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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 COVID-19 or sepsis, lead to dysregulation of
immunothrombosis, especially during aging. So far, the role of lymphoid cells, especially T helper cells,
in intravascular fibrin homeostasis and the mechanisms that counteract immunothrombosis as driven
by myeloid cells are largely unknown.

The present work is based on 4D visualization by intravital multiphoton microscopy of liver sinusoids
and immunohistochemical analyses of mouse and human liver and lung microcirculations, RNA
sequencing of T lymphocytes, targeted in vivo depletion of immune cells, and flow cytometry, among
others. The results show that activated CD4* T cells express various pro- and anti-fibrinolytic molecules
such uPA and PAI-1, respectively, and significantly regulate fibrinolysis in systemic bacterial and viral
infections in vivo. Consequently, the number of thrombotic vascular occlusion in the pulmonary vessels
of patients infected with influenza virus or SARS-CoV-2 showed a strong negative correlation with
arrested T helper cells.

At the beginning of the infection, the arrested CD4"* T cells were mainly represented by RORyT* Th17
cells. In contrast, Treg cells increased during the course of the infection, with the population of
RORyT" Treg cells eventually forming the largest group.

The development of thrombotic vascular occlusions during systemic infections was increased in old
mice compared to young animals. This was likely in part due to an age-dependent increase in immature
neutrophils with increased prothrombotic competence. Overall, CD4* T cells are important antagonists
of neutrophils in immunothrombosis, which may explain why increases in neutrophil-to-lymphocyte
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 of CD4* T cells into
the perivascular tissue. The movement was mainly mediated by the interaction of the T cell receptor
LFA-1 with fibrin.

T helper cells, including follicular T helper cells, formed intravascular clusters, which was triggered by
increased fibrin deposition. These clusters were embedded inside specialized immunothrombi that
often also contained B cells.

We identified the expression of Fcy receptors |, II, [l and IV on arrested T helper cells. T helper cells,
inside immunothrombi prominently incorporated immune complexes via Fcy receptors Il and Ill, as

detected by neutralizing antibodies.



Thus, T helper cell-containing immunothrombi control activation and clustering of T helper cells,

contributing to the transition from innate to adaptive immunity.
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Zusammenfassung

Die Immunothrombose ist ein intravaskularer Prozess der angeborenen Immunitat, der hauptsachlich
durch Interaktion von klassischen Monozyten, Neutrophilen und Thrombozyten mit
Blutgerinnungsfaktoren vermittelt wird. Schwere systemische bakterielle oder virale Erkrankungen,
wie COVID-19 oder Sepsis, bewirken eine Dysregulation der Immunothrombose, vor allem im Alter.
Bisher sind sowohl die Rolle der lymphoiden Zellen, insbesondere der T-Helferzellen, bei der
intravaskuldren Fibrinhomoostase als auch die Mechanismen, die der von myeloiden Zellen
gesteuerten Immunothrombose entgegenwirken, weitgehend unbekannt.

Die vorliegende Arbeit basiert unter anderem auf 4D-Visualisierung der Lebersinusoide durch
intravitale Multiphotonenmikroskopie und immunhistochemische Analysen der Mikrozirkulation der
Leber und Lunge von Mausen und Menschen, RNA-Sequenzierung von T-Lymphozyten, gezielte in-
vivo-Depletionen von Immunzellen sowie der Durchflusszytometrie. Die Ergebnisse zeigen, dass
aktivierte CD4" T-Zellen verschiedene pro- und anti-fibrinolytische Molekiile wie uPA bzw. PAI-1
exprimieren und in vivo die Fibrinolyse bei systemischen bakteriellen und viralen Infektionen
maligeblich regulieren. Folglich wies die Anzahl der thrombotischen GefdRverschliisse in den
LungengefdaRen von Patienten, die mit dem Influenzavirus oder SARS-CoV-2 infiziert waren, eine starke
negative Korrelation mit den arretierten T-Helferzellen auf.

Zu Beginn der Infektion handelte es sich bei den arretierten CD4* T-Zellen hauptsachlich um
RORyT" Th17-Zellen. Im Gegensatz dazu nahmen die Treg-Zellen im Verlauf der Infektion zu, wobei die
Population der RORyT* Treg-Zellen schlieflich die groBRte Gruppe bildete.

Im Vergleich zu jungen Mausen entwickelten sich in alten Mausen vermehrt thrombotische
Gefallverschliisse wahrend systemischer Infektionen. Dies war vermutlich zum Teil auf eine
altersabhdngige Zunahme immaturer Neutrophiler mit erhohter prothrombotischer Kompetenz
zuriickzufiihren. Insgesamt handelt es sich bei den CD4* T-Zellen um wichtige Antagonisten der
Neutrophilen bei der Immunothrombose, was erklaren kdnnte, warum ein erhdhtes Verhaltnis von
Neutrophilen zu Lymphozyten einen wichtigen Risikofaktor fir Thrombosen darstellt.

Aus den Untersuchungen von T-Helferzellen in den Lebersinusoiden durch 4D-Visualisierung mittels
intravitaler Multiphotonenmikroskopie ergab sich eine starke Abhangigkeit der T-Zellmobilitdt von
intravaskuldrem Fibrin. Demzufolge kontrollierten die Fibrinablagerungen das Arretieren von
CD4* T- Zellen im GefaR und die Transmigration in das perivaskuldre Gewebe. Die Fortbewegung
wurde hauptsachlich durch die Interaktion des T-Zell-Rezeptors LFA-1 mit Fibrin vermittelt.
T-Helferzellen, einschlieRlich der follikularen T-Helferzellen, bildeten intravaskulére Cluster, die durch
eine erhohte Fibrinablagerung ausgelést wurden. Diese Cluster waren in spezialisierte

Immunothromben eingebettet, die haufig auch B-Zellen enthielten.
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In den arretierten T-Helferzellen wurden Expressionen der Fcy-Rezeptoren |, II, Il und IV detektiert.
Innerhalb der Immunothromben nahmen die T-Helferzellen die Immunkomplexe Uber die Fcy-
Rezeptoren Il und Il auf, wie durch neutralisierende Antikorper nachgewiesen wurde.

Somit steuern T-Helferzell-beinhaltende Immunothromben die Aktivierung und Clusterbildung von T-

Helferzellen und tragen so zum Ubergang des angeborenen zum adaptiven Immunsystems bei.
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l. Einleitung

1.1 Zusammenhang von Thrombosen mit systemischen Infektionen

Sepsis — oft auch Blutvergiftung genannt — wird durch pathogene Keime ausgel6dst, welche in den
Blutkreislauf gelangen, und eine unkontrollierte, GiberschieRende Immunreaktion auslésen. Ausldser
fir die Sepsis konnen nicht nur Infektionen der Lungen- oder Atemwege, sondern auch infizierte
Wunden oder auch scheinbar harmlose Erkrankungen wie Harnwegsinfekte oder Zahnentziindungen
seinl. Seit vielen Jahren sind die Morbiditdt und Mortalitat bei der Sepsis unverandert hoch: 2017
wurden weltweit fast 50 Millionen Sepsis-Féalle registriert, gleichzeitig stehen etwa 20% aller
weltweiten Sterbefille mit Sepsis im Zusammenhang?. Auch in Deutschland stellt Sepsis die
Haupttodesursache auf Intensivstationen und die dritthdufigste Todesursache im Allgemeinen dar3.
Das Risiko, dass sich eine Infektion zu einer Sepsis entwickelt, ist vor allem bei dlteren Menschen
erhoht, wobei die Krankenhausletalitat 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 gerat das Gleichgewicht von Entziindungsreaktion und entziindungshemmenden
Kontrollmechanismen auBer Takt, was zur Auslosung einer UberschieBenden, unkontrollierbaren
Entziindungsreaktion fiihrt. Die durch Leukozyten im Blut freigesetzten Zytokine und Toxine
bekdmpfen zwar die Erreger, schadigen aber gleichzeitig auch das GefaRendothel massiv. Dies bewirkt
nicht nur den Austritt von FlUssigkeit ins Interstitium mit einer daraus resultierenden Bildung von
Odemen, sondern steigert auch die Blutgerinnung und hemmt die Fibrinolyse, sodass es zur Bildung
zahlreicher intravaskularer Blutgerinnsel, sogenannter Mikrothrombosen, kommt. Durch die daraus
resultierende Minderversorgung der Organe mit Sauerstoff konnen auf Grund der Organschadigungen
schlieBlich ein Kreislaufversagen mit multiplem Organversagen induziert werden, dem sogenannten
septischen Schock®. Die exzessive Thrombosebildung bewirkt paradoxerweise im weiteren Verlauf
durch ,Verbrauch” von Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten verheerende Blutungen’, daher ist die
Sepsis auch mit dem Krankheitsbild der disseminierten intravasalen Gerinnung (,disseminated
intravascular coagulation’, DIC) assoziiert®.

Im Jahr 2017 trugen Durchfallerkrankungen und Infektionen der unteren Atemwege am starksten zu
Sepsisfillen in allen Altersgruppen weltweit bei*°. Eine Sepsis kann generell durch Infektion mit
bakteriellen oder viralen Erregern oder auch durch Pilzerkrankungen ausgelést werden®®. Auch Ko-
Infektionen, wie beispielsweise mit Influenza Virus und dem Bakterium Staphylococcus aureus, sind
moglich®. Unter den bakteriellen Erregern der Sepsis sind Gram-negative Bakterien, wie Escherischia
coli (E. coli), sowie die Gram-positiven Staphylococcus aureus und Streptokokken am haufigsten®. Zwar
ist davon auszugehen, dass haufig auch virale Erreger Ausldser einer Sepsis sind, der Labornachweis

gelingt jedoch deutlich seltener®. Unter den viralen Erregern ist das SARS-CoV-2 Virus von hohem
13



aktuellem Interesse. Jedoch unterscheidet sich die COVID-19-Sepsis in einigen Kriterien von den
Ublichen bakteriellen und viralen Septitiden'. Auf der Intensivstation zeigen etwa 76% der COVID-19

Patienten Anzeichen einer viralen Sepsis, auf der Normalstation etwa ein Drittel*2,

1.2 Die Rolle der Immunothrombose in systemischen Infektionen

1.2.1 Die Hdmostase

Die Hamostase ermoglicht dem Organismus nach Ruptur der GefdBwand die GefaRkontinuitat
wiederherzustellen, indem die GefaRlasion mit einem Blutgerinnsel verschlossen und gleichzeitig das
Blut in einem fllssigen Zustand gehalten wird. So werden Blutverluste verhindert und die Versorgung
des Kérpers mit Sauerstoff gewahrleistet. AnschlieBend wird das Gerinnsel wieder abgebaut®*3,
Thrombozyten werden als eine der ersten Zellen an die verletzte Gefalwand rekrutiert. An dem
mehrstufigen Prozess sind die Adhasions-Rezeptoren der Thrombozyten und ihre entsprechenden
Liganden wie der von-Willebrand-Faktor (VWF), Kollagen und Fibrin(ogen) beteiligt'®. Hierdurch
werden die Thrombozyten aktiviert, wodurch sie ihre Form verandern, ihre Adhasionskraft erhéhen
und so eine pro-hdmostatische Oberfliche ausbilden®. Das wahrend der Fibrinbildung entstandene
Thrombin férdert dabei zusatzlich die Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten?®.

