildung

13d). Generell war der Anteil aller sich bewegendeételferzellen in der Frihphase der Infektion am
grofliten Abbildungl3c, d).

Auf mRNAEbene zeigte sich anhand der relativen Expressionséndéenarigfektionsverlaufeine
deutliche Zunahme der Expression von Genen, welche mit dégllTMigration (GO: 0072678)
assoziiert sindAbbildungl3e).
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Abbildung 13 t Bewegungsverhalten von CMRMdrkierten CD%4 T-Zellen in der Lebermikrozirkulation im
zeitlichen Verlauf der Infektion

a, b Detektion einer vorwarts crawlendea) (bzw. riickund vorwarts crawlenderbf CMPT>narkierten CD4T-
Zelle im Lebsinusoideiner jungen Mausnittels MultiphotonenMikroskopie. Die GefalRe wurden mit FITC
Dextran sichtbar gemacht. Zeitraum der Aufnahmen zwischdris 5Stunden nach Infektion mit E. coli.
Messbalken ist 10 um. Link zum zugehdrigen Video 1 im Anbamegteilung sich bewegender oder arretierter
Zellen Uber verschiedene Zeitspannen nach Infektionsbeginn. Auswaerittelg Multiphotonan-Mikroskopied
Weitere Differenzierung der sich bewegenden Zellen @usath ihrem Bewegungsverhalten in crawlende und
schnell bewegende Zelleleder Punkt steht jeweils fir ein individueljaagesTier €, d). e HeatmapDarstellung
von RNAExpressionsdaten aus der Leber isolierter*Qe2ellen zur -Zell Migration (GO: 0072678) mcht
infizierten jungen Mausen bzw.3 und 18 Stunden nach Infekti@start Dargestellt ist die relative
Expressionsveranderung.

Fehlerbalken zeigen SEM< 0.05 (*), P < 0.01 (**).
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4.2.2 Vermindertes Crawling deiHelferzellen durch Blockade von £FA

Zur Untersuchung der Abhéangigkeit dBewegungsverhalten von-Helferzellen von dem Integrin
LFA 1 wurdeLFA1 mittels AntikbrperGabe in den Mausemeutralisiert Die Kontrolltiergruppe wurde
dagegen mit dem entsprechenden lg@tikorper behandelt. Pro Gruppe wurden 3 Mause analysiert.
Der Untersuchungszeitraum lag zwischen einer bis 5 Stunden nach Stdft deliinfektion. Das
Bewegungsverhalten derHelferzellen wurde anschliel3end mittels Multiphotorkhikroskopie am
lebenden Tier untersuchDurch Messen der Maximabzw. Durchschnittsgeschwindigkeit der sich
bewegenda CD4 T-Zellen in der Mikrozirkulation der Lebesnnte unterschieden werden, ob es sich
um einecrawlende oder um eine niclitrawlende, schnell bewegende Zelle handelierbei zeigte
sich eine Abnahme crawlendetHEelferzellen nach Neutralisatioron LFAL (Abbildungl4a, b; Video

2 im Anhang). Gleichzeitig blieb der Anteil nichawlender, schnell fortbewegender sowie der Anteil
arretierter FHelferzellen unverandert. Bei naherer Betrachtung zeigte sich, dass dieser Unterschied
vor allem auf dem Verhalten der vorwarts crawlendeHelferzellen beruhteAbbildungl4c). Bei der
Analyse der Geschwindigkeiten der bewegendételerzellen zeigte sich eine Zunahme der Maximal
und der Durchschnittsgeschwindigkeit bei den schnell bewegenden Zellen nach Neutrahseation
LFA1 (Abbildung 14d). Die Geschwindigkeiten der crawlendenHdlferzellen blieb dagegen
unveréndert Abbildungl4e).
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Abbildungl4 t Vermindertes Crawling von CD#@Zellen durch Blockade von LEA

aBewegungsverhalten vonHelferzellen in der Mikrozirkulation der Leber in AbhangigkeitleoiNeutralisation
des LFAL Rezeptors. Detektion mittels Multiphotorbtikroskopie CD4 T-Zellen sind mit CMPTXarkiert, die
Gefalle wurden mit FIT@extran sichtbar gemacht. Zellen sijgaveils mit Punkten markiert (linke und rechte
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Abbildungen). Die farbkodierte Geschwindigkeit und das Bewegungsmuster sind jeweils in der rechten Abbildung
dargestellt. Crawlende Zellen zeigen Zekkéahnliches und schnell vorwartsbewegende Zellen geradliniges
Bewegungsmuster. Arretierte Zellesnd ohne farbkodiertes Bewegungsmuster. Zeitraum der Aufnahmen
zwischen einer bis 5 Stunden nach E:In@gktionsbeginn. Messbalken ist 50 um. Der Link zum zugehdorigen Video
2 befindet sich im Anhand Anteil arretierter, schnell bewegender (nigitawlender) und crawlender -T
Helferzellen. Untersucht wurden jeweils 3 Tiere pro Gruppéeitere Differenzierung der migrierenden Zellen
aus €) nach ihrem Bewegungsverhalten in vorwérts migrierende und rickwértgarts migrierende Zellen,

e Bestimmung der maximalen und mittleren Geschwindigkeit aller schnell bewegenderc(aglgndend) und
crawlenden €) CD4 T-Zellen in jeweils 3 LHAneutralisierten bzw. Ig®@ehandelten Tiere. Grine Punkte
markieren crawlende Zellen, orangene Punkte stellen schnell bewegendec(aistende) Zellen dar.

Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*).

Als néchstes wurden die Expressionen von Rezeptorgenen atfT&Zieden bestimmt, Gber welche
eine Interaktion der Helferzelle mit Fibrin vermittelt werden konnte: LEAITGA), Macl (CD11b
(ITGAN/ CD18TGB2),CD11gITGAX CD1§ITGR). Hierbei war neben LFAvor allem bei CD11b
und CD18 im spateren Infektionsverlauf eine erhthte Expredesistellbar Tabellel3).

RezeptorGen 3hvs. Oh 18h vs. 3h
ITGAM 0.813630 2.375919
ITGAL 0.057329 0.756106
ITGAX 0.044196 0,126272
ITGB2 0.626577 1,487884

Tabellel3 t Relative Expressionsanderwmn Genen, potentiell mit Fibrin interagierenden Rezeptoren, der CD4
T-Zellen

Relative Expressionsanderung (log2F&pegim) der mRNA aus der Leber isolierten*GE2ellen von nicht
infizierten und infizierten Mausen nach drdizw. 18stiindiger E. colinfektion Gezeigt sind nur signifikante
Expressionséanderungen der Gene (adjustecloe < 0.05).

4.2.3Bewegungsverhalten von CD4Zellen in Abhangigkeit raler Fibrindeposition

Um den Einfluss der Fibrindeposition auf das Bewegungsverhalten voh Te&len in den
Lebersinusoiden zu bestimmen, erfolgte eine Lebendmikroskopie jdegen Maus durch
Multiphotonen-Mikroskopie. Der Untersuchungszeitraum fand jeweils eirbl8sunden naclE. coh
Infektion statt, da dies dem Hohepunkt der Fibrindeposition in den LebergefaBen ent&{riotd
hier bereits die meiste Zahl bewegendeH€lferzellen detektiert werden konntépbildungl3c).
Nach Behandlung mit Rivaroxaban kommtiegnfizierten jungen Mauseru einer verminderten
Fibrinbildung in der Lebermikrozirkulation, welche im Vergleich zur Kodiebthndelten Maus etwa

um 80% reduziertst!®, Rivaroxaban induzierte eine Zunahrder schnell vorwéartbewegenden,
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nicht-crawlenden CD4T-Zellen und eine Abnahme der arretierten CD4ellen. s Crawling der-T
Helferzellen blieb unbeeinflussAbbildungl5a und b Video 3 im Anhang). Gleichzeitig zeigte sich eine
tendenzielle Zunahme der Maximaind Durchschnittsgeschwindigkeit von schnell bewegendwmh

von crawlenden Zellen nach Behandlung mit RivaroxaBhhildungl5c).
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Abbildungl5 t Bewegungsverhalten von CD@Zellen in Abhangigkeit von der Fibrindeposition
a Bewegungsverhalten vonHelferzellen in der Mikrozirkulation der Leber in Abhangigkeit von Rivaroxaban.
Detektionvon CMPTxharkiertenCD4 T-Zellen mittels Multiphotoneiikroskopie Die Gefal3e wurden mit FITC
Dextran sichtbar gemacht. Zellen sind jeweils mit Punkten markiert (linke und rechte Abbildungen). Die
farbkodierte Geschwindigkeit und das Bewegungsmuster sind jeweils in der rechten Abbiddgasgtellt.
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Crawlende Zellen zeigen Zi¢hckdhnliches und schnellvorwartsbewegende Zellen geradliniges
Bewegungsmuster. Arretierte Zellen sind ohne farbkodiertes Bewegungsmuster. Zeitraum der Aufnahmen
zwischen einer bis 5 Stunden nach E-ln&ktion. Messbalken ist 50 prder Link zum zugehorigen Video 3
befindet sich im Anhang@.Verteilung der Bewegungsarten von CDZellenin der LebeiMikrozirkulation junger

Méause nach RivaroxabaBehandlung Ermittelter Mittelwert und Standardfehler von jeweils 3 unabhgeg
Experimenten pro Gruppe. Maximale und mittlere Geschwindigkeit von CD4 T-Zellen fur jeweils 3 mit
Rivaroxabanbzw.Vehikelbehandelte jungenTiere. Grine Punkte markieren crawlende Zellen, orangene Punkte
stellen schnell bewegende, nigtrawlende Zellen dar.

4.2 .4 Fibrirabhangiges Auftreten von extravaskularerelierzellen

In der Leber junger Mause ward® Stunden nack. colilnfektion deutlich mehr Helferzellen und
B-Zellen als Neutrophile extravasiertAlfbildung 16a). Beim Vergleich mit der Anzahl der
intravaskularen ZellerApbildungl7) war feststellbar, dass etwa die Halfte alled@lferzellen und B
Zellen extravekular waren. Dahingegen befand sich miwa ein Drittel detMPO Neutrophilenim
Gewebe

Zum selben Zeitpunkt lag der Grofteil der CDZellen als singulére Zelle {&efal oder perivaskular
aullerhalb des GefalRes vor, wobei die meisten der iniral perivaskularen singularen Zellen mit
Fibrin assoziiert warempbildungl6b). Auch die intravaskuléaren und perivaskularen Qezellcluster
waren nahezu alle zu Fibrin assoziiéfildungl6d).

Im Gegensatz zu den intraind perivaskularen Zellen, lagen die Zellen extravaskular tendenziell
vermehrt geclustert als vereinzelt vor, wobei die Behandlung mit Rivaroxabamer verminderten
Assoziation der geclusterten Zellen mit extravaskuldrem Fibrin flkkbbildung 16b, c). Auch
induzierte Rivaroxaban diecbAahmekleinerer extravaskularer Cluster, bestehend aus 5 oder weniger
CD4 T-Zellen, undn Tendenzen auch grol3erer extravaskularer Cluster, bestehend aus 6 oder-mehr T
Helferzellen Abbildungl6e).

Auch zu einem friheren Infektionszeitpunkt war nach Behandlung mit Rivaroxaban eine Abnahme
extravaskularer CD4-Zellen und Thl-Zellen unabhangig vom Clusterstatus zu beobachiemgng,
Abbildung II). In diesem Fall waren die Tiere statt Enicolimit dem KeimS. pneumoniaénfiziert

worden.
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Abbildungl6 t Fibrinassoziation extravaskularébD4 T-Zellen undl-HelferzeHClustelin der Leber

a Extravaskulare Zellen, THelferzellen und Neutrophile der Leber jungeMause 18 Stunden nach Infektion

mit E. coli.b Assoziation von singuldaren und geclusterten ‘CBZellen mit Fibrin, welche sich intravaskular,
perivaskular und extravaskular in der Leber junger Mause befinden. Untersuchungszeitpunkt ist 18 Stunden nach
E. coli Infektionc Extravagulare Fibrirdeposition nicht assoziiertmit kernhaltigen Zellen oder assoziiert mit
entweder einzeln vorkommenden extravaskula@# T-Zellen oder CP T-Zeltlusternl8 Stunden nack. cok

Infektion in Abhangigkeitvon Rivaroxaba. b Assoziation von CD4I-Zellclustern mit Fibrin, welche sich
intravaskular, perivaskular und extravaskular in der Leber junger Mause befanden. Untersuchungszeitpunkt ist
18 Stunden nach E. coli Infekti@mAnzahlund GroRReextravaskulare CD4 T-Zellcluster 18 Stunden nach E.coli
Infektion inAbhé&ngigkeit von Rivaroxaban in der Leber junger Mause

Als perivaskular lokalisiert werden Zellen bezeichnet, die sich extravaskular befinden, der Abstand zur GefaRwand
jedoch < 1um istAls Cluster wurden Ansammlungen von mindesgeRslelferzellen gewertet, wobei die Distanz
zwischen den Nukles2 umbetrug. Jeder Punkt steht jeweils fur ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM.
P <0.05 (*)P <0.01 (**), P <0.001 (***), P < 0.0001 (****),
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4.3 Die Rolle von-Helferzellen im fortgeschrittemdnfektionsverlauf in jungen
Mausen

4.3.1 Anzahl arretierter -Helferzellen im Vergleich zu anderen Immunzellen
In den Lebersinusoiden junger Tiere war 18 Stunden Badvoliinfektion die Anzahl intravaskularer

arretierter FHelferzellen hoher als die Adhasion voiZ@len, Neutrophilen, klassischen und nicht
klassischeMonozyten Abbildungl?).

ok ok ok

10+ * 10+
~ *kk k%
£ L] i
3-8- kR 5,8'
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~ 64 Z 64
c
5 : 5
S a4 T 4+
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Abbildungl7 tAnzahl arretierter Helferzellen im Vergleich amderenimmunzellen in der Mikrozirkulation der
Leber

Anzahlarretierter Immunzellen 18 Stunden nach E. -tmfigktion in den Sinusoiden der Lelpenger Mause
Charakterisierung von-Bellen Uber CD19CD4 T-Zellen Uber CD4 Neutrophile Gber MPO, klassische

Monozyten ber CD115y6C%* und nichtklassische Monozyten tiber CD11%5y6C*"™2ch BlaZellen wurden
Uber CD19und CD5bestimmt.