Fiir die Fibrinbildung ist eine sequenzielle Aktivierung von Serinproteasen und deren Kofaktoren im
Blut notig, die in 3 Phasen unterteilt werden kann (Abbildung 1):

Initiationsphase: Auf Grund von Endothelschddigung ist der subendotheliale Gewebefaktor (,Tissue
factor’, TF) im Blut frei zugdnglich und bindet Faktor VII, der dadurch zu Faktor Vlla aktiviert wird und
die Gerinnungskaskade initiiert®. Der extrinsische Tenasekomplex (TF:FVlla) aktiviert anschlieRend
Faktor IX (Faktor IXa) und Faktor X (Faktor Xa)'*14. Faktor Xa wiederum verbindet sich mit dem Kofaktor
Va (Prothrombinase-Komplex, FXa:FVa) und initiiert so die Bildung von Thrombin, des zentralen
Vermittlers der Blutstillung, aus dem inaktiven Zymogen Prothrombin®®3. Die Initiationsphase wird
klassischerweise auch als extrinsischer Weg der Gerinnung bezeichnet?3,

Amplifikationsphase: Der so gebildete Thrombus aktiviert die an der Verletzungsstelle anhaftenden
Thrombozyten lber die Protease-aktivierenden Rezeptoren (PARs). Diese exponieren
Phosphatidylserin (PS) auf ihrer Oberfliche, wodurch die Gerinnungsfaktoren aktiviert werden.
Gleichzeitig aktiviert Thrombin die Faktoren XI, VIII (Kofaktor flr Faktor IX) und V (Kofaktor fiir Faktor
X)B.

Ausbreitungsphase: Durch Faktor Xla entsteht nun zusatzliches FIXa, das sich mit FVIlla auf der
Thrombozytenmembran zum intrinsischen Tenasekomplex (FIXa:FVllla) verbindet und so die Effizienz
der Faktor X-Aktivierung erhéht'>#16 Als Folge bewirkt der Prothrombinase-Komplex FXa:FVa eine
starke Steigerung der Thrombinbildung, demzufolge massiv Fibrinogen zu Fibrin umgewandelt wird.
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Im letzten Schritt katalysiert die durch Thrombin aktivierte Plasmatransglutaminase Faktor XlIII (FXllla)
die Bildung kovalenter Querverbindungen zwischen benachbarten Fibrinketten, um ein elastisches,
polymerisiertes Fibringerinnsel zu bilden. Der hamostatischen Pfropfen wird durch den von Thrombin
aktivierten Faktor Xl (Plasmatransglutaminase) Uber Ausbildung kovalenter Querverbindungen
weiter stabilisiert (nicht gezeigt)®3.

Nach dem zellbiologischen Modell der Gerinnung dient der intrinsische FXII-FXI-Signalweg der
extrinsischen Gerinnung als Verstiarkungsschleifel’. Fiir die Aktivierung des intrinsischen FXII-FXI-
Signalwegs (Kontaktaktivierung) gibt es drei physiologische Trigger: Kollagen®®, lineare
Phosphatpolymere — so genannte Polyphosphate (PolyP) — die von Thrombozyten stammen kénnen
(siehe Abbildung 1, Einsatz)®®, und NETs (,neutrophil extracellular traps‘)®*3. Die Aktivierung von FXII
fihrt anschlieBend zur Aktivierung von Kallikrein (FXla), was Uber die Aktivierung weiterer

nachgeschalteter Gerinnungsfaktoren zur Bildung von Thrombin fihrt!. Gleichzeitig bewirkt

aktiviertes Kallikrein wiederum reziprok die Aktivierung von Faktor XII%°.
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Abbildung 1 — Initiierung und Verstérkung der Gerinnungskaskade wdhrend der Hdmostase (modifiziert nach4,
erstellt mit biorender.com)

1.2.2 Die Immunothrombose

Als Immunothrombose bezeichnet man einen Mechanismus der angeborenen Immunitat, bei dem
aktivierte Neutrophile und klassische Monozyten mit Thrombozyten und der Gerinnungskaskade
interagieren, um intravaskulidre Gerinnselbildungen in kleineren BlutgefiBen zu induzieren®2.
Dadurch werden eingedrungene Pathogene an der weiteren Ausbreitung im Gefal und an der

Extravasation ins Gewebe gehindert®?!, Zusitzlich werden antimikrobielle Mechanismen und Erreger
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lokal konzentriert, sodass die Abtétung der Pathogene begiinstigt wird. Dariiber hinaus bewirkt Fibrin
die Rekrutierung weiterer Immunzellen an den Ort der Gewebeinfektion®.

Aktivierte klassische Monozyten exprimieren TF und kdnnen so — nach dessen Aktivierung — den
extrinsischen Sighalweg der Blutgerinnung aktivieren (Abbildung 2)%. Die Expression von TF wird
beispielsweise durch das Binden von ,pathogen-associated molecular patterns’ (PAMPs), wie den
Lipopolysacchariden (LPS) Gram-negativer Bakterien und/oder ,damage-associated molecular
patterns’ (DAMPs) ausgelost?> . TF kann auch von anderen Arten von Immunzellen, wie
Neutrophilen®® und Eosinophilen?, sowie von Thrombozyten?’ exprimiert werden. Zusatzlich kénnen
klassische Monozyten TF mit Hilfe von extrazellularen Vesikeln an den Ort der Infektion
transportieren®.

Aktivierung von Neutrophilen iber PAMPs und DAMPs bewirkt die Freisetzung von NETSs, ein Prozess,
der auch als NETose bezeichnet wird?®. Bei NETs handelt es sich um eine Matrix aus klebrigen DNA-
Fasern und Histonen. Sobald sie aus den Neutrophilen herauskatapultiert werden, bewirken sie das
Einfangen des Erregers und gleichzeitig eine Aktivierung der Gerinnung®”-%,

Aktivierte Thrombozyten an der Oberflache von Neutrophilen verstarken zusatzlich die Bildung der
NETs. Reziprok dazu unterstitzen gebildete NETs die Rekrutierung der Thrombozyten iber vVWF2,

Die Gerinnungsaktivierung durch die NETs funktioniert auf vielfaltige Weise: Die Bildung von NETs
bewirkt zum einen eine lokale Anreicherung von Enzymen wie neutrophile Elastase (NE) und
Myeloperoxidase (MPO), welche Antikoagulantien wie TFPI (,tissue factor pathway inhibitor‘) spalten
bzw. oxidieren kénnen, was wiederum die Gerinnung férdert3%3!, Dariiber hinaus konnen NETs-
Bestandteile andere natiirliche Antikoagulantien wie Thrombomodulin abbauen und modifizieren®.
Neben der indirekten Aktivierung der Gerinnung kénnen NETs auch direkt Faktor XIlI (den
Kontaktsignalweg der Gerinnung) aktivieren, was Uber die nachgeschaltete Gerinnungskaskade die
Bildung von Fibrin zur Folge hat®2. Ebenso kann die Fibrinbildung auch direkt aktiviert werden, indem
das Histon H4 an Prothrombin bindet, wodurch Thrombin durch Autoaktivierung erzeugt wird®,
Zusatzlich kdnnen die Histonkomponenten H3 und H4 der NETs liber Aktivierung der Thrombozyten
die Thrombosebildung férdern34,

Auch Thrombozyten unterstiitzen die Ausbildung von Immunothrombosen: Hierzu gehort die
Aktivierung des Faktor XlI-Signalwegs der Gerinnung tber PolyP, aber auch die Freisetzung zahlreicher
Mediatoren, die die Rekrutierung von Leukozyten unterstiitzen und ihre mikrobiziden Aktivitaten
fordern®,

Das Komplementsystem (insbesondere die aktivierten Komplementkomponenten C3a und C5a)

unterstiitzt ebenfalls die Immunothrombose, indem es die Aktivierung von Thrombozyten bewirkt®.
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Abbildung 2 — Die Imnmunothrombose — Klassische Monozyten und Neutrophile aktivieren die Gerinnung®

Um der Wirtsabwehr durch die Imnmunothrombosen zu umgehen, sind mehrere Krankheitserreger mit
ausgekligelten Strategien ausgestattet. Beispielsweise exprimieren die Gram-positiven Bakterien
Streptococcus pyogenes und Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) eine DNase, die NETs abbaut
und die NET-vermittelte Abtdtung hemmt3¢37, Bei Tieren mit gestérter NET-Bildung wird eine erhéhte
bakterielle Dissemination beobachtet®, gleichzeitig werden die Tiere jedoch vor Organschiden besser
geschiitzt?®. Bei Mausen mit stark beeintrachtigter TF-Expression ist die Fahigkeit zur
Gerinnungsaktivierung als Reaktion auf Krankheitserreger vermindert, was mit einer erhdhten

Erregerbelastung und einem geringeren Uberleben der Tiere einhergeht®,

1.2.3 Pathologische Thrombosen

Liegen dagegen Dysregulationen der Hamostase bzw. der Immunothrombose vor, so kann es zur
Entstehung von pathologischen Thrombosen kommen® Die exzessive Aktivierung der
Immunothrombose, mit einer gleichzeitigen massiv einhergehenden Entziindungsreaktion
(Inflammation), wird auch als ,Thromboinflammation’ bezeichnet, und ist durch einen systemischen
prothrombotischen Phanotyp charakterisiert, welcher ein entscheidender Ausléser nicht-infektioser
Herz-Kreislauf-assoziierter Thrombosebildungen ist?. Aufgrund der Coronavirus-Pandemie hat dieser
Prozess in den vergangenen Jahren groRe Aufmerksamkeit erregt. Patienten mit schweren COVID-19-
Erkrankungen leiden nicht nur an Lungenentziindung und akutem Atemnotsyndrom (ARDS), sondern

besitzen auch ein hohes Risiko fiir das Auftreten pathologischer Thrombosen?>2,
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1.2.4 Die Faktor XlI-Aktivierung durch NETs

Nukleosomen enthalten Dimere der Histone H2A, H2B, H3 und H4, welche von einem 147 Basenpaar
langen dsDNA-Strang umbhillt sind und dabei 2 Nukleosome Uber den ,Linker“-Abschnitt (40 bp
dsDNA) verbinden®®. Die Bildung der NETs wird von der kalziumabhangigen Peptidyl-Arginin-Deiminase
4 (PAD4) vermittelt, welche positiv geladene Argininreste in neutral geladenes Citrullin an den
Histonschwinzen von H2A, H3 und H4 umwandelt (Abbildung 3a)*®*2. Die Ladungsidnderung verdndert
die Chromatinstruktur, indem die Wechselwirkung zwischen den Histonen und der DNA geschwacht
wird, sodass NETs aus der rupturierten Plasmamembran freigesetzt werden kénnen*! (Abbildung 3b).
Die Chromatindekondensation stellt die Voraussetzung fiir die Freisetzung von NETs und der mit ihnen
assoziierten Proteinen in den extrazellularen Raum dar (Abbildung 3c).

Zwar ist bekannt, dass die NETs Faktor Xll aktivieren konnen, jedoch sind die molekularen
Mechanismen dahinter bislang ungeklart. Prinzipiell konnen polyanionische Molekiile, wie DNA-
Strange, Faktor XIl und Xl aktivieren®. Auch konnte mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie
nachgewiesen werden, dass Faktor XIl an DNA in vivo bindet*. Jedoch konnte die Faktor XII-Aktivierung
in vitro weder durch Nukleosomen selbst, noch durch Histon-Oktamere in einer Thrombozyten-freien
Umgebung gezeigt werden*. Da in vivo DNA nicht frei, sondern vor allem in Nukleosomen gepackt

vorliegt, ist nicht geklart, wie die Aktivierung von Faktor XII durch NETs funktioniert?>44,
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Abbildung 3 — PAD4 bewirkt die Citrullinierung von Histon H3 (citH3) und anderer Histone und erleichtert damit
die Bildung und Freisetzung von NETs*%

Eine Moglichkeit ware, dass Faktor Xlla mit den sogenannten ,,acidic patch” des Histon-Dimers (Histon
2A: Histon 2B) mit hoherer Affinitdit als freie dsDNA interagiert und daher seine
koagulationsaktivierende Wirkung inhibiert wird, bei ausreichend vorliegender freier dsDNA (im Falle
von NETs), aber eine Aktivierung von Faktor Xlla maoglich ist. Der Hintergrund ist, dass die zyklische
Guanin-Monophosphat - Adenin-Monophosphat - Synthase (,cyclic GMP-AMP synthase’, cGAS) von
korpereigenen nukleosomalen DNA nicht aktiviert wird, da sie mit héherer Affinitdt am ,acidic patch”
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des Histon-Dimers als an freier DNA bindet®. Gleichzeitig ist bekannt, dass NETs-Komponenten cGAS

aktivieren kénnen®.