Jeder Punkt steht jeweils fir ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigeR SEMS (*), P < 0.01 (**), P < 0.001
(***) , P < 001 (** **) i

Nach Depletion der -Helferzellen kam esvahrend derE. coliinfektion zu einer Abnahmeler
adharentenB-Zellenzu verschiedenen Zeitpunkten der Infektighnhang, Abbildung llla,).bKein

Einfluss war dagegen alfeutrophile, klassische und nickiassische Monozyten zu beobachten
(Anhang, Abbildung IlIb).
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4.3.2 Clusterbildung von-Helferzellen in Abhéngigkeit von Fibrin

Mittels MultiphotonenMikroskopie wurde mit Zunahme der Infektionsdauer eine vermehrte
Clusterbildung der -Helferzellenin der Mikrozirkulation der Lebejunger Mausebeobachté
(Abbildungl8a, b). Die Zunahme war am deutlichsten beim Verglenthdem Zeitraum vorein bis5
Stunden zu erkennen. lAbbildung18a wird eine reprasentative MultiphotoneAufnahme eines
intravaskularen CD4T-ZellClusters gezeigtDer Link zum zugehorigeVideo 4 befindet sich im
Anhang.

Um zu ergrinden, ob diese Clusterbildungungen Mausen fibriabhangig istwurde die Anzahl der
intravaskularen HelferzellClusternach RivaroxabaBehandlung zu verschiedenen Zeitpunkten der
Infektion untersucht: Nach Rivaroxab&abe waren 18 Stunden nacB. coliinfektion die
intravaskularen Helferzellcluster in der Leber reduziefthbildungl8c). In Tendenzen war dies auch
6 Stunden nacls. pneumoniaénfektion der FallAbbildung18d). Ein &hnliches Bild zeigte sich auch
bei Untersuchung der ThiZellen Abbildung18c, d). DieMehrheit der detektierten THelferzelt
Cluster waren fibrirassoziiert wobei dies drch die Behandlung mit Rivaroxabatark reduziert
wurde (Abbildungl8e). Rivaroxabafiihrte auch zu einer Reduzierung derzahintravaskularelCD4

T-ZellCluster, welche zuséatzlich noch mit mindestens einZele assoziiert ware\bbildungl8f).
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Abbildungl8 t Kinetik der Clusterbildung vorHelferzellen in der Lebermikrozirkution in Abh&angigkeit von der
Fibrinbildung

a Clusterbildung von CDZ-Zellen im Lebermikrogefal3 einer jungen Maus. Detektion mittels Multiphotonen
Mikroskopie, CD4T-Zellen sind mit CMPTX markiert, die GefaRe wurden mitlFdX€an sichtbar gemacht.
Aufnahmezeitraum zwischen 10 und 16h nach Elmf@ktion. Messbalken ist 20 um. Link zum zugehdrigen Video
4 befindet sich im Anhang.Zeitabhéangige Clusterbildung vorHElferzellen in der Lebermikrozirkulation junger
Mause. Detektion mittels MultiphotoneMikroskopie. Pro Gruppe wurden jeweild%h, 1616h) bzw. 2 (8.0h)
Tiere untersucht, d Intravaskulére Cluster bestehend ausldlferzellen und Thizellen in den Lebersinusoiden
junger Mause 18 Stunden nach E.-tofiektion €) bzw. 6 Stunden nach S. pneumorigiektion @), jeweils nach
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RivaroxabarBehandlunge, f Fibrinassoziation dentravaskularenT-Helferzellclustefe) bzw.mit zusatzlicher
assoziierten Eellen (CDI%Zellen) {) 18 Stunden nach E. ctiifektion in Abhéangigkeit von Rivaroxaban

Als Cluster wurden Ansammlungen von mindestenki@lferzellen bezeichnet, welche sich in den Mikrogefal3en

der Leber befanden und dabei die Distanz zwischen den NBRIg¢im betrug. Jeder Punkt steht jeweils flr ein
individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. In Violinplots zeigen verstarkte horizontale Linien den Median und
die gestrichelten Linien die 25te und 75te Quartile an. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**).

4.3.3 Zirkulierende follikulare-Helferzellen in der Lebermikrozirkulation

Im Rahmen der Immunantwortakin es zur Differenzierung von CDZ#-Zellen in follikulare -T
Helferzellen (TfHkomment!l Neben den TfH in den Lymphknoten finden sich in der Blutzirkulation
zirkulierende TfH(TfH, die die Antikdrperbildung durch-Bellen férder® und funktionell eine Art
Gedachtniszelle der TfH bild&n’.

cTfHwerden Uber ihre Rezeptoren PD1 und CXCRS5 sowie ubdirdaskriptionsfaktor BL&definiert.

Ein repréasentatives Bild einer einzelnen cZifle sowie eines partiell extrahierenden clGHisters
ist in Abbildungl9a zu sehenDie cTfHatten einen Anteil von etwa 40% an allesid&lferzellenund
lagenin den Sinusoiden der Leber gleicherma@enEinzelzellesowie in Clusternor (Abbildungl9b,

C).

cTfHlassen sich iverschiedene Subtypen wie ThTrh2, Th17 und TregZellenunterteilent'2 In
Abbildungl9d ist zu sehen, dass der Anteil aE3* cTfH deutlich groRer war als der Anteil an GATAS
cTfH. Der Anteil der Tregnd der ThZTfHZellen ist mit der Subtype¥erteilungder gesamten T
Helferzellervergleichbar Abbildungl2d).

Generell scheint das Vorhandensein von aTiHtendenzielvon der Hohe der Fibrindeposition in der

Leberabhangigzu sein Abbildungl9e).
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Abbildungl9 t Zirkulierende follikulare-Helferzellen in der Lebermikrozirkulation

a cTfHals Einzelzellen (obebyw.als Cluster vorliegend (unter)8 Stunden nachk. colinfektion. Messbalken

ist 5 pm.b Identifikation von cTfH tGber CD4, CXCR Bnd PD1, 18 Stunden nach Infektion mit E. coh2

und TregSubtypBestimmung von intravaskularen cTfH, 18 Stunden nach InfeltAmteil intravaskularer cTfH,
vorliegendals Einzelzellen bzw@luster 18 Stunden nach Infektion. Jew&ilgere pro Gruppe= Rekrutierung von

cTfH in die Mikrozirkulation der Leber in Abhangigkeit von Rivaroxaban, 18 Stunden naaninfekti

Jeder Punkt steht jeweils fur ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), P < 0.001

(***) .
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4.4 Aufnahme vonKddurch CD4T-Zellen in jungen Mausen

4.4.1 Interaktion von-Helferzellen mitk

Mit voranschreitender Infektion kommt es zur Bildung von AntigatikbrperKomplexen, welche mit
dem Blutstrom zirkulieren. Hierbei wird Frerdaitigen durch die Verbindung mit kdrpereigenen
Antikérpern neutralisiert und anschlieBend phagozytiert. Typisghise erfolgt die Aufnahme und
Phagozytose der zirkulierendeK mittels FcvRezeptoren, welche auf-Bellen, Neutrophilen und
Monozyten/Makrophagen exprimiert sidtf®.

Um das Vorhandensein zirkulierendés ih infizierten Mausen zu imitieren, wwden den jungen
Mauserd Stunden nacle. coliinfektionFluoreszenmarkierte rBSABSAIKintravends injiziertin der
Multiphotonen-Mikroskopie zeigte sich, dass die IK von intravaskularen® GBZeliclustern
aufgenommen wrden (Abbildung20a; Video 5 im Anhang).

Neben den CD41-Zellenwurden auchKupfferzellen (F40/8), BZellen (CD19, Neutrophile (Ly6G
sowieklassische Monozyten (Ly8CLy6G auf ihre Assoziatiomit denlKuntersucht Hierbeiwaren
die grof3ten Anteilean K mit derKupfferzellerbzw. in intravaskularen Arealen ohne kernhaltige Zellen
assoziier{Abbildung20b).

Auch die Fahigkeit zur Phagozytose wWwar bei den Kupfferzellen amusgepragtesteifAbbildung
20c).Jedochatten aber auch knapp 408&r CD4 T-Zellen Kinternalisiert, dies war tendenziell mehr
als bei Bzellen, Neutrophilen und klassischen Monozyten beobachtet werden koBai@. Vergleich
der Aufnahmeeffizienz zeigte sich, dasauf die Zellflache gerechnet T-Helferzellenmehr IK im

Vergleich zu Kupfferzellen undZllenaufnehmen(Abbildung20d).
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Abbildung20 t Aufnahme vorKdurchintravaskulareCD4 T-Zellenin der Leber junger Mause

a Aufnahme von fluoreszenzmarkierte durch CD# T-Zellclusterin den LebersinusoideiDetektion mittels
MultiphotonenMikroskopie CD4 T-Zellenwurden mit CMPTXnarkiert, die Gefal3e wurden mit FFDExtran
sichtbar gemacht. Aufnahmezeitraum zwischerbi€16 StundennachE. coliinfektion. Messbalken ist 10 pm.
Zugehoriger Link zu Video 5 befindet sich im Anhbarfssoziation von intravaskulareK init verschiedenen
Zelltypen6 Stunden nach E. cdtifektionin der Leberc Internalisierungvon Kdurch verschiedene Zelltypém
den Lebersinusoiden, 6 Stunden nach Elmfelktion.d Durchschnittliche Intensitat der aufgenommen#&pio
Zelltyp6 Stunden nach E. cdfifektion.

Jeweils Charakterisierung von Kupfferzellen tber F4/8B-Zellen Uber CD19 CD4 T-Zellen Uber CD4
Neutrophilen Uber Ly6G klassischer Monozyten tber LYy&@6G. Jeder Punkt steht jeweils fur eimdividuelle
junge Maus Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), P <0.001 (***).

4.4.2 Assoziation von CDAZellen mitnternalisierten IK mithrombosen

Die meisten der mikrovaskulareK waren sowohl mit Thrombozyten als auctit Fibrin assoziiert,
unabhangig davon, ob eine kernhaltige Immunzelle vorhanden Mabildung2l1a). Nur ein kleiner
Anteil war weder mit Fibrin noch mit Thrombozyten assoz{iggten nicht gezeiyt

Im Vergleich zu den Kontrolltieren war nachiektion ein hoherer Anteil an-Helferzellen sowohl
mit Thrombozyten als auch Fibrin assozi{@tbildung21b).

Generell waren nahezu alle CD4Zellenmit internalisierten IKmit Fibrin assoziiertAbbildung21c).
Vonallen Neutrophilen (Ly6% welchelK internalisiert hatten, waren etwa 70% assoziiert zu Fibrin.
Bei den klassischen Monozyten (L§B@y6G) mit internalisierten IKvar dahingegen keine Préaferenz

in der Fibrinassoziatioru erkennen.
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Der Anteil der CD4T-Zellenmit internalisierten IK, welche assoziiert Zhrombozyten und Fibrin
waren,war deutlich hdher als der Anteil, der nicht assoziiert wibtildung21d).
Zusammengenommen bedeutet dies, dass IK vornehmlich-mélfErzellen in Thrombosen assoziiert

sind bzw. von -Helferzellen in Thrombosen internalisiert werden.
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Abbildung21 t Assoztion vonCD4 T-Zellenmit internalisierten 1K mit Mikrothromben

a Intravaskulare IK mit assoziierten Thrombozyten und Fibrin in den LebersinuysoigenMause ohne bzw.
mit Assoziation einer kernhaltigen Immunzebedssoziation von Thrombozyten und Fibrin mit Cl2Zellen in
den Lebermikrogefallen volk-supplementiertenTieren ¢ Assoziation verschiedener Zelltypen, welche IK
internalisiert haben, mit Fibrin in den Lebersinusoiden. Charakterisierung voh TeZedlen Uber CD4
Neutrophilen Uber Ly6G klassischer Monozyten tber Ly&@6G. d Assoziation von Thrombozyten und Fibrin

mit CD4 T-Zellen, die IK internalisiert haben. Untersuchung junger Mause, jeweils 6 Stunden nach Infektion mit
E. colia-d).

Jeder Punkt steht fur ein individuellaagesTier. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), P < 0.001
(***).

Neben der Internalisierung von IK durch Kupfferzellen wurde auch die Phagozytose von LPS im
Zusammenhang mit der FibrBildungin den Lebersinusoiden junger Mausatersucht. Zwar war die

Anzahl der Kupfferzellen, welche LPS aufgenommen hatten, bei erniedrigter Fibrinbildung
unverandert, dagegen in Nur77 - Mausen, welche naclk. coli- Infektion sichtbar verstarkte
Fibrinbildung zeigten, pso] z &Z,Z38X tpu&E ] &] E]v ]dnjgktiBn nickE Z cZ e« p
klassischer Monozyten wieder vollstandig auf -WiVeau gebracht, lag auch die Anzahl der*LPS

Kupferzellen wieder auf Niveau des \(Whhang, Abbildung IV; vgl. Dateur Fibrinbildung'4).