1.2.5 Immunothrombosen bei viralen Infektionen

Viele virale Krankheitserreger konnen die Bildung von NETs auslosen, was oft mit einem schweren
Verlauf der Infektion einhergeht*®. Neben SARS-CoV-2-Viren kdnnen auch Influenzaviren die
Entstehung von dysregulierten Immunothrombosen bewirken®°. Bei schweren COVID-19-
Erkrankungen entwickelt sich auf Grund der Dysregulation der Immunothrombosen, der abnormalen
Zytokin-Antwort®® und der exzessiven thromboinflammatorischer Aktivierung ein systemischer
prothrombotischer Zustand, der sich in der Bildung multipler mikro- und makrovaskularer Thrombosen
manifestiert und zu lebensbedrohlichen kardiovaskuldren Ereignissen fihren kann (Abbildung 4c,
d)2021,

Die Immunothrombose bei COVID-19 wird vermutlich mafRgeblich durch eine Entziindung des
Lungenendothels (COVID-19-assoziierte endotheliale Dysfunktion) ausgeldst (Abbildung 4b)2L52;
Neben den Alveolarepithelzellen exprimieren auch vaskuldre Endothelzellen den Angiotensin-
Converting-Enzym 2 (ACE2)-Rezeptor, welcher dem Virus als Zelleintrittsrezeptor dient®? (Abbildung
4a). Das Eindringen von SARS-CoV-2 in Endothelzellen fiihrt moglicherweise zu deren Aktivierung und
zur Freisetzung von VvWF. Dadurch werden Thrombozyten und Neutrophile an den Ort der
Endothelaktivierung rekrutiert und stimulieren sich gegenseitig. Gleichzeitig konnten Thrombozyten
durch Beteiligung von Mitogen-aktivierter Proteinkinase (MAPK) und Interferon-induziertem
Transmembranprotein 3 (IFITM3) aktiviert werden. Aktivierte Thrombozyten konnten wiederum die
Freisetzung von NETs Uber direkte Interaktion von P-Selektin mit dem P-Selektin-Glykoprotein-
Liganden 1 (PSGL1) induzieren?!. Neutrophile sind auch an der akuten Lungenschidigung beteiligt,
indem sie innerhalb des Lungengewebes Lungenepithelzellen zerstéren (Abbildung 4b)>3. Durch die
von NETs induzierten mikrovaskuldaren Thrombosen und den zerstorten alveoldren Epithelzellen, 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 verstiarkt>>’. Des
Weiteren konnte beobachtet werden, dass die Thrombozyten von Patienten mit schwerem COVID-19
einen hyperreaktiven Phinotyp aufweisen und daher mit Neutrophilen Aggregate bilden, wodurch

NETose ausgeldst wird>®>,
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Abbildung 4 — Immunothrombosen verbinden ARDS mit systemischer Koagulopathie bei COVID-19 (modifiziert)?

1.2.6 Zirkadiane Rhythmen und Reifung der Neutrophilen

Neutrophile Granulozyten reifen in der mehrstufigen Granulopoese heran, wobei aus
hdamatopoetischen Stammzellen zunéchst Granulozyten-Makrophagen-Vorlauferzellen (GMPs)
entstehen, aus denen wiederum neutrophile Vorlduferzellen (preNeu) gebildet werden. Bei Mausen
sind preNeu vermutlich vor allem tber die Ly6G* und CD117*-Marker von den anderen Reifestadien im
Knochenmark unterscheidbar®. Man nimmt an, dass sich die preNeu erst in nicht-proliferierende
unreife (immature) Neutrophile (CXCR2  CD101") und anschlieBend in reife (mature) Neutrophile
(CXCR2*CD101*) differenzieren®. Typischerweise handelt es sich bei maturen Neutrophile um Zellen
mit hoher Dichte und bei immaturen Neutrophilen um Zellen mit niedriger Dichte. In kranken
Individuen kdnnen allerdings sowohl mature Neutrophile mit hoher als auch mit niedrigerer Dichte
vorkommen®!

Im Anschluss an die Reifung werden die Neutrophilen schlieflich aus dem Knochenmark freigesetzt
(Abbildung 5)%. Die Freisetzung der Neutrophilen aus dem Knochenmark erfolgt in zirkadianen
Rhythmen, sodass die Anzahl von Neutrophilen im Blutkreislauf tageszeit-abhangigen Schwankungen

unterlieg’®2%4, Dabei haben Neutrophile unter homdostatischen Bedingungen eine Verweildauer von
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unter einem Tag bis zu mehreren Tagen in der Zirkulation®*%, Diese Regulationsmechanismen stellen
unter anderen einen Schutz des Gewebes vor den von Neutrophilen freigesetzten reaktiven
Sauerstoffspezies (,reactive oxygen species’, ROS) am Entziindungs- bzw. Infektionsherds dar. Nach
Alterung in der Zirkulation und Peripherie scheiden sie in das Knochenmark, die Milz, die Lunge oder
die Leber aus®>*.

Neutrophile exprimieren sowohl beim Menschen als auch bei der Maus den CXCR4-Rezeptor, der fir
ihren zirkadianen Lebenszyklus wesentlich ist: Neutrophile des Knochenmarks exprimieren im
Gegensatz zu zirkulierenden Neutrophilen hohe Mengen von CXCR4. Durch die Interaktion von CXCR4
mit seinem Liganden CXCL12 wird ein groRer Pool von Neutrophilen im Knochenmark und in der Milz
zurlickgehalten. Der CXCR2-Rezeptor ist ein Antagonist von CXCR4 und fordert somit die Freisetzung
von Neutrophilen aus dem Knochenmark®. Zirkulierende mature Neutrophile exprimieren die
Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 und werden durch Konzentrationsgradienten verschiedener Zytokine
zur Extravasation ins entziindete Gewebe gelenkt. Dort entfalten sie ihre Effektoraktivitaten, wie die
Freisetzung von ROS und NETs zur Bekdampfung der Krankheitserreger®®.

Im Zuge des Alterungsprozesses kommt es bei Neutrophilen in der Zirkulation zu einer Hochregulation
von CXCR4, wodurch sie den CXCL12-Gradienten folgend, ins Knochenmark oder in andere Organe, wie
der Milz und der Leber, ausgeschieden werden um dort phagozytiert zu werden oder beispielsweise in
der Lunge als spezialisiertes Reservoir verbleiben®”®, Bei diesem Reservoir an alten Neutrophilen
scheint es sich um eine bedeutsame physiologische Funktionseinheit zu handeln®2,

Die Expressionszunahme von CXCR4 auf Neutrophilen kann durch Interaktion mit PAMPs ausgelost
werden®’. Daher wird bei zirkulierenden Neutrophilen infizierter Patienten eine héhere Expression von
CXCR4 nachgewiesen verglichen mit gesunden Probanden®2. Mit zunehmender Alterung weisen
Neutrophile einen pro-inflammatorischen Phdanotyp auf und besitzen eine gesteigerte Fahigkeit zur
Bekampfung der Krankheitserreger, jedoch ist ihre Fahigkeit zur Extravasation in das entzlindete
Gewebe verringert®96869,

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

freigesetzt werden®%,
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Abbildung 5 — Der Lebenszyklus von Neutrophilen (modifiziert nach®*, erstellt mit biorender.com)

1.3 Die Funktion von T-Helferzellen bei systemischen Infektionen

1.3.1 Charakterisierung von T-Helferzellsubtypen

Die verschiedenen T-Helferzellsubtypen entstehen dann, wenn naive T-Zellen aktiviert werden und
sich zu Effektorzellen entwickeln. Ublicherweise gelangen naive T-Zellen nach ihrer Reifung im Thymus
ins Blut und zirkulieren anschlieBend zwischen BlutgefdaRen und sekundarem Lymphgewebe (Milz,
Lymphknoten, Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe (MALT)) bis ihnen schlieBlich das fiir ihren
T-Zell-Rezeptor (,T cell receptor’, TCR) spezifische Antigen Uber den MHC-II-Rezeptor einer
antigenprasentierenden Zelle (APC), wie der dendritischen Zelle (DC), prasentiert wird (Abbildung 6).
Bei gleichzeitiger Prasentation von co-stimulierenden Molekiilen, wie PAMPs, wird die T-Zelle
Lgeprimt” und verbleibt in der T-Zell-Zone des lymphatischen Organs”™. Wahrend des Kontakts mit
APCs machen die T-Zellen Veranderungen durch, die als "Blasting" bezeichnet werden: Sie nehmen an
GroRe zu, erhéhen ihren Gesamt-RNA-Gehalt um das 30-fache, verdoppeln ihren Proteingehalt und
verandern ihren Stoffwechsel, bevor sie nach etwa einem Tag beginnen sich zu T-Effektorzellen oder
T-Gedachtniszellen, mit identischer Spezifitat flr ein bestimmtes Antigen, zu differenzieren und zu
proliferieren (klonale Expansion)’®’?. Danach verlassen die Zellen den Lymphknoten und zirkulieren im

Blutkreislauf. Aus den T-Effektorzellen konnen sich ebenfalls Gedéachtniszellen (T-
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Effektorgedachtniszellen (Tem) und zentrale Gedachtniszellen (Tcw)) entwickeln, die zwischen

BlutgefaBen und Lymphsystem zirkulieren. Bei akuter Infektion kénnen sich Tem wieder zu T-

Effektorzellen zuriickentwickeln’%73.

Circulating lymph hpde v Tcell Circulating
naive CD4* T cell _{) 1% priming effector
o T helper cells

Tcell . Lo £ cytokines
y (&

Th17 cells

\
TCR MHCII
=

Abbildung 6 — Priming von naiven CD4* T-Zellen (erstellt mit biorender.com)

Die haufigsten Subpopulationen der CD4* T-Effektorzellen sind Thl-, Th2-, Th17-Zellen, sowie
regulatorische T-Zellen (Treg) und follikulare T-Helferzellen (TfH).

Die genannten Zellsubpopulation setzen jeweils subtypen-spezifische Zytokine frei und unterscheiden
sich jeweils durch ihre unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften: Thl-Zellen unterstiitzen vor
allem Makrophagen in der Beseitigung von phagozytierten Pathogenen wie bestimmten Viren,
Protozoen und intrazelluldre Bakterien. Th2-Zellen verstarken dagegen die Reaktion von eosinophilen
Granulozyten und Mastzellen auf extrazelluldre Parasiten. Th17-Zellen entstehen Ublicherweise als
Reaktion auf die Infektion mit extrazelluldren Bakterien oder Pilzen und verstarken vor allem
Neutrophile in der Beseitigung der Erreger. Zusatzlich aktivieren Th17-Zellen auch liber bestimmte
Zytokine die mikrobizide Funktion barrierebildender Epithelzellen des Verdauungstrakts, der
Atemwege, des Urogenitaltrakts, sowie der Haut’®. Die Hauptaufgabe der TfH-Zellen besteht in der
Aktivierung von naiven B-Zellen, sodass diese sich zu antikérperproduzierenden Plasmazellen oder B-
Gedachtniszellen differenzieren. Damit eine naive B-Zelle aktiviert wird, ist neben Bindung des
Antigens eine Co-Stimulation durch eine TfH-Zelle, welche an den Antigen:MHC-II-Komplex der B-Zelle
binden, oder in Ausnahmefillen durch PAMPs wie LPS zwingend notwendig’*.