80



4.4.3 Verhinderung der Aufnahme von IK durch Blockade deRdzeptors

Die Aufnahme vorKiwird Uiber FcvRezeptoren vermittei. Dieser Prozess kann duidcihibierung der
FcvRezeptorerill und 11 (CD16 undCD32) mittelsavendse Injektion von rCD16/CD3Antikorpern
blockiert werden'®. Bisherist in der Literaturnoch wenig dariiber bekannt, o06D4 T-Zellen Fe
Rezeptoren exprimiererAusgehend von der mRMequenzanalyse konnte gezeigt werden, dass T
Helferzellen did=cv¥Rezeptoren I, IIb, 1l und BXprimieren, und dass deren ExpressiwonLaufe der
Infektion zunimmt (Tabelle14). Die RNA wurde hierbei aus der Leber von M&ausen, welche nicht

infiziert waren, und aus der Leber infizierter Mawsbzw. 18Stunden naclie. colilnfektion isoliert.

Fc\R-Gen 3hvs. Oh 18h vs. 3h
FCGR1 0.610690 1.829649
FCGR2B 0.270086 1.089095
FCGR3 0.719321 2.167122
FCGR4 1.096360 1.638213

Tabellel4t Z o S]A

E% E e°]}ve Vv

E v PRexgptoren der CHE-Z&llen

Relative Expressionsanderung (log2F&peglm) der mRNA aus der Leber isolierten*dBZellen von nicht
infizierten und infizierten Mausen nach drbzw. 18stindiger E. colinfektion. Gezeigt sind nur signifikante
Expressionsanderungen der Gene (adjustadioe < 0.05).

Durch die Blockadeon CD16 und CD¥2am es zu einer stark verringerten Aufnahme v@durch F

Helferzellen in der LebermikrozirkulatioAlfbildung22a und b). Auch reduzierte die Blockade de

Rezeptoendeutlichdie Aufnahme vorkdurch kernhaltige intravaskulare Zellathgemein(Abbildung

22c).
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Abbildung22 t Blockade der Aufnahme vakdurch CDAT-ZellennachinhibitionvonFcvRezeptoen (CD16/32)

Reprasentative Bild€n) und Quantifizierungo) der Aufnahme vorkldurch intravaskulare-Helferzellerin der

Lebermikrozirkulatiomach Inhibition des FefRezeptors mitrCD16/CD3Antikdrper. Messbalken ist 20 pmo.

Aufnahme vonK durch intravaskularémmunzllenin der Leber nach Behandlung ni€D16/CD3Antikérpern.

Jeweilss Stunden nach Infektion mit E. cdj €).

Jeder Punkt steht jeweils fur ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.01 (**), P < 0.0001 (****).
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4.5 Bildung von Mikrothrombosen in der Leber alter Mause bei systemischer Infektion
4.5.1 GefalRverschlisse in der Mikrozirkulation der Leber

Umden Einfluss des Alters adit Bildung von (Immun®Thrombosen im Rahmen einer systemischen
bakteriellen Infektion zu untersuchen, wurdatien Mausenk.colintravends injiziert und die dadurch
induzierte intravaskulareFibrinbildung und GefalRobstruktiondn der Mikrozirkulation der Leber
analysiert Abbildung23a-c). Ein Teil der Mause war zuvor mit Rivaroxaban behandelt worden
Rivaroxaban induzierteie verminderte Fibrinbildungn den LebersinusoidefAbbildung 23a).
Parallel dazu kam es zu einer starken Abnahme der Bildung von Mikrothromben und tendenziell zu
einer Reduktion von Okklusionefi\bbildung 23b). Die Abnahme zeigte sich vor allem bei den
zellhaltigen MikrothrombenAbbildung23c).

Vehikel Rivaroxaban

Fibrin DAPI
Mikrothrombus® Gef. / 100 GefiRe

Okklusion® Gef. /100 GefiRe

Rivaroxaban
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Abbildung 23 t MikrovaskulareFibrinbildung und Gefaldverschluss bei alten Mausen wahrend systemischer
Infektion

a Reprasentative Darstellung von Fillmidungund Gefal3okklusion in der Mikrozirkulation der Leéb8tunden

nach E. colinfektion in alten M&ausen. Behandlung mit Rivaroxaban bzw. Vehikelldsung. Messbalken ist 20 pm.
b, c Anzahl der GefaRe mit Mikrothromben und Okklusioft®nund Verteilung der zellfreien unrbaltigen
Mikrothromben bzw. Okklusion€p) in den Lebersinusoiden alter Mau8eStundemach E. colinfektion

Punkte beziehen sich jeweils auf biologische Replikate. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**).

82



4.5.2 Interaktion von Immunzellen mit Mikrothromben und GefaRverschlissen

Wir untersuchten zunéchst welche Immunzellen in die Mikrozirkulation alter Mause rekrutiert wurden.
Wir fanden, dass neben CD#Zellen, CD8T-Zellen, Neutrophile, klassische und nigldssische
Monozyten rekrutiert wurderfAbbildung24a).Rivaroxaban verminderte selektiv die Rekrutierung von
CD4 T-Zellen.

AnschlieRend wurden die Mikrothromben bei alten Mausen néher charakterisiert. Im Einzelnen fanden
sich CD8 T-Zell, CD4 T-Zell, Neutrophit, klassische und nicllassische Monozypezifische
Thromben (Abbildung 24b). Die CD2# T-Zell, Neutrophit und klassischen Monozgpezifischen
Thromben fuhrten zu zeflpezifischen OKkklusionerfAbbildung 24c). Nach Behandlung mit
Rivaroxabarwaren die T-Helferzelt sowie dieklassischen Monozgt-spezifischerMikrothromben

bzw. Okklusionendeutlich reduziert @bbildung 24b, ¢. Auch die Neutrophil-spezifischen

Mikrothromben und Okklusionenahmen tendenziell ab.
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Abbildung24 t Charakterisierung zellhaltiger Mikrothromben u@éfalverschlisse in der Lebermikrozirkulation
alter Mause

a Effekt von RivaroxabaBehandlung auf Anzahl arretierter Immunzellen in der Mikrozirkulation der Leber nach
dreistundiger E. colnfektion in alten M&auserb, c Differenzierung intravaskuléreellhaltiger Mikrothromben

(b) und Okklusionert) anhand ihrers Zelltypes. Untersuchung der Lebersinusoide alter Mause nach dreistiindiger
E. coli Infektioin Abh&angigkeit von vorausgegangerikivaroxabarBehandlung.

Charakterisierung von CD8&Zellen Gber CD8CD4 T-Zellen Uber CD4Neutrophilen Uber MPQklassischer
Monozyten Gber CD118y6C™*und nichtklassischer Monozyten tiber CD1L§6Cach

Jeder Punkt steht jeweils fir ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), P < 0.001

(***) i
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4.6 Charakterisierung von NEH@mation und Neutrophilen Subtypen bei systemischer
Infektion in alten Mausen

4.6.1Einflusgder Koagulatiomuf die NEFBildung in jungen unalten Mausen

Bisher wurde gezeigt, dass CDO4zellen wahrend systemischer Infektionen in jungen Mausen im
Rahmen einer frihen innaten Immunantwort eine bedeutende Funktion als Fibrinfilydernde
Immunzellen besitzen. Bekanntermal3dnngieren im Gegensatz dazWNeutrophile als pre
thrombotische Immunzellendurch ihre Fahigkeit zur NEB#dung als Hauptakteure bei der
Entstehung von Immunothrombos&n

Da mit zunehmendem Alter das Risiko steigt einen schweren septischen Verlauf im Rahmen einer
systemischen Infektion zu entwickeln und autié Entwicklung von Thrombosen erhoht istjrden

hier Mause unterschiedlichen Alters untersu€ht'’. Um potentielle Unterschiede in der NETs
Bildung bei alten Mausen zu detektieren, wurden alte und junge Tier&nublbbzw.S. pneumoniae
infiziert.

Die Anzahl rekrutierter Neutrophiler war nach dreistiindigecolinfektion in jungen und alten Tieren
vergleichbar Abbildung 25a). De Reduktion der Fibrinbildung durckden Faktor Xdnhibitor
Rivaroxabarbeeinflusstedie Rekrutierung der Neutrophilen urdle NETsBildung in alten Mausen
nicht (Abbildung25a, b). Jedochwar die Bildung von NETSs in alten Mausen im Vergleich zu jungen
Mausen tendenziekrhdht (Abbildung25b).

In jungen Mausen und tendenziell auch in alten Mausen kam es zu einer Abnahme arretierter
Neutrophiler in der Lebermikrozirkulationl8 Stunden nachE. coliinfektion auf Grund
vorausgegangener RivaroxabBehandlung(Abbildung25c). Interessanterweise bewirkte dagegen
Rivaroxaban sowohl in jungen als auch alten Mausen eine deutlich gesteigerte Bildung vgmoNETs
arretierten Neutrophilen/Abbildung25d).

In alten Mausen waauchnachS. pneumoniaénfektionzu einem etwas friheren Zeitpunkt auf Grund
der Behandlung miRivaroxaban eine gesteigerte NETbsebachtbar wobei die Anzahl arretierter
Neutrophiler unverandert bliebAbbildung25e, f).

Die Ursachen fir die verstarkte NEBiklung nach Rivaroxabd®abe sind unklar.
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Abbildung25 t Koagulationsabhéngige Freisetzung von NETSs in der Mikrozirkulation der Leber

a, ¢, e Rekrutierung MPONeutrophiler3 Stunden(@) bzw. 18 Stunderc)nach Infektion mit E. cdh jungen und
alten Mausen oder 6 Stunden nach Infektion mit S. pneumoniae in alten M&)sewdils naciBehandlung mit
Rivaroxaban.b, d, f, Anteil der von Neutrophilen freigesetnteitH3" MPO NETs pro Gesamtzahl MPO
Neutrophiler in der Mikorzirkulation der Lel#¢b) bzw. 18 Stunderd) hach Infektion mit E. coli in jungen und
altenMausenoder 6 Stunden nach Infektion mit S. pneumoniae in alten Matsgevieils naciBehandlung mit

Rivaroxaban.

Jeder Punkt steht jeweils fir ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**).
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4.6.2 Die Aktivierung vonaktor XIl durch Nukleosomen

Esist bekannt, dassegativ geladene Polymere wie die DNA FXII aktivieren kénnen. Jsiddctie
Mechanismen der Faktor XAktivierung durch NETs noch geklart. Da NETs externalisierte
Nukleosome darstellen, wurden verschiedenen Nukleos@mpartikelprapariert und ihre Wirkung
auf die FX{Aktivierung analysiert.

AlsNegativkontrolle diente Puffer, als Positivkontrolle Kaolias Degativgeladene Kaolin bewirkte
erwartungsgemaf eine sehr starke Aktivierung von FXbi(dung 26). Unter den Nukleosom
Kernpartikeln induzierte die nukleosomalen Kernpartikel ohne Link@NA ONO) eine starke FXHa
Bildung. Die Aktivierung durch die 147 bpMRragmente viel im Vergleich dazu geringer aus. 40N40

induzierte dagegen nur eine mafige Aktivierung von Faktor XII.
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0.5+ -
0.000 =f T T T T 1 0.0
0 20 40 60 80 100 min Puffer ONO 40N40 DNA
mit F12
mam Puffer - mit F12 40N40 120 pg/ml =s= 60 pg/ml Kaolin
== ONO 120 pg/mi = 147bp DNA 120 pg/ml

Abbildung26 t WirkungverschiedeneNukleosorKernpartikel bzw. freier DNA auf die Bildung von Faktor Xlla
in vitro

Links Veranderung de#05nmAbsorption durch Spaltung des chromogei®rbstrats £302als Mal3 fur die
Aktivierung von Faktor XII. Messpunkte zwischen 5 und 100 Minuten nakfioRestart. Als Proben wurden die
NukleosorKernpartikelONO und 40N40, sowie 147 bp DNA jeweils in der Konzentrddipd/ml eingesetzt.
RechtsWw ¢ E pv E 3Z der@Anken-Tdil der Abbildung gezeigten Kurven.

Alle Messreihen stammen von jeweilsunabhangigen biologischen Replikaten. Fir jede Messreihe wurden
jeweils2 technische Replikate gemittelt. Fehlerbalken zeigt SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), P < 0.0001 (****).
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4.6.3 Verteilung maturer und immaturer Neutrophiler wahrend systemischer Infektionen
Neutrophile werden Ublicherweise erst nach vollstandiger Reifung in den Blutkreislauf freigesetzt. Ist
der Bedarf an Neutrophilert beispielsweise durch eine systemische Infektiogrof3er als es die im
Blutstrom vorhandenen Neutrophilen bewaltigen konnemvird die Reifezeit der Neutrophilen im
Knochenmark verkirzt uneskommt zur Freisetzung von unreifen (immaturen) NeutroptfieRur
schwere systemische Infektionen wie Sepsis und CAYIBst ein erhdhtes Auftreten immaturer
Neutrophiler im Blutkreislaufbekannf®11811% unklar ist, ob dies mit dem Alter des Individuums
korreliert.

Daher wurde nittels durchflusszytometrischer Untersuchungen analysiert, ob sich bei jungen und
alten Mausen der Anteil immaturer (CDIPbzw. maturer (CD10) Neutrophiler unterscheidet3
Stunden nacli. coliinfektion war bei jungen Mausen der Anteiaturen Neutrophiler in Leber und
Lunge deutlich héher als der AnteiimaturerNeutrophiler(Abbildung27a, b. Umgekehrt konnten in

der Leberalter Mause mehr immaturaund weniger mature Neutrophile detektiert werden. In der
Lunge wiederum war die Verteilungei den alten Mauseriihnlich wie bei den jungen Mausen
(Abbildung27b).

Generell war in Leber und Lunge niahfizierter alter Tiere der Anteil immaturer Neutrophiler hoher

als der Anteil maturer NeutrophileiApbildung27c, d). Mit Infektionsverlauf nahm schlief3lich der
Anteil immaturer Neutrophiler wieder alAbbildung27c, d).

Des Weiteren wurdelie koagulationsabhangige Verteilung immaturer und maturer Neutrophiler in
der Leber und Lungalter Mause in unterschiedlichen Stadien einer bakteriellen Infekéinalysiert
(Abbildung27d; Anhang, Abbildung)Mn der Leber verandertRivaroxabamlie Verteilungmmaturer

und maturer Neutrophilenicht (Anhang, Abbildung)VIn der Lungeson alten Mauserkam esnach
RivaroxabarGabe zu allen Zeitpunkten der Infektion zu einer starken Zunahmend®aturen
Neutrophilen im Vergleich zien Kontrollbehandelten Tiergibbildung27e).

Da bei systemischen Infektionen in alten Individuen im Vergleich zu jungen Tieren venstégktre
Neutrophike auftreten und bei alten Tieren gleichzeitig im Infektionsverlauf die Anzahl immaturer
Neutrophiler abnimmt, kénnte dies den Schluss zulassen, dass immature Neutrophile bei schweren
Infektionen nicht nur verstarkt freigesetzt werden, sondern auch verstégkbraucht werden.
Gleichzeitig konnte das verstarkte Vorhandensein bei alten Individuen nachteilig fur einen raschen

Genesungsprozess sein.
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Abbildung27 t Einfluss des Alters und von Rivaroxaban aufvdigeilung immaturer (CD1Qlund maturer
(CD101) Neutrophiler

a Reprasentative Darstellung des Gatimgs durchflusszytometrischen Analys@OKontrolle des Antikdrpers
CD101 link9 und Vollfarbungréchtg der Zellisolate aus der Leber eipgngen WMaus 3 Stunden nach
Infektion.b Durchflusszytometrische Auswertudgr Verteilung CD10Lind CD101Neutrophiler in jungen und
alten MauserB Stunden nach Infektion mit E. coli. Zellisolate jeweils aus (lellex)und Lunggrechts)

¢, d Verteilung von CD10lind CD101Neutrophilen imicht-infizierten alten Mausen, sowigund 18 Stunden
nach E.colinfektion bzw6 Stunden nach S. pneumonilidektion. Zellisolate jeweils augber ¢) undLunge(d).
e, Verteilung von CD10uind CD101Neutrophilen imichtinfizierten alten Mausen, sowgund 18 Stunden
nach E.colinfektion bzw.6 Stunden nach S. pneumoniidektion. Vor Infektion wurden ig¢ Tiere mit
Rivaroxabarbzw. deiVehikelLdsungals Kontrolldbehandelt.Zellisolate jeweils auder Lunge

Daten zu Kontrolbehandelten infizierten altenTierenausb, ¢, d und e identisch. Jeder Punkt steht jeweils fur
ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SE#10.05 (*), P < 0.01 (*# < 0.001 (***) P < 0.0001 (****)
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4.64 Einfluss des Alters und der Koagulation auf die NeutropBieression von CXCR4

Die Rekrutierung der Neutrophilen in den Blutkreislauf unterliegt zirkadianen Rhythmen: Die

&E ] SluvP pv * C,}Ju]vPr & E USE}%Z]o v ]*3 Z u%sSe Zo] Z A}v
Rezeptors CXCR4 abhaniig.zunehmender Verweildauer der Neutrophilen in der Zirkulation nimmt
auchdie Expression von CXCR4 zu. Auch das Vorhandensein von Pathogenen kann die Expression von
CXCR4 und damit das Altern der Neutrophilen in der Zirkulagemflussefy.

Jedoch ist unklar, ob das Alter des Individuums einen Einfluss auf die -EX{@8&skion bei der
Pathogenbekdmpfung hatDiese Fragestellung sollte mitteurchflusszytometrische Analysen
beantwortet werden.

In jungen Tieren exprimierten iZ Ip 00 E u3E&}%ZJov & > E pMarkguvP %

CXCR4 wahreradner dreistindigerk. coliinfektion{Abbildung28g, b). Im Gegensatz dazu war den

alten Tieren die CXCHRkpression der Neutrophilen in der Leber und vor allem in der Lunge deutlich

reduziert{Abbildung28p).

In nichtinfizierten, alten Tieren warat Anteilvon CXCR4und CXCR4Neutrophilen in Leber und
Lunge jeweils bei etwa SOEbbildungw:, d).Des Weiteren wurdalie Expression von CXCBt

alten Mausenin unterschiedlichen Stadien bakterigllnfektionen untersucht wobei die Infektion

keine Anderung der Expression in der Leber hervol#ibb{idung28). Dagegen kam es in der Lunge
Uber die Zeit zu einer Abnahme des Anteils CX8BR4trophiler{Abbildung28fl).

Grundsatzlich hatte die Verabreichung von Rivaroxaban bei alten Tieren keinen Einfluss auf die
Expression von CXCR4 auf Neutrophilen (Anhang, Abbildludgdoch kam es 3 Stunden n&ctcok
Infektion bei Rivaroxababehandelten alten Mausen anteilig zu einer verminderten Expression von
CXCR4 im Verhdltnis zu den Kontbelhandelten Tieren und dementsprechend zur Abnahme des
Anteils an CXCRMeutrophilen|{Abbildung28e).

Da junge Mause im Vergleich zu alten Tieren nach Infektion eine erhthte Expression des

11%

Alterungsrezeptors CXCR4 auf Neutrophilen aufweisen, kdnnte dies ein Grund flir die bessere

Pathogenbekampfung durch Neutrophile in jungen Individuen'&ein
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Abbildung28 t Expression von CXCRMeutrophilen

a Reprasentative Darstellung des Gatimgs durchflusszytometrischen Analys&1OKontrolle des Antikdrpers
CXCRA4ifks und Vollfarbungréchtg der Zellisolate aus der Leber eifsngen WiMaus3 Stunden naclt. coh
Infektion.b Durchflusszytometrische Auswertudgr Verteilung CXCRdnd CXCR4Neutrophiler in jungen und

alten MauserB Stunden nach Infektion mit E. coli. Zellisolate jeweils aus (lellex)und Lung€rechts)

¢, d Verteilung von CXCR#hd CXCR4Neutrophilen imichtinfiziertenalten Mausen, sowie3 bzw.18 Stunden

nach E.colinfektionund 6 Stunden nach S. pneumonif@ektionin alten MausenZellisolate jeweils aussber

(c) undLunge(d). e Schatzungsdiagramme stellen die Grol3e eines Effekts zusammen mit der visuellen Darstellung
seiner Genauigkeit (Konfidenzintervall) dar. Linke H&##isolate aus der Leber alter Mause, 3 Stunden nach E.
coliinfektion.Rechte Halfte: EffektgroRe, die Differenz zwischen den Mittelwerten und Prazision der berechneten
EffektgroRe als 95%onfidenzintervall. Ungepaarte, zweiseitigddsts, PNerte: 0.0198 (*) fur CXCR#d

0.0248 (*) fur CXCR4

Daten zu Kontrolbbehandelten infizierten altenTierenausb, ¢, d und e identisch.Jeder Punkt steht jeweils fur

ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SE#10.05 (*), P < 0.01 (* < 0.0001 (****)

90



4.6.5 Vorlauferzellen von Neutrophilen: Effekt des Alters und der Koagulation

Die m Knochenmark befidithenVorlauferzellen von Neutrophilen @Xeu) sindCD117und reifen

tber immatureCD101CD117Neutrophile zu matureif©D101 CD117Neutrophilen heran. Die in die
Zirkulation freigesetzten Neutrophil€D117und kdnnen sowohl CD10&ls auch CD10keirf’. Da
bereits festgestellt wurde, dass es im Rahmen bakterieller systemischer Infektionen zum Auftreten
immaturer Neutrophiler in Leber und Lunge kommt, wurditefs Durchflusszytometrie untersucht,

ob wahrend systemischer bakterieller Infektionesuch CD117 preNeu in Leber oder Lunge
nachweisbar sind.

Der Anteil an CD11WNeutrophilen war 3 Stunden nadh. colilnfektion bei jungen Tieren deutlich

hoher als bei alten Tierefbbildung29a, b), wobei der Unterschied in der Leber ausgepragter als in

der Lunge war.

AnschlieBend wurdén alten Mauserdas Vorhandensein von preNem weiteren Infektionsverlauf

mit E. coliund S. pneumoniaesowie in Abhangigkeit einer Rivaroxatehandlunguntersucht
(Anhang, Abbildung VIIDie meisten der Neutrophilen in der Leber alter Tiere waren CDlaBei

war kein Unterschied zu nichrtfizierten Tieren erkennbar. Auch die Dauer der Infektion, der Keim und
die Behandlung mit Rivaroxaban bewirkten kein verstarktes Vorkommen von preNeu in der Leber
(Anhang, Abbildung YIIm Vergleich zur Leber kam es in der Lunge alter Mause zu einem igastar
Auftreten von preNeu, hier lag der Anteil CD1Neutrophiler bei etwa 60%. Dennoch war kein
Unterschied zu infizierten Tieren erkennbar. Dabei hatten weder die Infektionsdauer, die Wahl des
Keims, noch die Behandlung mit Rivaroxaban einen Einfluss auf das Verhdltnis ZDCDA17
Neutrophiler(Anhang, Abbildung VI
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Abbildung29 t Verteilung von VorlaufeNeutrophiler (CD11Y in Abh&ngigkeit vom Mausalter

a Reprasentative Darstellung des Gatings der durchflusszytometrischen Analys&oRki@le des Antikdrpers
CD117 (links) und Vollfarbung (rechts) der Zellisolate aus der Leber einer jundéaug/B Stunden nach
Infektion.b Durchflusszytometrische Auswertung der Verteilung von CDibtiZCD117Neutrophiler in jungen
und alten Mausen 3 Stunden nach Infektion mit E. coli. Zellisolate jeweils aus Leber und Lunge.

Jeder Punkt steht jeweils fir ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.0001 (****).
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4.7 Potentielle Rolle der-Helferzellen fur die Thrombosebildung von Patienten mit
viralen Infektion

4.7.1 Negative Assoziation von Gefaldverschlissentialfdrzellen

Virale Krankheitserregdtdnnen beim Menschedie Bildungvon dysreguliert& Immunothrombosen

mit potentiell lebensbedrohliche mikro- und makrovaskulameGefaRverschliisseauslésen. Uber die
Rolle der THelferzellen bei Immunothrombosen wahrend viraler Infektionen ist dabei noch wenig
bekannt.

Um die Bedeutung defi-Helferzellenflir die Entstehung voifhromboserbei Patienten mit viralen
Infektionenzu untersuchen, wurden Lungenproben von Patienten ausgewertet, welche an oder mit

dem InfluenzaVirus bzw. SARSo\2-Virenverstorben waren.

Bei allen untersuchten Patienten wurden multiple GefaRobstruktionen beobafhidtildung308g, b).

In den SARE0Vf2-Patientenwaren im Vergleich zu deinfluenzaPatienten tendenziell hohere

Anteile an Mikrothromben bzw. Okklusionen detektierablildung30p).

Auch de Anzahl intravaskuldrer CDZ-Zellen unterscied sich zwischen derPatientengruppen

Abbildung30t). So &indensich in den kleinen LungengefalRen (< 50 um Durchmesseithffoenza

Patienten deutlich mehr-Helferzellen im Vergleich BARE0V/2-Patienten. Auch in groRen Gefalden
(> 50 um Durchmesseanurdenhdhere Level voii-Helferzellerdetektiert.

Sowohlin kleinen (< 50 um) als auéh groRen GefalRen (> 50 umfgnden sichbei Patienten mit
InfluenzaVirus eine tendenziell hdhere Zahl MPQReutrophile im Vergleich zu Patienten mit
SARSCoV 2 (Abbildung30d).
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Abbildung30 t T-Helferzellen, Neutrophile und Okklusionen in den Lungengefaf3en von Patienten mit viralen
Infektionen

a Reprasentative8ild vonthrombosiertenGefalen der Lunge eines SAR®2-Patienten. Messbalken ist 50

um. b GefaRthromben unéefaldklusionen in der Lunge von Patienten mit Influevizas bzw. SARS0V2 c,

d Anzahldurchschnittlicher CD4I-Zellen €) bzw. MPO Neutrophiler ¢) in kleinen bzw. groRererGefal3e in
Lungenproben voRatienten mit hfluenza bzw. SARSo0\2-Infektion(c, d).

Jeder Punkt steht jeweils fur einen Patienten. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**).

94



4.7.2 Negative Korrelationen zwischen Gefal3verschlissgbeder Anzahl intravaskularer CD4
T-Zellen

Danach wurden in debungenproben von Patienten, die mit dem Influenbaw. SARE0V2-Virus
infiziert waren, die intravaskularen Thromben analys@a—c). Reprasentative Bilder der
verschiedenen Thrombemfypen in den Lungengefal3en von SARS2-Patienten sind ifAbbildung
= zu sehen.

Zellfreie FibriaThromben bildeten bei den COVID Patienten im Vergleich zu den zellspezifisehen
Thromben den groRten Antema). Bei den InfluenzaPatienten wardagegn kein
Unterschied feststellbaﬁbbildung:%l:).
Interessanterweise korrelierte die Anzahl intravaskularer ‘Cl2ellen stark negativ mit der Anzahl
der Thromben (r =0.8822) und der Anzahl der Okklusionen ({0566)|Abbildung31¢). Dabei
wurden die Daten der InfluenZRatienten (hellblau, Kreis) und der SARS/2-Patienten (dunkelblau,

Dreieck) gemeinsam ausgewertet.
Zusatzlich wurden die intravaskularen CDBZellen beider Gruppen hinsichtlich ihres pro

).

Hierbei waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Influemzd den SARGo0V2-

fibrinolytischen (UPA und antifibrinolytischen (PAL*) Subtyps charakterisietApbildung 31

1%

Lungenproben zu erkennen. Jedoch war der Anteil derlPAdHelferzellen gegentuber der uP#&
Helferzellen in den COVatienten erhoht.