Neben den TfH in den Lymphknoten, finden sich in der Blutzirkulation ,circulating’ Tfh (cTfH), die
ebenso die Antikérperbildung durch B-Zellen férdern” und funktionell eine Art Gedéchtniszelle der
TfH bilden’®7?, Bei viralen Infektionen korreliert die Anzahl gebildeter Antikérper mit der Menge an
CTfH im Blut’®”.

Treg-Zellen entwickeln sich entweder im Thymus (nTreg) oder, sofern kein Krankheitserreger
vorhanden ist, wird ihre Differenzierung in der Peripherie (Blutkreislauf oder
Darmschleimhautgewebe) induziert (iTreg)’®. Die Funktionsweise der Treg-Zelle besteht in der
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Blockade von Immunreaktionen anderer T-Zellen: Hierflir binden sie beispielsweise an APCs mit
hoherer Affinitdt und verhindern so die Bindung der T-Helferzellen an APCs. Gleichzeitig hemmen sie
die Expression von MHC-Molekiilen und weiteren co-stimulierenden Molekilen, sodass das Priming
der T-Helferzellen durch die APCs verhindert wird. Auch blockieren sie die Ausschittung
proinflammatorischer Zytokine durch APCs, sodass die Reaktion der Effektorzellen beeintrachtigt wird,
und produzieren immunsuppressive Zytokine, die die Proliferation anderer T-Helferzellen hemmen’®.
Bei Infektionen wurde auch eine Gruppe unkonventioneller innater T-Helferzellen beschrieben, die bei
Aktivierung schnell, das heiBt in unter 2 Stunden, reagieren und als Briicke zwischen dem innaten und
dem adaptiven Immunsystem fungieren®. Die innaten T-Zellen zirkulieren nach ihrer Entwicklung im
Thymus in der Peripherie und halten sich vor allem in den BlutgefaBen von Leber und Lunge auf. Im
Gegensatz zu den adaptiven T-Zellen verbringen sie nur kurze Zeit in den Lymphknoten®. Innerhalb
der Gruppe der innaten T-Zellen werden 3 Hauptpopulationen unterschieden: invariante Natdrliche-
Killer-T-Zellen (NKT-Zellen), Mukosa-assoziierte invariante T-Zellen (MAIT) und y&-T-Zellen. Im
Gegensatz zu den konventionellen, adaptiven T-Zellen erkennen die innaten T-Zellen Antigene, die
ihnen prasentiert werden, nicht Gber den MHC-II-Komplex. NKT- und MAIT-Zellen reagieren
stattdessen auf Prasentation von Antigenen Uber die Rezeptoren CD1d bzw. MR1 der APCs, wahrend
v6-T-Zellen Antigene Giber den CD1c-Rezeptor erkennen. Alternativ kdnnen innate T-Zellen auch durch
Zytokine, die von anderen Immunzellen freigesetzt worden sind, aktiviert werden®: Sowohl NKT-Zellen
als auch MAIT-Zellen spielen vor allem in der Friihphase bakterieller und viraler Infektionen eine
bedeutsame Rolle und sind fiir das Uberleben oder das Vermeiden eines schweren Infektionsverlaufs
unerlasslich®27,

Bei einem gesunden Menschen machen MAIT-Zellen etwa 5% der zirkulierenden T-Zellen aus (25% der
hepatischen T-Zellen). Im Gegensatz dazu sind NKT-Zellen beim Menschen selten (etwa 0,1%). Mause
dagegen haben eine groRReren Anteil NKT-Zellen (etwa 1%; 30% der hepatischen T-Zellen) und dagegen

nur wenige MAIT-Zellen (bis zu 0.1%). Im Falle einer Infektion dndern sich diese Anteile rapide®’,

1.3.2 Die Funktion von Immunkomplexen

Bei jeder Antikorperreaktion kommt es zur Bildung von Immunkomplexen (Antigen:Antikorper-
Komplex)®. Zirkulierende Immunkomplexe (IK) werden als Reaktion auf Infektionen und
Gewebeverletzungen kontinuierlich produziert und verursachen eine Entziindungsreaktion. Hierbei
reagiert etwa die 5-fache Menge an Antikérpern mit Antigen (Gewichtsverhiltnis)®. GroRere
Aggregate aktivieren das Komplementsystem und werden schnell von Phagozyten beseitigt. Kleinere
Aggregate werden bei Antigeniiberschuss gebildet und lagern sich oft an den GefaRwanden ab. Eine
exzessive IK-Akkumulation ist dagegen mit dem Auftreten verschiedener Autoimmunerkrankungen
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verbunden. Leukozyten binden IK Uber Fcy-Rezeptoren auf der Zelloberflache und werden dadurch
aktiviert, was auch eine Schadigung des umliegenden Gewebes verursachen kann®. Fcy-Rezeptoren
werden von zahlreichen Zellen exprimiert, darunter Monozyten, Makrophagen, Neutrophile,
Eosinophile, DCs und B-Zellen®’.

Sobald IK, bestehend aus IgG und Antigenen, von Fcy-Rezeptoren erkannt werden, kommt es Uber die
entstandene Quervernetzung zur Internalisierung und damit zur Aktivierung einer nachgeschalteter
Signalkaskade. Die Internalisierung ist die Voraussetzung, dass APCs das im IK enthaltene Antigen
anderen Zellen, wie T-Zellen, prasentieren kénnen. Die Prasentationsfahigkeit von Antigenen durch
APCs ist bei einer Aufnahme des Antigens in einem IK im Vergleich zur Aufnahme des Antigens ohne
Komplex deutlich verbessert. Auch scheint in bestimmten Fallen die Aktivierung der T-Zellen durch
APCs effektiver zu verlaufen®’. Die Aufnahme von IK kann durch Blockade des Fcyll- und Feylll-

Rezeptors (CD16/32) mittels Antikdrper effektiv verhindert werden®2.

1.3.3 Die Bedeutung der Kupffer-Zellen in der Friihphase der Immunabwehr

Lebermakrophagen sind eine heterogene Population aus den sich selbst erneuernden, im Gewebe
ansassigen Phagozyten — den so genannten Kupffer-Zellen — und den Makrophagen, welche aus der
Peritonealhéhle oder dem Knochenmark rekrutiert werden®. Dabei handelt es sich bei den
Kupfferzellen um die grofRte Population von Gewebsmakrophagen im ganzen Kérper. Kupfferzellen
spielen eine entscheidende Rolle bei der angeborenen Immunantwort; ihre Lokalisierung im
hepatischen Sinusoid erméglicht ihnen eine effiziente Phagozytierung von Krankheitserregern, die aus
dem portalen oder arteriellen Kreislauf eindringen. Kupffer-Zellen dienen auch als erste
Verteidigungslinie gegen Partikel und immunreaktives Material, das aus dem Gastrointestinaltrakt
Uber den portalen Kreislauf eindringt, und kénnen als letzte Komponente der Darmbarrierefunktion

betrachtet werden®*.

1.4 Migrationsverhalten von T-Helferzellen

In allen Lebensstadien der T-Zellen ist ihre Fahigkeit zur (Trans-)Migration von entscheidender
Bedeutung, und zwar vom Eintritt der T-Zell-Vorldufer in den Thymus liber den Eintritt naiver T-Zellen
in die Lymphknoten bis hin zur (Trans-)Migration (Extravasation) von Effektor-T-Zellen aus der
Blutzirkulation in das Gewebe. Die Transmigration erfolgt Gber einen mehrstufigen Weg, der das Rollen
der Lymphozyten, die Aktivierung, die feste Adhasion und die Transmigration (Diapedese) umfasst
(Abbildung 7). Hierbei wird jeder Schritt durch Wechselwirkungen zwischen Adh&sionsmolekiilen oder

Chemokinrezeptoren, die auf der T-Zelloberflache exprimiert werden, und ihren Liganden, die auf
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Endothelzellen der GefdRwand exprimiert werden, reguliert’®®>. Der Prozess lauft folgendermaRen

ab:

Rollen: Aufgrund der Entziindung kommt es zur Bindung der T-Zelle Uber L-Selektin an
endothelspezifische Adressine, sodass lose Wechselwirkungen entstehen, die das Rollen auf
der Endotheloberflache ermdglichen. P-Selektin und E-Selektin werden am Infektionsherd auf
der Endotheloberflache exprimiert und lotsen so die Zellen zum infizierten Gewebe.
Aktivierung: Chemokine wie der ,CC-chemokine ligand 21 (CCL21), werden vom entziindeten
Endothel ausgeschiittet und bewirken so eine Konfirmationsanderung der auf den T-Zellen
exprimierten Rezeptoren wie der ,C-C chemokine receptor type 7‘ (CCR7). Dies fiihrt zu deren
Aktivierung.

Adhasion: Aufgrund der Konfirmationsanderung kommt es zu einer Zunahme der Affinitat der
T-Zell-Integrine wie ,lymphocyte function-associated antigen 1‘ (LFA-1) und CD11a:CD18 fir
die Adhasionsmolekile auf dem Endothel wie das interzelluldre Zelladhdsionsmolekil 1
(,intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1), sodass es zur festen Adhdsion kommt. Dabei
kann LFA-1 auch von ICAM-2 der Endothelzellen gebunden werden. Bei Effektorzellen wird
zusatzlich oder alternativ zu LFA-1 auch das Integrin ,very late antigen-4‘ (VLA-4) exprimiert.
VLA-4 bindet an,vascular cell adhesion protein 1‘ (VCAM-1) der aktivierten Endothelzelle. Uber
LFA-1:ICAM-1 kann auch die Adhasion der T-Zelle an APC stattfinden, was die Differenzierung
der T-Zelle anregt.

Kriechen (Crawling): Wahrend Interaktionen mit hoher Affinitat fir die Adhasion notwendig
sind, ermdglicht die anschlieRende konstitutive Expression von LFA-1 mit mittlerer Affinitat
das teilweise Abldsen der Zelle vom Endothel, sodass ein kriechende Fortbewegung liber das
Endothel moglich ist. Dies ermoglicht die Fortbewegung bis zu einer geeigneten
Extravasationstelle und fiihrt gleichzeitig die Zelle Chemokin-gesteuert ndher an ihren Zielort.
Diapedese: AnschlieBend folgen die T-Zellen bestimmten Chemokingradienten (CCL21,

CXCL12) um die Endothelwand zu durchdringen’®%,
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Abbildung 7 — Migration von T-Zellen ins Zielgewebe (erstellt mit biorender.com, Template modifiziert nach7%)

1.5 Zielsetzungen

Mit der vorliegenden Promotionsarbeit sollen Antworten auf folgende Fragen gefunden werden:

1.

Welche Funktion haben die T-Helferzellen bei systemischen Infektionen im Zusammenhang mit
der Immunothrombose?

Ist das Bewegungsverhalten von T-Helferzellen in der Lebermikrozirkulation abhangig von
Fibrindeposition?

Inwieweit interagieren T-Helferzellen mit IK im Rahmen systemischer Infektionen?

Welche Rolle haben T-Helferzellen im fortgeschrittenen systemischen Infektionsverlauf?

Hat das Alter des Individuums Einfluss auf die Koagulationsantwort bei systemischen
bakteriellen und viralen Infektionen?

Welchen Phanotyp tragen Neutrophile bei systemischen Infektionen und wie ist der

Zusammenhang mit dem Alter des Individuums?
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Il. Material
2.1 Technische Ausstattung und Gerate

Autoklav, VX-95
Analysenwaage, LA 214i

Biologische Sicherheitswerkbank,
MSC Advantage Type 1.2
Brutschrank/ Inkubator, Serie C

Durchflusszytometrische Analyse, LSRFortessa
mit 355nm, 405 nm, 488 nm, 561 nm

und 640 nm-Lasern

Durchflusszytometrische Zellsortierung,
FACSAria lll mit den Lasern 405 nm, 488 nm
und 633 nm

Gefrierschrank, -80°C, HERA freeze

Inkubationshaube, Unihood 550

Isofluran-Verdampfersystem mit Induktions-
kammer, UniVet Narkosesystem
Konfokales Lasermikroskop, LSM 510 Meta

Konfokales Lasermikroskop, SP8X WLL
(Core Facility Bioimaging, LMU)
Konfokales Lasermikroskop, TCS SP8
(Core Facility Bioimaging, LMU)
Kryotom, CM3050 Cryostat

Kihlschrank, +4°C und Gefrierschrank, -20°C,
Liebherr Profi-line
Lichtmikroskop, Axiovert 100

Magnetrihrer, IKA MAG® RCT
Magnetseparator, MidiMACS™

Mikropipetten,
2,5 ul, 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl

Mikroplatten-Reader, SpextraMax® Paradigm®

Multiphotonen-Mikroskop
mit

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

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)

Binder GmbH (Tuttlingen, D)

BD Bioscience (Heidelberg D)

BD Bioscience (Heidelberg D)

Kendro laboratory Products (Hanau, D)

UniEquip Laborgeratebau- und Vertriebs GmbH
(Planegg, D)
Groppler Medizintechnik (Deggendorf, D)

Carl Zeiss GmbH (Jena, D)

Leica Biosystems (Wetzlar, D)

Leica Biosystems (Wetzlar, D)

Leica Biosystems (Wetzlar, D)

Liebherr-International Deutschland GmbH
(Bieberach an der RiR, 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)



Ti:Sa-Laser Chameleon Ultra Il (Laserklasse 4)
Neubauer Zahlkammer, Improved

pH-Meter, HI221

Pipettierhilfe, Pipetboy 2

Precellys 24 (Lyse und Homogenisierung)
Restrainer-Set

Schiittler, 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)

Tabelle 1 — Technische Ausstattung und Gerdte

2.2 Verbrauchsmaterialien

96-Well Mikrotiter-Platte, Flachboden,
Corning™

Adhisionsobjekttrager, Superfrost™ Plus
Ausplattierspatel

Butterfly-Kaniile, Safety-Multifly®, 21G

Super PAP Pen, Liquid Blocker Mini

Deckglaser, 24 x 50 mm
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Coherent (Parkland, USA)

Brand GmbH & Co. KG (Wertheim, D)
HANNA Instuments (Québec, Canada)
Integra-Bioscience AG (Biebertal, D)
Peglab (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
(Gottingen, D)

Julabo Labortechnik GmbH

(Allentown, USA)

Hettich GmbH & Co. KG (Tuttlingen, D)

Corning Inc. Life Sciences (Schiphol-Rijk, NL)
Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)/
Epredia (Kalamazoo, USA)

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

Science Service GmbH (Munchen, D)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)



Einmalspritzen, steril, zweiteilig,

2 ml/ 5ml/ 10 ml

Einwegskalpell, Feather®

Injektionsspritze, Spritze Injekt®-F,

Iml

Kanilen, Microlance™ 3, 26G/ 30G
Katheterschlauch, Polyethylen

(0.28 ID, 0.61 OD)

Kryoeinbettformen, Tissue Tek® Cryomold®
Klvetten, farblos

Mikrotom- und Kryostatklingen

Petrischale, PS, steril

Pipetten (serologisch, Wattestopf), 5 ml/ 10 ml
Pipettenspitzen (mit Filter; DNase/RNase-frei)

2.5 pl/ 10 pl/ 200pl/ 1000 pl
Reaktionsgefal’ (2 ml)

mit Bulk Beads (2.8 mm, Zirkonoxid)
Reaktionsgefal, Easy-Cap, steril, 0.5 ml/ 1.5 ml
Reaktionsgefal, Safe-Lock, steril, 1.5 ml/ 2 ml
Selektionssaulen, LS Column

Zellsieb, Falcon® 40 um/ 100 um

Zentrifugenréhrchen, konisch, 15m/ 50ml

Tabelle 2 — Verbrauchsmaterialien

BD Bioscience (Heidelberg D)

Feather Safety Razor
(Ohyodo-Minami, JPN)

B. Braun Deutschland GmbH & Co. KG
(Melsungen, D)

BD Bioscience (Heidelberg D)

Smith Medical (Plymouth, USA)/
Warner Instruments (Holliston, USA)

Sakura Finetek Germany GmbH (Umkirch, D)

Sarstedt AG & Co (Niimbrecht, D)
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Leica Biosystems (Wetzlar, D)

Greiner Bio-One GmbH (Kremsmiinster, O)
Omnilabs GmbH Co. KG (Bremen, D)

Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf, D)
oder Sarstedt AG & Co. (Niimbrecht, D)
Peglab (Erlangen, D)

Omnilab GmbH & Co. KG (Bremen, D)
Eppendorf AG (Hamburg, D)

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)
Corning Inc. Life Sciences

(Schiphol-Rijk, NL)

Corning Inc. Life Sciences (Schiphol-Rijk, NL)/

Sarstedt AG & Co (Nimbrecht, D)/
Greiner Bio-One GmbH (Kremsmiinster, O)



2.3 Chemikalien und Reagenzien

Ammoniumchlorid (NH4Cl)

Ampicillin

Bacto™ Agar

B-Mercaptoethanol

Bovines Serum Albumin (BSA)
Chromogenes Substrat , Chromogenix S-2302
Dade® Innovin® (TF)

Dimethylsulfoxide (DMSO) fur Zellkultur
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(Na;HPO, 2H,0)

DNAse |

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS),
steril

EDTA

Eindeckmedium mit DAPI, Fluoroshield
Ethanol

Fentanyl

Fibrinogen aus Humanplasma, 50-70% Protein
FITC-Dextran 2000 kDA

fotales Kalberserum (FBS)

Gibco™ RPMI Medium 1640 (1x)

+ GlutaMAX™-|
Hefeextrakt

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

Sigma-Aldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)

BD Bioscience (Heidelberg D)

Sigma-Aldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)

Sigma-Aldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)

Diapharma Group, Inc. (West Chester, USA)

Siemens Healthcare GmbH (Erlangen, D)

PAN Biotech GmbH (Aidenbach, D)

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

Roche Holding (Basel, CH)

Sigma-Aldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)

Sigma-Aldrich GmbH (St. Louis, USA)

Abcam plc (Cambridge, UK)

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

CuraMed Pharma GmbH (Miinchen, D)

Sigma-Aldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)

Sigma-Aldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)

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



HEPES

Isofluran CP 1 ml/ml

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PQ,)
Kaliumhydrogencarbonat (KHCOs)
Kalziumchlorid-Dihydrat CaCl, 2H,0
Kaolin

Kollagenase (Liberase™)
Kryoeibettmedium, O.C.T Tissue Tek®
Compound

LPS, E. Coli 0111:B4

Medetomidin

Midazolam

Natriumchlorid
Natriumcitrat-Trihydrat (CH3;COO 3H,0)
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
(NaH,PO4 H,0)

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natronhydroxid (NaOH)-Platzchen
Paraformaldehyd

Rivaroxaban

Roti® Histol

Salzsadure 37 %, reinst

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

CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH (Burgdorf,

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
Sigma-Aldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)
Roche Holding (Basel, CH)

Sakura Finetek Germany GmbH (Umkirch,
D)

Sigma-Aldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)
KG Pfizer (Karlsruhe, D)

Ratiopharm GmbH (Ulm, Deutschland)

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

Merck KGaA (Darmstadt, D)
Sigma-Aldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)
Sigma-Aldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)
Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas, USA)
Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D)

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

Sigma-Aldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)



TCL-Puffer, 2X

Thrombin aus Humanplasma

Tris-Base (C4H11NO3)

Tris-HCI (C4H11NO3 HCl)

Triton™ X-100

Trypanblau

Trypton/Pepton aus Casein

Tween 20

Viabilitatsfarbstoff, eFluor™ 780, fixierbar
Viabilitatsfarbstoff, SYTOX™ Orange
Dead Cell Stain

Zellmarker, CellTracker™ Red CMTPX Dye

Ziegenserum

ZnC|2

Tabelle 3 — Chemikalien und Reagenzien

2.4 Hergestellte Puffer und Losungen

4% PFA-LOsung, neutral-gepufferte

(1:1, 8% PFA und 0.2 M Phosphat-Puffer)

Erythrozyten-Lysepuffer

FACS-Puffer
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Quiagen N. V. (Hilden, D)

Sigma-Aldrich®, 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)
Sigma-Aldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)
eBioscience™, Invitrogen™,

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)

Sigma-Aldrich®, Merck KGaA (Darmstadt, D)

AppliChem (Darmstadt, D)

8% PFA (w/v) Na;HPO, 10.9g
NaH,PO, 3.2g
in 0.5l dest. H,0, pH

7.4

in 0.5] dest. H,0

150 mM NH4CI

10 mM KHCO3

0.1 mM EDTA

in 1l dest. H,0, pH 7.4
0.5% BSA (w/v)

2mM EDTA

in 1l sterilem PBS, pH 7.4



1X PBS NacCl 8g

KH,P0,0,2g

Na,HPO, 2H20 1,42g

KCl 0,2g

in 1l sterilem PBS, pH 7.4
Reaktionspuffer 20 mM HEPES

100 mM NacCl

in 1l dest. H,0, pH 7.4
1X TBS Tris-Base 2.4g

88g NaCl

in 1l dest. H,0, pH 7.4
Tris-EDTA-Puffer 10 mM Tris-Base

1 mM EDTA

0,05% Tween 20

in 11 dest. H,0, pH 9

Tabelle 4 — Hergestellte Puffer und L6sungen

2.5 Verwendete Kits

Artikel Hersteller

Antibody Labeling Kit mit Alexa Fluor™ Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
USA)

CD115 MicroBead Kit (Maus) Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)

130-096-354

CD4* T-Zell Isolationskit (Maus) Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, D)

130-104-454

Tabelle 5 - Verwendete Kits

2.6 Verwendete Antikorper

Antikorper Klon/ Hersteller Verwendung
(Wirt) Immunogen,
Wirt
aCX3CR1 SAO11F11, Biolegend (San Diego, USA) FACS-Sorting
Maus
aBCL6 Agl5519, Proteintech Group (Rosemont, USA)  IHC, prim. AK.
Kaninchen
aBSA polyklonal, Sigma-Aldrich®, Merck KGaA IK
Kaninchen (Darmstadt, D)
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aCD101

aCD115 (c-fms)

aCD117

aCD11b

aCD16/32

aCD19

aCD31, aMaus

aCD31, aMaus

aCD38

aCD4

aCD4

aCD4, aMaus/ Human

aCD42b

aCD45

aCD5

aCD69

aCD8a

acitH3, citrulline
R2+R8+R17)
aCX3CR1
aCXCR4

aCXCR5

aF4/80

REA301,
rek. Human
AF598,
Ratte
3C11,
Ratte
M1/70,
Ratte
2.4G-2,
Ratte

6D5,

Ratte
Ag27828,
Kaninchen
IC/70A,
Maus
38C03,
Maus
GK1.5,
Ratte
GK1.5,
Ratte
polyklonal,
Kaninchen
polyklonal,
Kaninchen
REA737,
rek. Human
53-7.3,
Ratte
polyklonal,
Ziege
53-6.7,
Ratte
polyklonal,
Kaninchen
polyklonal,
Kaninchen
L276F12,
Ratte
cic2,
Kaninchen
BMS,
Ratte

Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, D)

eBioscience™, Invitrogen™, Thermo
Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)

Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach, D)

Biolegend (San Diego, USA)

BD Bioscience (Heidelberg D)
Southern Biotech (Birmingham, USA)
Proteintech Group (Rosemont, USA)
Abcam plc (Cambridge, UK)
Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific
Inc. (Waltham, USA)

Biolegend (San Diego, USA)

Biorbyt (Cambridge, UK)

Bioss Antibodies (Woburn, USA)
Proteintech Group (Rosemont, USA)
Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach, D)
eBioscience™, Invitrogen™, Thermo
Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)
R & D Systems (Minneapolis, USA)
eBioscience™, Invitrogen™, Thermo
Fisher Scientific Inc. (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-Analyse

IHC, prim. AK

FACS-Analyse

FACS-Analyse

Tierversuch

IHC, prim. AK

IHC, prim. AK.