Im Rahmen eine vitro Experiments wurden verschieden zusammengesetzte Thromben beziiglich
]ZE E & Z]PI ]§ Tpu cdE %o %o Fveohuntelsicht. Bligrbei z&ipte sich, dass durch TF
initiierte Thromben die Bakterien effizienter einfangen und eliminierten als Throinbiierte
Thromben Anhang, Abbildung VI
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Abbildung31 t Beziehung zwischen pulmonalen Thrombosen uHelferzellen bei viralen Infektionen

a Reprasentative Bilder von Thromben mitid@lferzellen (links oben), Neutrophilen (links unten) oder beiden
Zelltypen (rechts) in LungengeféaRen von SBR& Patienten. Kennzeichnung der CDZellen durch Pfeile und
der MPO Neutrophilen durch Sternchen. Messbalken sind 20 um (links oben) und 50 um (links unten und rechts).
b, cAnteil zellfreier und zellhaltiger Thromben in den LungengeféaRen vorC@AMRSb) und InfluenzéPatienten

(0), unterschieden wurde nach den beinhaltenden ZelltygdlegativeKorrelation der rekrutierten CD#-Zellen

zu den thrombosierten (links) bzw. okkludierten Gefaflien (rechts) in Lungenproben von Inflodr&aRE oV

2 Patienten. Daten sind normalverteilt, PearscliVBrte sind -0.8822 (links) bzw:0.7566 (rechts). Das 95%
Konfidenzintervall ist fargi hinterlegt.e Assoziation von uPA und Pamit intravaskularen CD4I-Zellen in
Lungenproben von Influenzaind SARE0V2 Patienten. Jeder Punkt steht jeweils fur einen Patienten.
Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.057%,0.01 (**), P < 0.0001 (****).
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V. Diskussion

5.1 Schlusselfunktion vorHelferzellen bei Immunothrombosén Rahmen
systemischer Infektiome

Zuanfangswurde untersuchivelche Funktion die CD3-Zellen wahrend systemischer Infektiongm

die Entstehung und Regulation denmunothrombose besitzemariber hinaus sollte geklart werden,

ob die wahrend der Infektion verstarkte Fibrindeposition in der Mikrozirkulation reziprok regulierend
auf die THelferzellen wirkt. Des Weiteren sollten die in unterschiedlichen Haufigkeiten wéahrend des

Infektionsverlaifs auftretenden CD4T-Zellsubtypen naher charakterisiert werden.

5.1.1 CD#T-Zellen als fibrinolytische ImmunothrombeRegulatoren

Neben klassischen Monozyten und Neutrophilen kdnnten autteferzellen wichtiggRegulatoren

von Immunothrombosen darstellen.

RNASequenzierungsanalysen lassen den Schluss zu, dasg-Zélen durch ihre fibrinolytischen
Eigenschaften der Blutgerinnungsaktivierung entgegenwirken koénnen. In der Frihphase der
systemischen Infektion wurde bspw. eine verstarktRNAExpression des fibrinolygérdernden
GensPLGwelches das Protein Plasminogen translatiert und@ess

PLAURwelchesden Rezeptor uPARodiert und die Fibrinolyse durch Bindung von uPA oder tPA
fordert, beobachtet. Gleichzeitig fanden sich auch erhdhte Expressionefibvimolyseinhibierende

bzw. prekoagulatorische Genen wie SERPINF2nd SERPINEDas GerSERPINFSerpin Family F
Member 2)kodiert fur den Alpha2-Plasmin Inhibitor und das GEERPINHEiir den Plasminogen
Aktivator-Inhibitor PA}L.

Um die Beteiligung der-Melferzellen an der Regulation der Immunothrombosen zu tberprufen,
wurden die CD4T-Zellen vor Infektion depletiert. Hierdurch kam es zu einer deutlichen Zunahme der
Fibrindeposition in der Lebermikrozirkulatiomie in der Friihphase der Infektion am starksten
ausgepragt waf®,

Arbeiten von Mukhopadhyay et al. und Loef et al. sind in Einklang mit ddipirmlytischen Aktivitéat

der CD4 T-Zellert?* 22, Durch gleichzeitige Depletion von Chd CD8 T-Zellen kam es zu einer
beeintrachtigten Auflosung tiefer Beinvendimromben in Mauseld’. Des Weiteren konnte Loef et al.
2022 zeigen, dass CDdnd CD8 T-Zellen verschiedene PlasminogRezeptoren exprimieren, mit
denen sie Plasminogen auf ihrer Oberflache binden. Damit bringen die zirkulierenden aktivierten T
Zellen Plasmin in peripheres Gewebe, wo es fur die fibrinolytische Aktivitdt im Rahmen der
Immunantwort bendétigt wird?2,

Schlussfolgernd lasst sich sagdass THelferzellen eine bedeutende Funktion als {itwrinolytische

Akteure im frihen Infektionsgeschehen habe@enerell besitzen sie Fibrinolyse regulierende
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Oberflachenproteine, die sie entsprechend den Erfordernissen im Rahmen der Immunantwort
exprimieren. Damit handelt es sich bei d&b4 T-Zellenum fibrinolytische Immunothrombose

Regulatoren

5.1.2 Aktivierung von CD%Zellen durch Fibrin

Die meisten aktivierten-Helferzellenvaren mitFibrin assoziiert. Gleichzeitighmbei verminderter
Fibrindeposition der Anteil aktivierter CDBZellen ab. Demnach kann geschlussfolgert werden, dass
die Assoziatiomit Fibrin die Aktivierung der CD#Zellen fordert.

Der zeitliche Hohepunkt der-Zellaktivierung entspricht auch etwa dem Zeitpunkt starkster
fibrinolytischer Aktivitat, sodass auch hier ein kausaler Zusammenhang denkbar ware.

Obwohl THelferzellen eine bedeutende Rolle fiir die Delsierte Fibrinolyse spielepersistierte die
Assoziation der -Helferzellen mit Fibrin Uber ein langeres Zeitintervall. Dies kdnnte durch eine
vermehrte Bildung des Fibrinolydehibitors PAIL erklart werden. In der Tat verringerte die Inhibition
von PAlL die AnzahlCD4 T-Zellspezifischer Mikrothromben.

Dartber hinaus ermdglicht RAlauch, dass die arretierte-Helferzelle 112 sezerniert welches
bekanntermaBen vorallem von aktivierten Zellen exprimiertwird’®. Gleichzeitig konnte die
Aktivierung der FHelferzellen Uber einen langeren Infektionszeitraum beobachtet werden. Dies
koénnte Uber eine durch PAl geférderte IE2 Sezernierung vermittelt sein.

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, di@sdssoziatiomit Fibrin die Aktivierung der CD4
T-Zellen fordertund die vermehrte Bildung vdPAll sowohl die Fibriinduzierte Aktivierung als auch
die Persistender Fibrinassoziatioder T-Helferzellenaufrechterhalt. Somit besitze@D4 T-Zellen
neben prafibrinolytischen auch antifibrinolytische Funktionen. Die vanienden Funktionen der CD4

T-Zellen kdnnten durch unterschiedlicheZ€llsubtypen vermittelt werden.

5.1.3 Arrest verschiedener Subtypen detélferzellen im Infektionsverlauf

Zu Beginn der Infektion stellten R&ARTh17Zellen den Grof3teder in der Mikrozirkulation der Leber
arretierten THelferzellen Auch wardie Assoziation des pifibrinolytischen Proteins uPBei diesem
T-HelferzellSubtyps am ausgepragtestadm Infektionsverlauf nahmen die RdRTregZellen zu und
bildeten schlieRRlich eh haufigsterSubtypder CD4 T-Zellen.

Bekannt ist bisher, dass R@RTh17%Zellenals Reaktion auf Infektionen mit extrazellularen Bakterien
entstehen-Bei den hier beobachteten RAR Th17%Zellen konnte es sich um MAZEllen handeln. In

der Tat war beobachtbar, dass die Th17 Zellen teilweise aus dem Diunndarm rekrutiert werden und fur

MAIT-Zellen typisch, zusétzlich zu R@Rauch IEL7A in hoher Konzentration exprimiertef!?4
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Um eine rasche Immunantwort bei Infektionsbeginn zu gewdhrleisten, nimmt die Anzahl innater
Immunzllen wie NK¥ellen und MAIFZellen in infiziertem und entziindetem Gewebe rasch zu,
entweder durch Rekrutierung an den Infektionsort oder durch lokale Prolifergtiét. Auch bei
schweren COVHD9 Verlaufen konnte eine Expression des Aktivierungsmarkers CD69 vor allem in
innaten FZellen detektiert werdett®,

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es sich mit Zunahme der Infektionsdader bei
Mehrheitder CD4T-Zellen um ROK" FOXB*" CD4 T-Zellenhandet, welche als innate MA#Zellen

aus der Darmmukosae rasch an den Infektionsort rekrutiert woreem lsdnnten Ob es sich bei den
RORT" FOXB* CD4 T-Zellen in unseren Analysen um R@RregZellen handelt, welche vor allem in

der Mukosa des Darms vorkommen und neben ihrer stabileren regulatorischen Funktion zusétzlich
anti-inflammatorisch wirksam sifé?, oder um TregZellen im Ubergang zu ThZgllen, deren
Entstehung als Antwort auf Pathogenen von myeloiden Zellen induziert®yinduss in Zukunft tber

die Analyse weiterer Marker geklart werden.

5.2 Abhangigkeit des Bewegungsverhalten vbielierzellen in der
Lebermikrozirkulation von der Fibrindeposition

Als nachstesvurde der Fragenachgegangen, inwieweit das Bewegungsverhalten deelferzellen in
der Lebermikrozirkulation wahrend systemischer Infektionen abhangig von Id&alen
Fibrindeposition istDafiir wurde der Einfluss von Fibrin auf unterschiedliche Fortbewegungsarten von
CD4 T-Zellen, namlich das Crawling, das schnelle Fortbewegen, den GefaRarrest i@aind d
transendotheliale Migration untersucht. In diesem Zusammenhang wurde auch die Funktion des T

Zellintegrins LFA naher bestimmt.

5.2.1 Abhangigkeit der Fortbewegung detidiferzellen von Fibrin

In den Ergebnissen zeigte sich, dass'JEllen in der Lebermikrozirkulation in der Frihphase der
Infektion im Vergleich zu spéteren Zeitpunkten die grof3te Mobilitdt aufwiesen. Es waren sowohl
zahlreiche schnell fortbewegende als auch crawlendeHelferzellen zu beobachten.
Interessanterweisefand sich in den Lebersinusoiden der grof3te Anteil mobilételferzellen in
demselben Zeitraum der Infektion, dem auch die maximale Fibrindeposition zu beobachtenfar
Rivaroxaban bewirkte in den friihen Zeitpunkten der Infektion eine Abnahme des Anteils arretierter T
Helferzellen und eine Zunahme des Anteils schnell bewegendef Tldllen. Auch in den

immunohistochemischen Analysen war die Anzahl der in den Lebersinusoiden arretierter T
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Helferzellen nach Rivaroxaban zu allen Zeitpunkten der Infektion deutlich verringert. Das Verhéltnis
crawlender THelferzellen schien von Rivaroxaban unbeeinflusst.

Die Ergebnisseeigen dass fur die Fortbewegung und den Arrest bestimmter Immunzellen in der
Mikrozirkulation eine Interaktion mit Fibrin erforderlich ist. Beispielsweise interagieren Neutrophile
und Monozyten mit Fibrin Uber ihren Rezeptor MBqCD11b/CD18}32 Auch das strukturell
ahnliche Integrin CD11¢/CD18, welches vor allem von dendritischen Zellen, aber auch von Monozyten,
Neutrophilen und BZellen exprimiert wird, kann die Bindung an Fibrin vermitféldedoch ist bisher
noch nicht bekannt, tber welchen Rezeptor CDZellen Fibrin binden kénnen.

Die Neutralisation des -Eellintegrins LFA hatte eine Abnahme des Anteils der crawlenden Cb4
Zellen und eine tendenzielle Zunahme der schnell bewegendéelf€rzellen zur Folge, wohingegen
der Arrest unbeeinflusst blieb. Daraus geht hervor, dass déallihtegrin LFA bei durch Infektion
gesteigerter FibrindepositioRinfluss auf das Bewegungsverhalten derTE2Zellen hatDies kdnnte

Uber die LFAL:ICAM1 Bindung vermittelt seinwobei ICAM1 Fibrin(ogen) binderkann was die
Adhasion der Tymphozyten fordeff*13%, oder durchdirekte Interaktionvon LFAL mit Fibrin
vermittelt sein In vitro vermittelt Neutralisation von LFA eine massive Reduktion der Migration
humaner CD#4T-Zellenauf Fibrinbedeckter Oberflache, wobalas Bewegungsverhalten auf der
Kontrolloberflache von der LFANeutralisation unbeeinflusst bleipwie in unserer Arbeitsgruppe
gezeigt werden konntg®,

Fibrindepositionen am Endothel scheinen generell die Rekrutierung von Leukozyten wie- den T
Lymphozyten zu foérdern, womit das Fortschreiten der Entziindung stimuliert 3t
Interessanterweise induzieren Fibrindepositionen auch die Bildung von -ICAMIf den
Endothelzellet%4°, was der Grund dafiir sein konnte, dass bei erhohter Fibrinablagerung auf Grund
der Infektion der Anteil der schnell bewegendei&lferzellen verringert war.

Neben seinm Einfluss auf das Bewegungsverhalten, vermittelt-LFauch die Aktivierung von-T
Zeller?®. LFAL erleichtert die TZeltAktivierungunter anderem indem e die fur die Aktivierung
erforderlichen Antigenmengen senkt. In Abwesenheit von-LR#t etwa die 108ache Menge an
Antigen fir die Konjugation zwischerZélle und APC und alle nachfolgenden Ereignisse-dettT
Aktivierung erforderlickf®. Arbeiten unserer Arbeitsgruppe folge nimmt nach Neutralisation von
LFA1 der Anteil CD6ID4 T-Zellen ab und die Assoziation deHe&lferzellen zu Fibrin ist verringé&rt

In vitro zeigte sich, dass hierflr eine Fibhmeraktion zwingend Voraussetzung'#t Damit kénnte

LFAL die Schnittstelle zwischen Fibrindeposition und Aktivierung deellerzellen vermitteln.