IHC, prim. AK

IHC, prim. AK

Tierversuch

IHC, prim. AK.

IHC, prim. AK

IHC, prim. AK

FACS-Analyse

IHC, prim. AK

IHC, prim. AK

IHC, prim. AK

IHC, prim. AK.

IHC, prim. AK

FACS-Analyse

IHC, prim. AK

IHC, prim. AK.



aFibrin (11B-Kette),
aMaus/ Human
aFibrin-B, aHuman
aFOXP3

aGATA3

algGlbk

algG2ak

algG2bk

all-2

aKaninchen IgG, Alexa
Fluor™ 488/ 546/ 594/
647

alLFA-1

alLPS (E. coli 0157)
aly6C

aly6G

oly6G

aMaus IgG, Alexa Fluor™
488/ 555/ 594/ 647

aMPO, aMaus/ Human

aPAI-1

aPAI-1, aMaus/ Human
aPD1
aRatte IgG, Alexa Fluor™

488/ 546/ 594/ 647
aRORyT

NYB T2G1,
Maus
monoklonal,
Maus
Agl7571,
Kaninchen
1A12-1D9,
Maus
monoklonal,
Maus

monoklonal,
Ratte
monoklonal,
Ratte
polyklonal,
Kaninchen
polyklonal,
Ziege

M17/4,
Ratte
polyklonal,
Ziege
ER-MP20,
Ratte
REAS526,
rek. Human
1A8,

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

Ag22411,
Maus
Agl12470,
Maus
polyklonal,
Ziege
polyklonal,
Kaninchen

WAK-Chemie Medical GmbH

(Steinbach, Germany)

Loxo GmbH (Dossenheim D)

Proteintech Group (Rosemont, USA)

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific

Inc. (Waltham, USA)

Prof. Paul Declerck (Laboratory for
Therapeutic and Diagnostic

Antibodies, KU Leuven, B)
BioXcell (Lebanon, USA)

Biolegend (San Diego, USA)

Abcam plc (Cambridge, UK)

Thermo Fisher Scientific Inc.

(Waltham, USA)

BioXcell (Lebanon, USA)

GeneTex (Irvine, USA)

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific

Inc. (Waltham, USA)
Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, D)

Biolegend (San Diego, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc.

(Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc.

(Waltham, USA)

Prof. Paul Declerck (Laboratory for
Therapeutic and Diagnostic

Antibodies, KU Leuven, B)

Proteintech Group (Rosemont, USA)

Proteintech Group (Rosemont, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc.

(Waltham, USA)
Biorbyt (Cambridge, UK)
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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
FACS-Sorting
FACS-Analyse/
IHC, prim. AK
IHC, sek. AK

IHC, prim. AK

Tierversuch

IHC, prim. AK

IHC, prim. AK

IHC, sek. AK

IHC, prim. AK.



aStabilin-2 #34-2,

Ratte
aTbet (Thx21) AA160-399,

Kaninchen
auPA, aMaus/ Human Agl11813,

Kaninchen

aZiege 1gG, Alexa Fluor™  polyklonal,
488/ 555/ 594 Esel

Tabelle 6 — Verwendete Antikérper

MBL International (Woburn; USA)

Antikoerper-online.de (Aachen, D)

Proteintech Group (Rosemont, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)

Abkiirzungen: FACS: ,flow cytometry’, Durchflusszytometrie

37

IHC, prim. AK

IHC, prim. AK

IHC, prim. AK

IHC, sek. AK



l1l. Methoden

3.1. Tiermodelle und Tierversuche

3.1.1. Infektionsmodell

Um die Immunantwort auf eine systemische bakterielle Infektion in Mausen zu untersuchen, wurden
diese mit dem Gram-negativen Bakterienstamm E. coli, dem Gram-positiven Bakterienstamm .
pneumoniae oder mit LPS infiziert.

Hierflr wurden E. coli des Stamms DH5alpa (ohne oder mit Plasmid mit griin fluoreszierendem Protein
(GFP) und Ampicillin-Resistenz) Gber Nacht bis zur spiten log-Phase in LB-Medium (mit 100 pg/ml
Ampicillin) bei 37°C unter konstantem Schitteln kultiviert. Alternativ wurden der E. coli Stamm
DH5alpa ohne GFP-Plasmid verwendet. AnschlieBend wurden die Bakterien 2-mal mit steriler
Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (,phosphat buffered saline’, PBS) bei Raumtemperatur (RT)
gewaschen (2700 g, 5 Minuten) und die optische Dichte gemessen, um die Bakterienzahl zu bestimmen
(ODgoo 1=1x10° KBE/m).

S. pneumoniae (Stamm D39gfp, Serotyp 2, pMV158GFP) wurde uns von Prof. Uwe Kodel
(Neurologische Klinik und Poliklinik, LMU Klinikum) zur Verfligung gestellt. S. pneumoniae wurde in
DMEM GlutaMAX™ Medium mit hohem Glukosegehalt, 10% hitze-inaktiviertem fétalem Kélberserum
(FBS) und 0,5 g/ml Tetracyclin kultiviert. Das bakterielle Inokulum wurde fiir jede Charge durch
guantitative Ausplattierung von Bakterien auf Schafsblut-Agarplatten bestimmt, anschlieBend wurden
die Bakterien bis zum Versuchsbeginn eingefroren.

LPS des E. coli Stamms 0111:B4 wurde als lyophilisiertes Pulver in sterilem Wasser gel6st (5 mg/ml)

und mit sterilem PBS weiter verdiinnt.

3.1.2 Tierversuchsvorhaben

Fir die vorliegende Arbeit wurde als Modellorganismus die Hausmaus (Mus musculus) gewahlt, welche
dem Menschen zu 95% genetisch dhnelt'®. Weitere Vorteile in diesem Modellorganismus bestehen in
der raschen Generationenfolge, der einfachen Handelbarkeit des Tieres und der Verwendung von
Inzuchtlinien, sodass die natiirliche biologische Varianz innerhalb einer Versuchsgruppe duerst gering
ist’®, Der GroRteil der tierexperimentellen Untersuchungen wurde am Wildtypstamm C57BL/6)
durchgefiihrt. Fur die Versuche wurden sowohl junge Tiere von 8 - 14 Wochen verwendet (Charles
River), als auch alte Tiere von 22 Monaten, die der Zucht von Dr. Daniela Vogt-Weisenhorn (Institute
of Developmental Genetics, Helmholtz Zentrum Miinchen) entstammen.

Um den Einfluss von nicht-klassischen Monozyten auf den Verlauf von Immunothrombosen zu
untersuchen, wurden Nur77”7- M&use verwendet!°. Die Tiere entstammten sowohl der Zucht von Prof.
Heinz Wiendl, Institut fir Translationale Neurologie, Universitatsklinikum Miunster, als auch der Zucht
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von Prof. Anxo Vidal Figueroa des ,The Center for Research in Molecular Medicine and Chronic
Diseases (CiMUS)“ in Santiago de Compostela, Spanien. Bei diesen Mausen kommt es auf Grund des
Mangels an Transkriptionsfaktor Nr4al zu einer unvollstandigen Differenzierung der Monozyten und
damit zu einem Fehlen von nicht-klassischen Monozyten in der Zirkulation®2,

Die Haltung der Tiere erfolgte unter den erforderlichen speziellen Hygienebedingungen in dafir
eingerichteten Rdumen. Die Maduse wurden in Gruppen von bis zu 5 Tieren in individuell ventilierten
Kafigen oder Kafigschranken mit dualem Bellftungssystem gehalten. Die Fitterung und
Trinkwasserversorgung erfolgte ad libitum. Nest- und Spielmaterial stand frei zur Verfligung. Der Hell-
Dunkel-Rhythmus betrug zwolf Stunden, zusatzlich wurde Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit
konstant gehalten. Alle durchgefiihrten Tierversuchsvorhaben waren zuvor von der Regierung von
Oberbayern genehmigt worden (Aktenzeichen ROB-55.2-2532.Vet_02-15-42, ROB-55-2-2532.Vet_02-
20-133).

3.1.3 Vorbehandlung der Tiere

Infektion

Um die Bedeutung verschiedener Immunzellen fir die Immunothrombose im Rahmen einer
bakteriellen Infektion zu charakterisieren, wurde den M&usen Uber die Schwanzvene E. coli oder S.
pneumoniae injiziert. Dabei wurde die bakterielle Dosis so gewahlt, dass eine systemische Infektion
mit mittelgradiger Belastung erzielt wurde ohne bleibende Schaden zu hinterlassen. Dies ermdéglicht
es die physiologische Immunantwort untersuchen zu kénnen. Fiir junge Mause wurde eine Dosis von
3.2 x 108 koloniebildenden Einheiten (KBE) E. coli eingesetzt, bei alten Mausen eine Dosis von 2.95 x
108 KBE. Fir die immunohistochemischen Untersuchungen wurde den Tieren GFP-markierte E. coli
injiziert, fiir die Multiphotonen-Mikroskopie oder durchflusszytometrische Untersuchungen (,flow
cytometry’, FACS) E. coli ohne Fluoreszenz-Markierung. Fiir die S. pneumoniae Infektion wurde bei
jungen Tieren eine Dosis von 1 x 108 KBE verabreicht und bei alten Tieren eine Dosis von 6.5 x 107 KBE.
Die Applikation der Pathogene erfolgte via Schwanzvenenkatheter am wachen Tier: Dazu wurden die
Tiere kurzzeitig in einem Restrainer fixiert, der Schwanz an der Schwanzwurzel gestaut und die zu
applizierende Substanz liber eine 30G Kanlile, welche (iber einen elastischen Polyethylenschlauch mit
einer Spritze verbunden war, in die Vena coccygea lateralis injiziert (i. v.). LPS wurde den Tieren in einer
Konzentration von 3 pg/g Korpergewicht (KG) mit PBS verdiinnt intraperitoneal (i. p.) injiziert, wahrend
das Tier mit Hilfe des Nackengriffs fixiert worden war. Im Anschluss an die Applikation wurden die Tiere
zuriick in den Kafig zu ihren Artgenossen gesetzt, wo sie bis zum Versuchsende verblieben. Die
Injektionen sind mit einer geringen Belastung fiir das Versuchstier verbunden, bei der Infektion selbst
handelt es sich um eine mittelgradige Belastung.
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Behandlung

In Tabelle 7 sind die verschiedenen Behandlungen der Mause aufgelistet. Rivaroxaban verhindert die
Bildung von Faktor Xa und blockiert damit sowohl die intrinsische als auch extrinsische
Gerinnungskaskade!®®. Vor der Behandlung wurde Rivaroxaban in der Konzentration von 2mg/ml in
Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost. Die intravendse Injektion des gelosten Rivaroxabans erfolgte
anschliefend mit Hilfe von sterilem PBS. Die Antikorper wurden in Konservierungsmittel-freien, Azid-
freien und neutral-gepufferten PBS-Losungen ohne Stabilisatoren geldst. Die Herstellung der Alexa
Fluor™-IK wird unter 3.8.3 beschrieben. Zum Spiilen der Katheter wihrend der intravendsen Injektion
wurde steriles PBS verwendet. Es wurde darauf geachtet, dass fiir das jeweilige Gewicht des Tieres
zugelassene Volumenmaximum bei der Injektion nicht Gberschritten wurde. Die Behandlung selbst

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

Alexa Fluor™ -IK 550 ug/ Tier 4 h nach Immunstimulation = -
Infektion

aCD16/32 8 mg/kg KG,i.v.  2.5hnach Blockade von algG2bk (Ratte)
in PBS Infektion Feyll und Il

aCD4 500 pg/ Tier,i.p. 24 hvor Infektion Depletion der algG2bk (Ratte)

CD4* T-Zellen

aLFA-1 100 ug/Tier,i.v. 5 minvor Neutralisation algG2ak (Ratte)
in PBS Infektion von LFA-1

aPAI-1 5 mg/kg KG, i. v. 5 min vor Neutralisation algG1lbk (Maus)
in PBS Infektion von PAI-1

Rivaroxaban 3mg/kgKG,i.v. 4 hvorInfektion  Inhibierung von Vehikel-Lsg.
in Vehikel-Lsg. Faktor Xa (DMSO/PBS)

Tabelle 7 — Ubersicht iiber die Behandlung der Mduse mit Antikérpern oder Substanzen

Fir den adoptiven Transfer von nicht-klassischen Monozyten oder CD4*-T-Zellen wurden diese aus
Spendermadusen isoliert und anschlieBend intravends in die Empfangermaus injiziert (Beschreibung

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

Tabelle 8 — Ubersicht iiber den adoptiven Transfer von Immunzellen in Empféngermduse

3.1.4 Beschreibung des Versuchsablaufs

Versuchsablauf fiir immunohistochemische oder durchflusszytometrische Untersuchungen

Die Euthanasie der Tiere wurde 3, 6, 8 oder 18 Stunden nach Infektionsbeginn durchgefiihrt. Hierfiir
wurden die Tiere durch kurzzeitige Inhalation von 5.0 Vol.% Isofluran in der Induktionskammer
(inspiratorische Sauerstofffraktion von 0.35 /1) voribergehend narkotisiert. AnschlieBend 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
Schmerzausschaltung versetzte. Selbststandiges Atmen war jedoch trotz Muskelrelaxans weiterhin
moglich. Erst nach ausreichender Narkosetiefe (Uberpriifung mittels Zwischenzehreflex) wurde kardial

Blut entzogen und die Maus durch zervikale Dislokation geto6tet.

Versuchsablauf fiir 4D-Visualisierungen

Die mittels Isofluran-Inhalationsnarkose 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 Schwanzvenenkatether gelegt, um das FITC-Dextran
zur Visualisierung des Blutflusses zu injizieren. AnschlieRend erfolgte die Praparation der Leber fiir das
Imaging. Hierzu wurde die Maus in Riickenlage fixiert. Nach Desinfektion der Kérperoberflache erfolgte
ein kleiner Hautschnitt, um die Haut oberhalb der Leber zu 6ffnen. Ein Teil des sich an oberster Stelle
befindlichen Leberlappens wurde freiprdpariert und mittels Saugring und durch die angeschlossene
Absaugpumpe erzeugten Unterdruck fixiert.

AnschlieBend erfolgte die 4D-Visualisierung der Lebermikrozirkulation mittels Multiphotonen-
Mikroskopie, wahrend die Maus in physiologischen Zustand verblieb und stabil in Narkose lag. Dabei

wurde die Kérpertemperatur des Tieres konstant aufrechterhalten.
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3.2 Probenentnahme aus der Maus

3.2.1 Organentnahme und Blutaufbereitung

Aus dem euthanasierten Tier wurden die Organe fir weiterfiihrende Untersuchungen entnommen.
Die fir immunohistochemische (IHC) Untersuchungen vorgesehenen Leberlappen wurden mit neutral-
gepufferter 4% Paraformaldehyd (PFA)-Losung fiir eine Stunde bei 4°C fixiert. AnschlieRend wurden
die Organe zum Schutz vor Gefrierbriichen in 15% Saccharose-Lésung gegeben und nach vollstandiger
Durchtrankung in eine 30% Saccharose-Losung Uberfihrt. Waren die Leberlappen zu Boden gesunken,
wurden diese als Gewebestilicke mit Hilfe von Trockeneis in Tissue-Tek®-gefiillten Kryoeinbettformen
schockgefroren und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Sollten Zellen fiir durchflusszytometrische Analysen oder fiir Spendertiere isoliert werden, wurden die
Organe nach Entnahme unverziglich in zuvor hergestelltem FACS-Puffer auf Eis gestellt (siehe 3.2.2,
3.2.3,3.2.4).

Zur Verhinderung der Blutgerinnung bei der Blutentnahme wurden die 2ml — Spritzen mit dem
Antikoagulans Natriumcitrat (129 mmol/l; Verhéltnis 1:10 zu Blut) versehen. AnschlieBend erfolgte der
erste Zentrifugationsschritt (150 g, 20 min, RT), wodurch sich das Blut von unten nach oben in die
Schicht aus Erythrozyten, anschlieRend den Buffy Coat, d.h. der Schicht aus Leukozyten und
Thrombozyten, und abschlieRend dem Thrombozyten-reichen Plasma (PRP) auftrennt. Das PRP konnte
nun vorsichtig mit der Pipette abgesaugt 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 Thrombozyten-arme Plasma (PPP) hergestellt
werden. Hierflir wurde das PRP bei 1800 g flir 15 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Um die
Leukozyten zu isolieren, wurde die Erythrozytenschicht zusammen mit der Buffy Coat-Schicht bei 300
g flr 5 Minuten, Raumtemperatur zentrifugiert und das Pellet anschliefend in eiskaltem Erythrozyten-
Lysepuffer resuspendiert. Durch anschlieBende Zugabe von mindestens der 5-fachen Menge PBS

konnte die Lyse gestoppt werden.

3.2.2 Isolierung von Neutrophilen aus Lunge und Leber

Die Freisetzung von 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 Nacht werden die gealterten Neutrophilen im Knochenmark oder in anderen Organen durch
Phagozytose aus dem Blutkreislauf entfernt. Auf Grund dessen erfolgte die Totung der Tiere stets um
9.00 Uhr morgens. Zu diesem Zeitpunkt sollten in gesunden Tieren etwas mehr ,frische” als ,alte”
Neutrophile im Blutkreislauf vorhanden sein®?.
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Die Leber wurde in eisgekiihltes RPMI-Medium tberflihrt und behutsam in sehr kleine Stiicke
geschnitten (ca. 0.5 x 0.5 cm). AnschlieBend wurden die Gewebestiicke mit Hilfe eines
Spritzenstempels sanft durch ein 100 um Zellsieb filtriert wahrend durchgehend mit eiskaltem FACS-
Puffer gesplilt wurde. SchlieBlich 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°C-gekiihltem Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und fir eine Minute
inkubiert. AnschlieRend wurde die Lyse durch Zugabe von mindestens der 5-fachen Menge an FACS-
Puffer gestoppt. Es erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 42 g fir 3 Minuten bei 8°C um die
Hepatozyten von den Leukozyten zu trennen. AnschlieBend wurde der Uberstand mit den Leukozyten
entnommen und auf Eis gestellt, das Zellpellet mit den Hepatozyten wurde verworfen.

Die Lunge wurde ebenfalls in eisgekiihltes RPMI-Medium liberfiihrt und behutsam in sehr kleine Stiicke
geschnitten. AnschlieRend wurden die Gewebestlicke mit einer Verdaulosung (1M HEPES, 5% FBS,
DNase | (100 pg/ml), Kollagenase (Liberase™, 80 pg/ml) in RPMI) fiir 45 Minuten im 37°C-Wasserbad
inkubiert. Dabei wurde das Reaktionsgefal} mit den Gewebestiicken und der Verdaul6sung etwa alle
10 - 15 Minuten gevortext. AnschlieRend wurden die Gewebestlicke sanft mit Hilfe eines
Spritzenstempels durch ein 100 um Zellsieb filtriert, dabei erfolgte permanentes Spilen mit eiskaltem
FACS-Puffer. Die Zellsuspension wurde mit Hilfe eines 40 um Zellsiebes gefiltert und im Anschluss
zentrifugiert (350 g, 5 min, 8°C). SchlieRlich wurde das Pellet in eisgekiihltem Erythrozyten-Lysepuffer
resuspendiert und flir eine Minute inkubiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von mindestens der 5-

fachen Menge an FACS-Puffer gestoppt und erneut gewaschen (350 g, 5 min, 8°C).

3.2.3 Isolierung und Aktivierung von nicht-klassischen Monozyten und Aktivierung
Nicht-klassische Monozyten wurden aus dem Blut, der Milz und dem Knochenmark von E. coli-
infizierten Spendertieren isoliert. Hierflir wurde das Blut wie unter 3.2.1 beschrieben aufbereitet.

Die Milz wurde mit Hilfe eines Spritzenstempels behutsam durch ein 70 um Zellsieb filtriert, dabei
wurde durchgehend mit eiskaltem FACS-Puffer gespilt. AnschlieRend wurde die Zellsuspension
zentrifugiert (450 g, 5 min, 8°C) und das Zellpellet in eisgekihltem Erythrozyten-Lysepuffer
resuspendiert. Nach 5-minitiger Inkubation wurde die Lyse durch Zugabe von mindestens der 5-
fachen Menge an FACS-Puffer gestoppt. Mittels eines 70 um Zellsiebs wurden Zellaggregate und
Zelltrimmer entfernt. AnschlieBend wurden die Zellen erneut gewaschen (450 g, 5 min, 8°C).

Um die nicht-klassischen Monozyten aus dem Knochenmark zu isolieren wurden die Extremitaten
mittels kraftigen Ziehens aus den Gelenken luxiert und das Fell/Haut entfernt. Nachfolgend wurden
die Extremitaten gelenknah von der Schulter bzw. der Hiifte abgetrennt und das Weichgewebe vom

Knochen mit dem Skalpell entfernt. Zusatzlich wurden die Wirbelsdule und das Sternum entnommen
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und ebenfalls gereinigt. Nun wurden die Knochen der geopferten Maus mit 70% Ethanol gereinigt. Mit
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, wurden zuséatzlich mit 70% Ethanol desinfiziert.
Danach wurden die Knochen in eine Petrischale mit sterilem PBS gelegt und die beiden Epiphysen
abgetrennt, sodass das Mark mit Hilfe einer 26G Kaniile und sterilem PBS (mit 2% FBS) in eine weitere
Petrischale gesplilt werden konnte. Die Wirbelsaule und das Sternum wurden in eine Petrischale mit
sterilem PBS (mit 2% FBS) platziert und mit Hilfe eines Spritzenstempels gemorsert. Nachfolgend
wurden die Zellsuspensionen mit Hilfe einer 30G Kanile und einer Spritze resuspendiert und im
Anschluss mit Hilfe eines 40 um Zellsiebs unter andauernden Spiilen mit PBS (mit 2% FBS) weiter
aufgereinigt. Die Zellsuspensionen wurden schliellich bei 400 g fiir 7 Minuten bei 4°C pelletiert und in
Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert. Nach 3-minitiger Inkubation wurde die Reaktion mit
mindestens der 5-fachen Menge an FACS-Puffer gestoppt und erneut gewaschen (400 g, 7 min, 4°C).
Mittels Neubauer-Zahlkammer und Trypton-Blau wurden die Zellen gezahlt, auf ihre Viabilitat
untersucht, und anschliefend mit Hilfe von CD115 MicroBeads in einer MACS® Zellseparierung gemal
Protokoll positiv selektioniert.

AnschlieBend wurden die Zellen erneut gezahlt, auf 1 Mio. Zellen/ 100 pl FACS-Puffer verdiinnt und
mit den Antikorpern aLy6C-APC (1:50) und aCX3CR1-FITC (1:800) fir 20 Minuten bei 4°C inkubiert. Vor
der durchflusszytometrischen Zellsortierung wurde mit dem Viabilitdtsmarker Sytox™ Orange gefarbt
und anschlieBend die Zellen anhand ihrer GroRe und Granularitit, sowie mit Hilfe der
Fluoreszenzfarbstoffmarkierungen nach viablen CX3CR1* Ly6C/*™ah Zellen sortiert. AnschlieBend

wurden die Zellen 2-mal gewaschen (400 g, 8 min, RT) und in sterilem PBS fiir die Injektion gelost.