Im Gegensatz zur Mobilitdt scheint der Arrest deétdiferzellen in der Lebermikrozirkulation wahrend
der Frihphase systemischer Infektionen nicht tber die L:F2AM1 Bindung vermittelt zu seiie
Sequenzierungsdaten der mRNA von aus der Leber isoliertenTeZadlen ergaben, dass durch die

Infektion die Expression von CD11b und CD18 erh6ht waren. Jedoch hatte auch die Neutralisation von
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CD11b Daten nicht gezeigtkeinen Einfluss auf den Arrest. Ein weitemaiglicher Kandidat wére
beispielsweise der von-Effektorzellen exprimierte Ligand \WAder den von Endothelzellen
exprimierten Rezeptor VCANbindet, oder der Rezeptor CD1%¢

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass die Fibrindepositionen in der Lebermikrozirkulation das
Bewegungsverhalten der CDBZellen beeinflussen. Dies wird vermutlich Uber daellintegrin LFA

1 und ICAML auf den Endothelzellen vermittelt.

5.2.2 Einfluss von Fibrin auf die transendotheliale Migration AHelf€rzellen

Dieverminderte Fibrindeposition in den LebersinusoiserwhRivaroxabarBehandlungnduziertebei
Infektionen mit E. coliund S. pneumoniaesine deutlich geringere Anzahl an ins umliegenden
Lebergewebe transmigrierter CD%-Zellen. Auch die Anzahl dextravasiertenNeutrophilen war
reduziert. Wie dieverringerte Extravasation von-Helferzellen und Neutrophilen mechanisch
vermittelt wird, ist bisher noch nicht geklart. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass bei anderen
Zelltypen die Migration tber lokaldélfinolyse vermitteltwird!*®, Reichel et. al. konnte zeigen, dass
durch Bindung von uPA an Macauf Leukozyten deren transendotheliale Migration durch lokale
Aktivierung der Fibrinolyse erleichtestird*4

Im Falle derT-Helferzellen kénnte die fir die Extravasation erforderliche Migration durch1LFA
induziert sein. In der Tat bewirkte die Neutralisation von -LFéine verminderte Mobilitat der
CD4T- Zellen, gleichzeitigyurden auch weniger Helferzellenaktiviert. Unter der Annahme, dass
durch eine gesteigerte Aktivierung dieHElferzellen vermehrt fibrinolytisch aktiv sind, kénnte dies die
CD4 T-Zellen auch verstarkt zur Extravasation befahigen. Fur die Bedeutung vdndpféht auch,
dass uber deen Ligand ICAM bereits bekannt ist, dass dieser Fibrin(ogen) binden kann, was
wiederum die Adhasion und die anschlieBende (T+@gmgyration der TLymphozyten und anderer
Leukozyterin vitro forderte!3415,

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Fibrindeposition in der Lebermikrozirkualtion die
(Trans )Migration von THelferzellen beglnstigt. Dies kénnte Uber dagellintegrin LFA vermittelt
werden

Eine graphische Darstellung der moglichen verschiedenen-abhéngigen Fortbewegungsarten von

T-Helferzellen findésich inAbbildung32
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Abbildung32 t Hypothetischer Zusammenhang zwischen Arrest, Fortbewegung und transendothelialer MigratieidelterZellen in Abhangigkeit von Fibrin
1) Mdoglicherweise bewirkt die Bindung zwischen einem vbieferzellen exprimierten Integrin und Fibrin einen verstarkten Arrestidetf@rzellen am Ort der Fibrindeposition.
2) Diekonstitutive Expression d@Zellrezeptor LFA ermdglicht das Crawling derHelferzellen entlang détibrinbedeckterGefalwand.
3) Die transiente BindungonLFAL mit der Fibrinbedeckten GefaRflacHeitet auch die Extravasation der CO4Zellen ein. Die fur die Transmigration erforderliche lokale Fibrinolyse wird
Uber uPA vermittelt, welches an uPAR auf déellmembran gebunden seitrinte.
4) Bei geringerem Vorhandensein von Fibrin oder verminderter Interaktion vahmREACAML ist die intravaskulare Fortbewegung der €DZellen gesteigert.
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5.3 Interaktion von JHelferzellen mitKim Zusammenhang mit der Koagulation
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass fluoreszenzmarkierte B&SA IK von

phagozytierenden Zellen wie Monozyten, Makrophagen, Neutrophilen urdellBn in der
Lebermikrozirkulation infizierter Mausgebunden und internalisiert arden Erstaunlicherweise
vermochten auch CD4T-Zellen IK zu binden und zu internalisieren, wobei sogie
Internalisierungseffizienz derHelferzellen die der anderen Leukozyten Uberstieige Blockade der
Fcvl- und Folll-Rezeptoren (CD16/32) bewirkte eine nahezustahdige Inhibierung der Aufnahme
von IK durch -Helferzellen.

Dartiber hinaus waren CD%-Zellen welche IK internalisiert hatten, deutlich starker mit Fibrin und
Thrombozyten assoziiert als CO4Zellen ohne internalisierte IK. Im Vergleich zu anderen Leukozyten
konnte eine verstarkte Assoziationit Fibrin nachnternalisierung von Iikur noch bei Neutrophilen
beobachtet werden, wenn auch deutlich weniger ausgepeigtbei CD4T-Zellen Zwar ist aus der
Literatur bekannt, dass nach Inkubation mit IK menschliche Leukozyten eind&oggalatorischen
Phéanotyperin vitroaufweiserkonnent“, beispielsweise fordert auch die Interaktion von Neutrophilen
mit zirkulierenden IK die Bildung von NET$edoch ist der beschriebene Zusammenhang voG D}
T-Zellen und der Thrombenbildung ein Novum.

Schlussfolgerh ergibt sich dass CD4T-Zellen IK Ubeihre Fcvl- und Folll-Rezeptoren bindemnd
internalisieren konnen. Dies geschieht mit gro3erer Effizienz als bei anderen Leukozyten. Gleichzeitig
bewirkt die Bindung und Internalisierung von IK durclii@lferzelleneine verstarkte Assoziatiomit
Fibrin und Thrombozyten, die so nur noch bei Neutrophilen, jedoch in deutlich geringeren Umfang

finden ist.

5.4Rolle der FHelferzelktlusterim fortgeschrittenen Infektionsverlauf

Nachfolgend wurde diedRe der TFHelferzellen im fortgeschrittenen systemischen Infektionsverlauf
untersucht.Mit zunehmender Infektion kam es intravaskuldr zu einer steigenden Clusterbildung der
T-Helferzellen. Interessanterweise waren haufig auceBen Bestandteil demtravaskularenT-
HelferzelCluster.

Zwar ist aus der Literatur bekannt, dass bei Infektionen und Entzundwey Blutzirkulation generell
vermehrt intravaskuldre Leukozytekggregateauftreten, doch wurden bishespeziellCD4 T-Zellen

nicht damit im Zusammenhamgebracht*’. AusschlieRlich von CDBZellen konnte man bisher in de
LebergefaRerine Clusterahnliche Strukturbildung beobacht&f

Die verminderte Fibrindeposition in der Mikrozirkulation der Lef@chBehandlung mit Rivaroxaban

reduzierte die Anzahl von-Helferzellclustern.Die Tatsache, dass gleichzeitig auch die Fibrin
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Assoziation der intravaskuldren Cluster nach Rivaroxaban vermin@eriasst vermuten, dasgie
Interaktion mit Fibrin fudie Clusterbildungerantwortlich ist

LymphozyterAggregate, bestehend aus 0nd BZellen undstabilisierenden &lenwie Fibroblasten
treten vor allemaul3erhalbvon GefaRen auf, wo sieam Ort der Entzindungertiare lymploide
Strukturen (TL)ilden konne*®1%%, TLS tragewiederumzur Aktivierung der -Lymphozyten bét:.
Bei etwa einem Bttel der intravaskular arretierten T-Helferzllen im fortgeschrittenen
Infektionsverlaufhandele es sich untTfHZellen die Bestandteil vorintravaskularen TL-&hnlichen
Strukturenseinkonnten.Eine der Hauptfunktionen deTfHZellen stellt die Aktivierung von naiven B
Zellen dar, wodurch diese zantikdrperproduzierenden Plasmazellen oderGBdachtniszellen
differenzierer® Gleichzeitigvaren @wa 80% der TfHellen positiv fir ©XR*, sodass es sich bei
diesenZellenum regulatorische cTHellen (cTFR)andeln konntewelche, umAntikdrperreaktionen
zu optimieren und die Bildung vorAuto-Antikbrpernzu unterdriicken die Aktivierung von Zellen
negativ modulieren konneh 3. Dasim Verlauf debakteriellen Infektion eine Interaktion zwischen
T-Helferzellen und Zellen in der Zirkulatiostattgefunden hatte, ist daran ersichtlich, dass die Anzahl
in der Mikrozirkulation arretierter Eellen nach Depletion der-Helferzellen zuriickgingDie
Aktivierung von EZellen durchkoagulationsvermittelte T-HelferzeHCluster sollte Gegenstand
weiterer Forschung sein.

Im spateren Infektionsverlauf konnte eine groRe Anzahl an*CiZ4licluster im Gewebe detektiert
werden, welche verstarkt fibriassoziiert waren. In diesen extravaskularen Clustern befanden sich
neben FHelferzellen auchBellen Daten nicht gezeigt Auch hiekdnnte es sich um eine funktionelle
Einheit ahnlich der TLS handeln.

Zusammenfassend zeigte siadmss das Vorhandensein von Fibeim wichtiger Ausloser fur die
Aggregatbildung der-Relferzellen in den GefaRen und im GeweieGleichzeitig kann angenommen
werden, dass es sich bei denHg€lferzellclustern mit eingeschlossenenZ&len um wichtige

funktionale Einheiten der Immunabwehr handeln kdnnte.
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5.5 Einfluss dedltemsauf die Koagulationsantwort bei bakteriellen und viralen
Infektionen

In einem weiteren Teilprojeksollte die Frage beantwortet werden, inwieweit das Alter des
Modellorganismus Maus undes Mensclen bei systemischen bakteriellen bzw. viralen Infektionen

Einfluss auf die Koagulationsantwort hat.

5.5.1 Gesteigerte Thrombosebildung bei systemischen Infektioreten Mausen

Mause kénnen bis zu zweieinhalb Jahre alt werden und gelten mit einem Alter von 3 bis 6 Monaten als
ausgewachsen, was einem menschlichen Alter vo8®0ahren entspricht*!>> Ein Mausalter von
10-16 Monaten entspricht einem Alter von 38 Lebensjahren beim Menschen. Ein Lebensalter von
18-24 Monaten bei der Maus entspricht einem Alter von@®b Jahren beim Mensch&i Fur die
vorliegenden Versuche wurdetaherinsbesondere 8 bis 10 Wochatte und 22 Monate alte Mause

als Modell fur junge bzw. alte Organismeingesetzt. Erkenntnisse Uber die Immunantwort in
infizierten Méausen sind nicht vollstandig auf den Menschen Ubertragbar, jedoch ist auf Grund der
Ahnlichkeit der Immunantwort auf systemische Infektionen b&iusen und Menschen davon
auszugehen, dass die Ergebnisse der Mausexperinmmténdest teilweisayesicherte Hinweise auf

die Immunantwort des Menschen geb&innen.

Untersucht wurde die Bildung von Mikrothromben und Gefa3okklusionen in den Lebersinusoiden alter
Mause wahrend systemischer bakterieller InfektioDabei wurde beobachtet, daske Anzahl von
GefalRe mit Mikrothrombosen und Okklusionen bei alten Maussn etwa ein Drittel h6hedag als

bei jungen Mause.

Um die potentielle Abhangigkeit desHelferzellarest von der intravaskuléren Fibrinbildung zu
analysieren, wurde die Fibrinbildung mittels den Fakto#ifébitor Rivaroxaban inhibiert.
NachRivaroxabarBehandlungvar die Anzaharretierter T-Helferzellen in den alten Mauseteutlich
reduziert Der Arrestandere Immunzelen, wie der CD8T-Zellen, der Neutrophilen und der
klassischen und nicitiassischen Monozyteblieb von der FibrirDeposition in den Lebersinusoiden
unbeeinflusst Rivaroxaban induzierte auch eine massive ReduktiGD4 T-Zellhaltiger
Mikrothromben und Gefaliokklusionen.

Schlussfolgernd lasst sich sagen, desalten Mausenvon allenrekrutierten Immunzelspezies
CD4T- Zellen am starksten mit Fibrin interagienund, dass Fibrin die Rekrutierung deé&lferzellen

forderte.
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5.5.2 Negative Korrelation von Gefal3okklusionen mit verringerter Aanaierter CD4 T-
Zellen bei Patienten mit pulmonalen Infektionen

In der Lunge von Patienten ntOVIEL9 bzw. Influenza konnte gezeigt werden, dass bei verringerter
CD4 T-Zellanzahl die GefalBokklusionen atimen und és beide Parametestark negativ miteinander
korrelierten. Dies bestatigvermutlichdie in der Maus beobachtete Fahigkeit deH&lferzellen zur
Reduktion der FibrinbildungBei komplikationsreichen Verlaufen von COMI®wurden in allen
innaten FZellen eine gesteigerte Expression des Aktivierungsmarkers CD69 det&ktizataus den
vorliegendenexperimentellen Daterdes Modellorganismus Mauservorgeht, dass die Aktivierung
von FHelferzellen die Koagulation negativ regulieréire dies eine mogliche Erklarung fie degative

Korrehtion zwischen deKoayulationund derAnzahl von Helferzelle.

Gleichzeitig geben die Analysen zur Assoziation von uPA urtl ialden FHelferzellen einen
wichtigen Hinweis darauf, dassZEllen nicht nur die Fibrinolyse férdern, sondern diese auch
inhibieren kénnen Die Daten zetgn, dass die CD4-Zellen der COViHD9-Patienten im starkeren
Maf3e PAIL und weniger ausgepragt uPA exprimieren. Bei dételferzellender Influenza Patienten
war dasAusmald der Positivitat firPA und PAL in etwa ausgeglichen, jedograrenim Vergleich zu
den TFHelferzellen der COViBatiententendenziell mehr CD4T-Zellenmit uPAbzw. weniger mit
PA} 1 assoziiert Da in den InfluenzRatienten auch weniger okkludierte Gefalie im Vergleich zu den
COVIEPatienten zu findemwaren, scheint zuséatzlich zu der gerimge Anzahl an intravaskularen T
Helferzellen bei COVAD® im Vergleich zu Influenzauch ein Switch der verbliebendrHelferzllen
zu einem antifibrinolytischen Ph&notypen stattgefunden zu haben. Dastelferzellen auch anti
fibrinolytische Marker exprimieren kdnnen, konnte bereits in unserem MausmodethRNAEbene
gezeigt werden. Neu ist jedoch der Aspekt, dass*CI2Zellen unter besonderen Umstéanden

P IApvP v ip o Jv « Z Jv vU ]ZE v WZ v}3C%erhalten ZwanderE Biedigi « u
kénnte ein Zusammenhang mitsec A& Z pe-Phhndtyps der -Helferzellenvorliegen, welcher
bisher vor allem bei zytotoxischen CIE8fektor FZellen beschrieben worden ist und unter anderem
auftritt, wenn eine Infektion vom Wirt nicht beseitigt werden kann, und die Zellen daher ihre Funktion
einschranken, um eine Schadigung des normalen Gewebes zu vermeiden. Dabei ist unter dmgerem i
Fahigkeit zur Sekretion von Zytokinen vermindert, aul3erdem weisen sie eine erhéhteskHpres
inhibierenden Rezeptoren &3’. Ob es sich bei den CDRBZellen, welche andiibrinolytische Marker

% EJu] E vU pu € Ad w8 v @dSU uPee§ ME Z hvS Eepy ZuvP E (

typischen Marker geklart werden.
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5.6 Einfluss von Alter und Infektionsparameter auf exprimierten Phanotyp von
Neutrophilen

Nachfolgendwurde der Frage nachgegangen, welchen Phénotypen Neutroftglesystemischer
Infektionaufweisenund ob hier Unterschiedan Zusammenhang mit dewilter zu beobachten sind.
AuBRerdem sollte der Einfluss des Altdes Individuums sowie dd-ibrirbildungauf den Prozess der

NEDseuntersucht werden.

5.6.1 Verminderte Rekrutierung von Neutrophilen und gesteigerte NETose nach Rivaroxaban
Die Rekrutierung dr Neutrophilenin die Mikrozirkulation der Leber wéhrend systemischer bakterieller
Infektionwar in jungen und alten Mauseqminzipiellvergleichbar. Das Alter schien nur insofern Einfluss

zu haben, als zu frilhen Zeitpunkten der Infektion die Fahigkeit der Neutrophilen zur NETose bei alten
Mausen gegenlber jungen Maustmndenziellerhéht war.

In der Frihphase der Infektion hatte die Behandlung mit Rivaroxaban keinen Einfluss auf die
Rekrutierung von Neutrophilen und deren Fahigkeit zur NETose. Jedoch war im spateren Verlauf der
Infektion die Rekrutierung der Neutrophilen nach Behandlung marBikabansowohl in jungen als

auch in alten Mausewerringert und gleichzeitig deren Fahigkeit zur NETose erhéht.

Eine mdgliche Erklarurfgr die ehohte NETos@ach RivaroxabaBehandlungdnnte sein, dass bei
verminderter Thrombosebildung die NETose kompensatorisch erhoHBister wurdediesin vivo

noch nieso gezeigt,in prinzipieller Ubereinstimmung konntexiu et. al.mit Hilfe eines in vitro
cs}ooPeniusionsD} opefgen dass die Menge gebildeter NETs negativ mit dem Vorhandensein
von Thrombin/Fibrin korreliett®,

Die Forderung der Neutrophilenrekrutierung durch lokale Koagulationsaktivierung konnte unter
anderem durchdas von Neutrophilen exprimierte Integrac-1 (CD11b/CD18) vermittelt werden,
welches an die omane von Fibrin(ogen) od&egradierungsprodukte von Fibrin dien kani®®,
AuRerdem kann Mat an ICAML binder3*135 welches unter anderem von Endothelzellen bei
erhohter Fibrindeposition verstarkt gebildet wifd'4%. Damit konnte & Adhasiorder Neutrophilen

an die Fibrinfasern des Thrombus erleichtert werded so dengesteigeten Arrest von Neutrophilen

in der Zirkulation bei erhohter Fibrindepositienklaren

Die Bindungder Neutrophilen tber Mad an die Fibrie6-Fasernkdnnte auch die Clearance der
Degradationsprodukte des Fibrins Uber Phagozytose ermogfith€n Dies konnte auch eine
Erklarung fir die verminderte NETo&ei erhdhter Fibrindepositiordarstellen, da Neutrophile

Phagozytose und NETose nicht gleichzeitig betreiben kdfhen
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5.62 Aktivierung von Faktor XII durch den NuklecB@mpartikel ONO

Der Mechanismus der NETnhduzierten Koaglationsaktivierung ist noch weitgehend ungeklart.
Zukunftige Expgmente misserklaren, inwieweit nebn derLinker DNAauchHistonkomponenten an
der Aktivierung von Faktor XII durblukleosonen der NETs beteiligt sindn der vorliegenden Arbeit
wurden verschiedene Nukleoso#dernpartikelauf inre Wirkung auf die FXMktivierung analysiert.
Hierbei zeigte sich, dass FXIl am starksten durch den Nukledsompartikel ONO aktiviert wird.
Deutlich schwacher war die Aktivierung dudfdN4Q die Aktivierung durch 147bp dsDNA war dagegen
im mittleren Bereich.

Die unterschiedlichéktivierung von Faktor Xll durch dieiden NukleosomKernpartikellasst sich
nicht aufunterschiedlich stark@&indungsaffinitat zum "acidic patch" des Histdimers (Histon 2A:
Histon 2B) zurlckfuhren, da der acidic patch bei beiden Nukled¢&emmpartikelVarianten
gleichermalf3en flr cGAS zuganglichDetrbedeutsameJnterschiedzwischen den beiden Nukleosem
Kernpartikelrbesteht inder 40bpLinker dsDNAer beidseitig bedON40Onicht aber beDNOvorhanden
ist*®. Jedoch konnte es sein, dasXIl mit hoherer Affinitaan denc ] ] %o lindefalsan die
dsDNA, was den Unterschied von ONO zu dsDNA erklaren wirde, jedoch diese aktivierende Wirkung

durch das Vorhandensein der beiden 4@bpker dsDNAtréange im Falle von 40N40 inhibiert wird.

5.6.3 Erhohtes Vorkommen immaturer Neutrophiler in alten Mausen bei systemischen
Infektionen

Entzindungen und Infektionen erhthen die Neutrophilenproduktion und verkiirzen gleichzeitig die
Reifungszeit der Vorlauferzellen im Knochenmark, sodass es zur Freisetzung immaturer Neutrophiler
kommt'®3, Die Fahigkeit von unreifen Neutrophilen zur Phagozytose und zur-BRZESigungist

vermindert, auch die NETosst beeintrachtigi®.

Bei alten Mausen zeigte sich ein erhdhtes Vorhandensein immaturer Neutrophiler im Vergleich zu den
jungen Tieren in der friihen Infektionsphase in der LelnealtenMenscherwurdenin schweren Féllen
systemische Infektionen wie COVIEL9 und Sepsigbenfals vermehrt immature Neutrophileim
Blutkreislaufdetektiert®®118119,

In der Lungalter Tierenahm die Anzahimmaturer Neutrophiler nach Behandlung mit Rivaroxaban
stark zu In der Lebewar dies ebenfalldendenziellerkennbar.Eine mégliche Erklarung kénnte sein,
dassnachlinhibierung von Faktor Xa die koagulatieaigivierende Wirkung der maturen Neutrophilen
beeintrachtigt ist, sodass mehr Neutrophile in die Zirkulation freigesetzt werden missen und

schlief3lich auch immature Neutrophile in die Zirkulation gelangen.
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Ein Zusammenhang mit der beobachteten gesteigerten NETose nach Rivar@atimist jedockher
unwahrscheinlich da zwarin immaturen Neutrophile NETosen gontan auftretenkénnen, jedoch

NETose hauptsachlich durch Aktivierurentstehen

5.64 Erhohte Expression von CXCR4 in Neutrophilen junger Mause wahrend systemischer
Infektion

Die Analysaler zirkadianen Expression des Alterungsrezeptors CXCR4 auf Neutragiifiendass
nach Infektion in jungen Mausen nahezu alle Neutrophilen den Marker CXCR4 exprimierten, in alten
Mé&ausen dagegen nur maximal die Halfte. In midlfizierten M&usensollten frische (CXCR4nd alte
(CXCR3 Neutrophile in den Morgenstunden etwa gleichmaRig verteilt®%givasauch so in denicht-
infiziertenalten Tieren zu beobachten war. Im Vergleich zu alten Mausen scheinen in jungen Tieren

die Bakterierdie Expression von CXCR4 auf NeutropliiEsseranregen zu konnen

Die erhohte Expression von CXCRA Neutrophilen lasst vermuten, dass eistarker pro
inflammatorische Phéanotypbei den Neutrophilenvorliegt, wodurch dieseunter anderemdurch
gesteigerte NETose besser zur Bekampfung der Pathogene befahigtGenérell nimmtin
Neutrophilen die Fahigkeit zur Pathogenbekampfung mit zunehmendem Alter des Patienten ab, was
mit einer schlechteren Prognose lsgihwerenbakteriellen Infektionen und Sepsis verbunder?st
Zusammenfassend lasst sich sagaass die deutlich gesteigerte Expression des Alterungsrezeptors
CXCR4 in jungen Mausen im Vergleich zu alten Tieren, unabhangig von den zirkadianen Rigthmen,
Neutrophileneinen preinflammatorischen Phanotypen zur besseren Pathogenbekampfung verleiht,
wobei dies durcirh17Zellen reziprok verstarkt werden konrif&16, Dies konnte einer der Griinde

fur die schlechtere Prognoskes Verlats systemischelnfektionenbei alteren Patienten darstellen.

5.6.5 Zahlreiche CD11Meutrophile in jungen Mausen im Gegensatz zu alten Tieren
Nahezu alle Neutrophile, die in der Leber und der Lunge von jumjiererten Mausen detektiert
wurden, waren positiv fir den Marker CD1¥8n dem angenommen wird, dassdaie Population der
neutrophilen Vorlauferzellenim Knochenmark beschrefSt In alten Tieren war der AnteiCD117
Neutrophilerim Gegensatz dazieutlich geringer.

Das Vorhandensein von CDI1Neutrophilen ist unerwartet, da man in der Literathisher kaum
einen Hinweis auf preNeu in der Zirkulation findet. Im Rahmen einer Infektiors npheumoniae
wurde allerdings von einer CDI1VorlauferNeutrophilerPopulation, die in deMilz ansassig ist,

berichtet. Dort durchlaufen die Neutrophile &hnlich wie im Knochenmark einen Reifungsprozess,
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welcher durch Krankheitserreger getriggert wWhid®. Auch wurdepostuliert, dass im Falle einer
Tumorerkrankung GMEellen das Knochenmark verlassen kénnen und extramedullar in Milz, Leber
und dem Blutkreislauf zu maturen Neutrophilen heranreifen koriffedie CD117Neutrophilen, die

im Rahmen dieser Arbeit analysiert worden sind, sind jedoch sawwhétur als auch matur, sodass
diese Erklarung hinfallig isDéten nicht gezeidt Nichtsdestotrotz kdnnte der grof3e Unterschied
zwischen jungen und alten Tieren in der CD1EXpression eine Erklarung fur die verminderte
Fahigkeit von Neutrophilen in alten Individuen in der Pathogenbekdmpfung darsteleEsiwiDrde
vorauszusetzen, dass die Expression von CD117 nicht ausschlefiécViorlauferNeutrophilen-
Population beschreibtsondern auch eind’opulation bestimmterPathogerbek&dmpfende reifer

NeutrophilSubtypen

5.7 Wechselspiel vo&D4 T-Zellenund Neutrophilen beiler Regulation der
Immunothrombose

In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass mit Zunahme des Alters die Resolution vonddaomb
beeintrachtigt wird'®. Auch konnte es bei &lteren Menschen zu einempersistierenden
Gerinnungaktivierungmit gleichzeityj verminderte Fibrinolyse komméft.

Die Resultate der immunohistochemischen Analysen der Lungen von Patienten, die arl@OAD
Influenza verstorben waren, bestatigten die ausgepragte miknd makrovaskulare Thrombosierung.

Im Falle der COVID® und Influenz&roben konnte gezeigt werden, dass bei verringerter
CD4T- Zellanzahl die GefalRokklusionen abmen und intravaskulédre T-Helferzlllevel und
Gefal3okklusionemegativ miteinander korreliegn. Dies bestétigt die in der Maus beobachtete
Fahigkteit der T, o( &l oo v IuE &] E]Jv}oCe puv CcE P 8]A v Z Ppo 3]}v
systemischen Infektionen in einem humanen pathologischen Modell.

Bei dem Probenmaterial aus dem Menschen wurde darauf geachtet, dagdtersverteilungder
verschiedenen Gruppen (Kontrolle, Influenza, Ca@\®¥ergleichbar war.etoch variierte sowohl der
Schweregrad des Krankheitsverlaufs innerhalb der Gruppe der Patienten als auch die Art der
Vorerkrankung. Waren Vorerkrankungen bekannt, die im Zusammenhang mit einer thrombotischen
Erkrankung standen, wie beispielsweise Herzkifaoder Krebserkrankungen, wurden die
Patientenproben nicht berlcksichtigt. Jedoch waren alle Patienten wahrend ihres
Krankenhausaufenthalts mit Heparin behandelt worden, wodurch die Koagulationsantwort reduziert
wurde.

Bislang wurden Lymphozytérzw. T-Helferzellen im Speziellen nichtemen ndheren Zusammenhang

mit der Entstehung oder Manifestierung von Imnatirombosen gebracht.Interessanterweise stellt

das Neutrophizu-Lymphozyterverhaltnis eina der wichtigsten unabhangigen Risikofaktoren fiir
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einen schweren COWI® Verlaufdar. Es zeigte sich in der Tat bei schwer erkrani@G&VIEL9
Patienten eine deutliche Zunahme der Neutrophilen und gleichzeitig eine Abnahme der Anzahl an T
Lymphozyten gegenliber Patienten mit leichterem Veff@uf\uchkorrelierten Lymphopenie, d.h.

ein Mangel der Lymphozyten im Blut, stark mit der Schwere einer GCMJHkrankung’. Zusatzlich
wurde auch bei anderefcrkrankungen, die im Zusammenhang mit der Bildung von Thrombosen
stehen, ein erhéhtes NeutropHilymphozyterVerhéltnisbeobachtet welchesbenfalls ein Risiko flr
einen schweren Krankheitsverladdrstellt!’4176,

Zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit, lasst dies den Schluss zu, dass es sich bei den T
Helferzellen moglicherweise um bedeutende Gegenspidir pro-thrombotischen Neutrophilen
handelt.

Zusatzlich dazu geben die Analysen zur Assoziation von uPA ufhdritAden THelferzellen einen
Hinweis darauf, dass4ellen nicht nur die Fibrinolyse fordern, sondern diese auch inhibieren kénnen.
Erhohte Konzentrationen von RAlgelten als zuverlaggr Biomarker fur die Schwere des Verlaufs
einer COVIEL9 Erkrankunt’.

Die Daten deuten darauf hin, dass die CDZellen der COVHD9-Patienten starker PAlL und weniger
ausgepragt uPA binden. Bei den Influelatienten scheint das Verhaltnis von uBiddung und

PA} 1-Bindung in etwa ausgeglichen. Da bei den InflugPatenten auch weniger okkludierte Gefalie

im Vergleich zu den COVID-Patienten vorliegen, kdnnte zusatzlich neben der geringeren Anzahl
intravaskular arretierter Helferzellen auch ein Switch zu einemehr antifibrinolytischen
Phanotypenin den FHelferzdlen stattgefunden haben.

Gleichzeitig schetnauch der Phénotyp der Neutrophilen die Interaktion mit dehidiferzellen zu
beeinflussen: So erleichtert die erhdhte Expression von CXCR4 das Eindringen in den Lymphknoten, wo
sie schlieRlich antigenspezifische Reaktionen -relferzellen ausloséA ThilZZellen wiederum
fordern durch sezerniertes-IL7F/A die Rekrutierung von Neutrophilen und regulieren zusatzlich die
Granulopoese (iber GSE®1% |m Gegensatz dazu wird durch Phagozytose der gealterten
Neutrophilen (CXCRHleutrophilen) dig-reisetzung von L7 durch THelferzellen verringert, was die
Produktion von &SF im Knochenmark hemmt und so die Produktion und Mobilisierung von
Neutrophilen verringef?®.

Uber immature Neutrophilewelche in alteren Individuen bei systemischer Infektion verstarkt zu
findenwaren, ist bekannt, dass diese das Uberleben vegellen férdern und deren Proliferation durch
Freisetzung von Interferorv ~f&E]Jv pl] € vX /u ' P ve 81 Ip Z uu v u SHE E ps
Proliferation von Zeller? "8,

Das potentielle Zusammenspiel von CD4-Zellen und Neutrophilerbei der Entstehung von

Immunothrombosen in alten Individuen iseispielhaft ipAbbildung33|dargestellt
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Abbildung33 t Modell fur dasWechselspiel von CB%Zellen und Neutrophilen beer Regulation der Immunothromboseihrend systemischénfektiionenin alten Individen

Die Bildung von Immunothrombosen, bestehend aus Fibrin, Erythrozyten und Thrombozyten, in den LebermikrogdféBemliem durchdie NETsBildung getriggert. Viele der maturen
Neutrophile haben bereits den zirkadianen Alterungsmarker CXCR4 gebildet sewl deelurch einen verstéarkt pimagulatorischen Phénotyp auf. Neben den maturen Neutrophilen finden sich
auch zahleiche immature Neutrophiledie bei altenindividuen vermehrt auftreten Die Gegenspieler der Neutrophilen, dielelferzellensind nurin geringer Zahl vorhanden, die Zahl der
Neutrophilen ishingegendeutlich erh6htsomit weisen die Patienteolglich einen hohen NERert auf, was ein Hinweiuf einenpathologischernVerlaufder Immunothrombose gibDie uPAR
Expressiorder CD4 T-Zellennimmt im Infektionsverlauf zu. Gleichzeitig ist die Expression vet Bédgenuber uPA durch dieHElferzellen verstérkt, es hat folglich ein Switch von einem pro

fibrinolytischen Ph&notpyen hin zu einem ditirinolytischen Phanotypen stattgefunddburch die Einschrankung der fibrinolytischen Eigenschaftenidelf@rzellen ist der Abbau der Thromben
beeintrachtigt.
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Anhang
Legenden zu Videos5l

Video 1Bewegungsverhalten von CDRZellenwahrendE. colinfektion

Multiphotonen-Mikroskopie der Mikrozirkulation der Leber von Mausen, wahrend einer und 6
Stunden nach Infektionsbegink.(coli. Gesamt wurden 3 Tiere untersucht und analysiert. Die Videos
zeigen reprasentative unidirektionales Crawling und rlicld-vorwarts Crawling von CD#Zellen.
CD4 T-Zellen (CMPTX, rot), Blutfluss (FDe&xtran, griin), KupffeZellen (Autofluoreszenz,
A 17IPE peX D e+ ol v ]+8 ii ...uXAlsbjldinglBl Z,E v Ip

Video 2Verandertes Bewegungsverhalten voi&lferzellen durch Blockade von LEA
Multiphotonen-Mikroskopie der Mikrozirkulation der Leber vdh colinfizierten Mausen, die mit

'> &1 Antikorper oder Kontrollantikbrper behandelt worden sind. Aufnahmen wurden zwischen einer
und 6 Stunden nach Infektionsbeginn durchgefuihrt. Gesamt wurden 3 Tiere pro Gruppe untersucht
und analysiert. Reprasentatives Bewegukgshalten nach Blockad von LFA und

Kontrollbehandlung. CDAT Zellen (CMPTX, rot), Blutfluss (FDERtran, griin), Kupfferzellen
~ u8}(ou}E <1 viu A J7IPE u-XmDVideoscgbhﬁre}nﬁlﬁildungM

Video 3Wirkung von Rivaroxaban auf die BewegungsverhaltenGIoa T-Zellenwahrend Infektion
Multiphotonen-Mikroskopie der Mikrozirkulation der Leber von Mausen, die mit E. coli infiziert und
mit Vehikel oder Rivaroxaban behandelt worden sind. Aufnahmen wurden zwischen einer und 6
Stunden nach Infektionsbeginn durchgefuhrt. Gesavarden 3 Tiere pro Gruppe untersucht und
analysiert. Reprasentatives BeweguMgrhalten nach Rivaroxabarerabreichung und Vehikel
Gabe. CD4T-Zellen (CMPTX, rot), Blutfluss (FD&Xtran, griin), KupffeZellen (Autofluoreszenz,

A 17IPE pUeX D e+ ol v ]38 Al ... {MAbbikdunglslP Z,E v Tp

Video 4Bildung von FHelferzellClustern in der Mikrozirkulation der Leber nach Infektion
Ansammlungen von immobilisierten CD4+ -Zlister in der Mikrozirkulation der Leber, dargestellt
durch MultiphotonenMikroskopie. Aufnahmen wurden zwischen 10 und 16 Stunden nach
Infektionsbeginn durchgefiihrt. Gesamt wurden elf Tiere untersucht und aeglyReprasentatives
Video von Experimenten an 11 verschiedenen Mausen: Glaéllen (CMPTX, rot), Zellkerne (Dapi,
blau), Blutfluss (FITQextran, griin), KupffeZellen (Autofluoreszenz, weif3/grau,). Messbalken ist 20
..uX s] }e P ZAWEldunbLs
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Video 5Aufnahme vonKdurch geblndelte CD%-Zellen

3D-Bildprojektion von internalisierten IK durch CO4zellcluster, aufgenommen mit Multiphotonen
Mikroskopie, 10 Stunden nach Infektionsbeginn Eitoli Mausen wurden fluoreszenzmarkierte BSA
r ™ -IK injiziert. Gesamt wurden 3 Tiere untersucht und analysiert. * Tl2dllen (CMPTX, rot), IK

(AF488, griin), Blutfluss (Dextraro pU We p }( E A ]7¢X D e+ ol v ]*§ ii ..uX s] }

Abbildung20
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Zusatzliche Abbildunge+VI
Abbildung |

Abbildungl

Anteil fibrinbedeckende Gefal3flache in CD4ell depletierten jungen Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe
8 Stunden nach Injektion von LB&der Punkt steht jeweils fiir ein individuelles (E)eFehlerbalken zeigen SEM.
P <0.01 (*).

Abbildung |

Abbildung I
Extravaskulére -Helferzellen (links) und ThZéllen (rechts) im Extravaskularraum der Leber junger Tiere in
Abhangigkeit von Rivaroxaban 6 Stunden nach Infektion mit S. pneumoniae.

In Violinplots zeigewnerstarkte horizontale Linieden Median und die gestrichelten Linien die 25te und 75te
Quartile an.

Abbildung Il

Abbildung IllIt Vorhandensein vo@€D4 T-Zellenbeeinflusst Arrest von-Bellen

cAnzahl von Immunzellen 18 Stunden nach Elrfelktion in den Sinusoiden der Leber. Charakterisierungvon B
Zellen Giber CD19CD4 T-Zellen liber CD4Neutrophiler tiber MPQklassischer Monozyten tiber CDIE2k

und nichtklassischer Monozyten ber CD1L§6¢C ™2 BlaZellen wurden Uber CD1Gnd CD5bestimmt.d
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Arretierte Immunzellen in den Lebersinusoi@e&tunden nach E. cetifektion in CD4T-Zell depletierten jungen

Mausen und der Kontrollgruppe. Charakterisierung vaelen iber CDI9Neutrophiler Uber Ly6Gklassischer
Monozyten tber Ly6E* CX3CRI™ahund nichtklassischer Monozyten tber LyBE'CX3CREX e Arretierte

CD19 B-Zellen 18 Stunden nach E. dofektion in jungen Mausen nach CD#Zelldepletion und der
Kontrollgruppe.

Jeder Punkt steht jeweils fur ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. In Violinplots zeigen dicke Balken den
Median und die gestrichelten Linien die 25te und 75te Quartile an. P < 0.01 (**), P < 0.001 (***).

Abbildung MV

Abbildung IV

a, b Anzahl LPS positiver Kupfferzellen pro Gesichtsfeld (1506L&tunden nach Infektion mit E.coli von jungen
Rivaroxabarbehandelten Mausen und der Kontrollgrupplynd von jungen Nur77Mausen, des WTs und nach
cZ -+ pinfektion nichtklassischer Monozyten in Nur7®Mausen b).

Jeder Punkt steht jeweils fUr ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*).

AbbildungV

AbbildungV

Verteilung von CD10and CD101Neutrophilen imicht-infizierten alten M&ausen, sowiund 18 Stunden nach
E.coliinfektion bzw.6 Stunden nach S. pneumonilidektion. Vor Infektion wurden i@ Tiere mit Rivaroxaban
bzw. deVehikelLosungals Kontrolleoehandelt.Zellisolate jeweils auder Leber.

Daten zu Kontrolbbehandelten infizierten altenTierenindentisch mit DateraugAbbildung27p, ¢, d und e.
Jeder Punkt steht jeweils fir ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM.

127



AbbildungVI

AbbildungVI

a, b Verteilung von CXCR#hd CXCRAMNeutrophilen imicht-infiziertenalten Mausen, sowie3 bzw. 18 Stunden
nach E.colinfektionund6 Stunden nach S. pneumonib@ektionin alten MausenVor Infektion wurdenie Tiere
mit Rivaroxabarbzw. detVehikelLdsungals Kontrollebehandelt. Zellisolate jeweils alsber &) undLunge(b).

Daten zu Kontrolbehandelten infizierten alterTierenindentisch mit DatemugAbbildung28p, ¢, d und e.
Jeder Punkt steht jeweils fUr ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM
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AbbildungVII

AbbildungVll

a, b Verteilung von CD11dnd CD117Neutrophilen imichtinfizierten alten Mausen, sowie 3 und 18 Stunden
nach E.colinfektion bzw. 6 Stunden nach S. pneumottidektion. Vor der Infektion wurden die Tiere zusétzlich
mit Rivaroxaban oder Vehikebsung behandelt. Zellisolate jeweils aus Ledjeurid Lungek).

Daten zu alten Kontrebehandelten Tieren 3 Stunden nach E. coli Infektioraau b identisch mit Daten aus
[Abbildung29p. Jeder Punkt steht jeweils fiir ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM.

AbbildungVIlI

AbbildungVill

Effizienz des Trappings und der Elimination von E.coli in Abh&angigkeit von der Zusammensetzung der Thromben
in vitro

Anzahl der koloniebildenden Einheiten nackhn@utiger Inkubation in vitro. Punkte beziehen sich jeweils auf
biologische Replikate. Fehlerbalken zeigen SEM.
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