3.2.4 Isolation von T-Helferzellen aus der Milz und Farbstoffmarkierung

Die Isolation der Zellen aus der Milz nicht-infizierter Spendertieren erfolgte wie unter 3.2.3
beschrieben. Im Anschluss wurden die Zellen mittels Neubauer-Zahlkammer und Trypton-Blau gezahlt
und mit Hilfe der MACS® Zellseparierung und dem CD4* T-Zell Isolationskit fir Milz und Lymphknoten
gemald Protokoll negativ selektioniert.

Zur spateren Visualisierung der isolierten CD4* T-Zellen im Multiphotonen-Mikroskop wurden die
Zellen mit 10 uM CMTPX fiir 20 Minuten bei 37°C in befeuchteter Atmosphare rot angefarbt. Im
Anschluss wurden die CD4* T-Zellen 2-mal gewaschen (450 g, 5 min, 8°C) und mittels Neubauer

Zahlkammer gezahlt.
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3.3 Humane Proben

Die humanen Lungenproben stammten von Autopsien von Patienten mit ARDS welche an oder im
Rahmen der Infektion mit dem Influenzavirus bzw. SARS-CoV-2 verstorben waren (Influenzavirus: 3
Frauen, 3 Manner; SARS-CoV-2: 3 Frauen, 4 Manner). Das Durchschnittsalter betrug 72.0 £ 4,4 Jahre
bei den Influenza-Patienten, 76.1 + 4,2 Jahre bei den SARS-CoV-2-Patienten. Alle Untersuchungen
wurden von den lokalen Ethikkommissionen genehmigt (Medizinische Fakultdt der Justus-Liebig-

Universitat: 29/01 und Medizinische Universitat Graz: 32-362ex19/20).

3.4. Farbungen von Zellen oder Geweben

3.4.1 Farbungen der Zellen fur durchflusszytometrische Analysen

Fiir die durchflusszytometrischen Analysen wurden die Zellisolate mittels Neubauer-Zahlkammer
gezahlt und im Verhaltnis 1 Mio. Zellen/ 100 ul FACS-Puffer verdinnt. AnschlieBend wurden die Zellen
mit dem fixierbaren Viabilitatsstoff eFluor™ 780 (1:5000) fiir 30 Minuten bei 4°C inkubiert und
anschlieRend 3-mal gewaschen (400 g, 5 min, 4°C). Die Zellen wurden erneut im Verhaltnis 1 Mio.
Zellen/ 100 ul FACS-Puffer verdiinnt und 20 Minuten bei 4°C mit den folgenden Antikérpern inkubiert
(Tabelle 9):

aCD101 PE-Vio770 1:100 Miltenyi
aCD117 PE 1:100 Miltenyi
aCD11b FITC 1:200 Biolegend
aCD45 VioGreen 1:100 Miltenyi
aCXCR4 Brilliant Violet 421 1:100 Biolegend
aly6G APC 1:300 Biolegend

Tabelle 9 — Ubersicht iiber verwendete Antikérper fiir durchflusszytometrische Untersuchungen an Neutrophilen
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3.4.2 Immunohistochemische Farbungen von Kryoschnitten (Maus)

Mit Hilfe des Kryotoms wurden bei -15°C aus den mit Tissue-Tek® bedeckten Leberstiicken
Gewebeschnitte von 10 um Dicke angefertigt. Anschlieend wurden die Objekttrager aufgetaut und
das flissige Tissue-Tek durch 3-miniitiges Waschen in einer Kivette mit Tris-gepufferter
Kochsalzlésung plus 0.1 % Tween-20 (TBS-T) entfernt und anschlieBend mit 2% BSA in TBS-T fir 40
Minuten bei Raumtemperatur blockiert. War eine Permeabilisierung der Membran nétig, wurde der
Blockierungslosung 0,1%-0,3% Triton-X 100 zugesetzt.

Erneut folgten 3 Waschschritte fiir je 3 Minuten in TBS-T, wonach die Gewebeschnitte mit primaren
Antikorpern fiir eine Stunde bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 4°C in TBS-T inkubiert wurden
(siehe Tabelle 10). Bei Verwendung von priméaren Antikdrpern mit gleichem Wirt wurden entweder die
Antikérper mit Hilfe eines ,Antibody Labeling Kit’ mit Alexa Fluor™ Fluoreszenzfarbstoffen nach
Herstellerangaben direkt markiert oder kommerziell erhaltliche, bereits primar-markierte Antikorper
verwendet. Alternativ wurde teilweise dazwischen mit dem den Wirt entsprechendem Serum blockiert
(5% Wirtsserum, 2% BSA in TBS-T, 1h RT).

Die primaren Antikorper, die nicht bereits mit Fluoreszenzfarbstoff markiert waren, wurden erneut
gewaschen (3 x 3 min mit TBS-T) und anschlieBend mit den sekundiren Alexa Fluor™ Antikérpern
(1:2000, AF488, AF546, AF555, AF594, AF647) entsprechend des Wirts des primdren Antikérpers
(Ratte, Kaninchen, Maus oder Ziege) fur eine Stunde bei 4°C inkubiert. Vor dem Eindecken wurden die
Schnitte erneut gewaschen (3 x 3 min mit TBS-T). Als Eindeckmedium wurde ein Fluoroshield-Medium
mit zugesetztem DAPI verwendet, um die Fluorophore vor dem Ausbleichen zu schiitzen und die Nuclei

sichtbar zu machen.

aBCL6 1:200 Uber Nacht, 4°C aCD4, aCXCR5 TfH-Zellen

aCD115 1:75 Uber Nacht, 4°C - Monozyten
und 1h, RT

aCD19 1:200 Uber Nacht, 4°C B-Zellen B-Zellen

aCD31 1:50 Uber Nacht, 4°C - Endothelzellen
und 1h, RT

aCD38 1:200 Uber Nacht, 4°C aCD4 aktivierte

T-Zellen

aCD4 1:150 Gber Nacht, 4°C - CD4* T-Zellen
und 1h, RT

aCD42b 1:200 Uber Nacht, 4°C - Thrombozyten
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aCD5

aCD69

aCD8a

acitH3

aCX3CR1

aCXCR5

aF4/80

aFibrin

(l1B-Kette)

aFOXP3

aGATA3

all-2

alPS

aLy6C

aly6G

aMPO

aPD1

oRORyT

aStabilin-2

aTbet

auPA

Tabelle 10 — Ubersicht iiber verwendete primdre Antikérper im Lebergewebe der 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
Uber Nacht, 4°C/
1h, RT

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

Uber Nacht, 4°C
und 1h, RT

Uber Nacht, 4°C/
1h, RT

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

Uber Nacht, 4°C

Uber Nacht, 4°C
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aCD19

aCD4

MPO

aly6C

aCD4, aBCL6

aCD4

aCD4

aCD115

aCD4, aBCL6/
aCXCR5

aCD4

aCDh4

Bla-Zellen
aktivierte
T-Zellen

CD8* T-Zellen
NETs
nicht-klassische
Monozyten
TfH-Zellen
Makrophagen/
Kupfferzellen
Fibrin
Treg-Zellen

Th2 -Zellen
Interleukin-2
LPS von E. coli
klassische/
n.-kl. Monozyten
Neutrophile
Neutrophile
TfH-Zellen
Th17-Zellen
Leber-Sinusoide

Thl-Zellen

Urokinase-Plg.-
Aktivator



3.4.3 Immunohistochemische Farbungen von Paraffinschnitten (Mensch)

3.4.3.a Deparaffinierung, Antigen-Demaskierung

Die Gewebeproben wurden uns von Prof. Malgorzata Wygrecka (Center for Infection and Genomics of
the Lung (CIGL), Justus-Liebig-Universitat, GieRen, Germany) fir dieses Projekt freundlicherweise
bereits als 3 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%; jeweils 3 Minuten). Im Anschluss wurde die
Kivette mit den Objekttragern unter flieRendes kaltes Leitungswasser zum Abspiilen gestellt.

Zwar ist die Fixierung fir den Erhalt der Gewebemorphologie unerlasslich, doch bewirkt sie auch eine
Quervernetzung der Proteine untereinander, sodass die gewlinschten Epitope maskiert sind und von
Antikdrpern nicht mehr erkannt werden kénnen. No6tig ist daher eine Demaskierung der Antigene,
damit eine Antikérper-Antigen-Bindung wieder moglich wird. Die Antigen-Demaskierung erfolgte mit
Tris-EDTA-Puffer fir 7 Minuten bei vollem Druck in einem Schnellkochtopf. Anschliefend wurde der

Schnellkochtopf mit Hilfe von kaltem Leitungswasser gekihlt, ge6ffnet und 10 Minuten gesplilt.

3.4.3.b Blockierung und Férbung

Danach wurden die Schnitte mit Blockierlosung (2% BSA, 10% Ziegenserum und 0,1% Tween-20 in TBS)
flir eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert und anschlieBend mit TBS-T gewaschen (3 x 3 min). Die
Lungenproben wurden mit den primaren Antikdrpern in TBS-T oder TBS, wie im Falle vom aCD4-

Antikorper, inkubiert (Details siehe Tabelle 11) und gewaschen (3 x 3 min mit TBS-T).

aCD31 1:100 Uber Nacht, 4°C und GefaRwande
1h, RT

oaCD4 1:200 Uber Nacht, 4°C CD4* T-Zellen

aFibrin-f 1:100 Uber Nacht, 4°C und Fibrin
1h, RT

aMPO 1:250 Gber Nacht, 4°C oder Neutrophile
1h, RT

aPAl-1 1:75 Uber Nacht, 4°C und Plg.-Aktivator-
1h, RT Inhibitor

auPA 1:75 Uber Nacht, 4°C Urokinase-Plg.-

Aktivator

Tabelle 11 — Ubersicht iiber verwendete primdre Antikérper in humanen Lungengewebe
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Die Antikorper, die nicht bereits mit Fluoreszenzfarbstoff markiert waren, wurden mit sekundaren
Alexa Fluor™ Antikérpern aus der Ziege (1:1000) furr eine Stunde bei 4°C inkubiert. Vor dem Eindecken

mit Fluoroshield-Medium mit DAPI wurden die Schnitte erneut gewaschen (3 x 3 min mit TBS-T).

3.4.3.c Strippen der Antikérper

Fir das Entfernen der bereits gebundenen Antikérper wurde eine 2-ME/SDS-Stripping-Losung
verwendet (2% SDS (Natriumdodecylsulfat; w/v), 62.5 mM Tris-Hcl, 0.8% B-Mercaptoethanol (2-ME) in
bidest. Wasser, pH 6.8). 2-ME war nach Herstellung der Lésung und Einstellung des pHs zugegeben
worden.

Die Objekttrager mit den Gewebeschnitten wurden in der 2-ME/SDS-Stripping-Lsung fiir eine Stunde
bei 50°C inkubiert und anschliefend unter mehrfachen Pufferwechsel in TBS-T fiir mindestens 20

Minuten gewaschen.

3.5. Fluoreszenzfarbstoff-basierte Analysen

3.5.1 Durchflusszytometrische Analysen

Die durchflusszytometrischen Analysen wurden mit Hilfe des Gerats BD LSR Fortessa, welches mit 5
Lasern der Nanometerlangen 355, 405, 488, 561, 640 bestlickt ist, an der Core Facility ,Flow
Cytometry” am Biomedizinischen Zentrum der LMU Miinchen durchgefiihrt. Die an den Antikorper
gebundenen Fluorophore wurden folgendermaRen detektiert: Die Fluorophore Brilliant Violet 421 und
VioGreen wurden jeweils mit dem 405nm-Laser und dem Bandbreitenfilter (BP-Filter) 450/40 bzw.
525/50 detektiert. Das Fluorophor FITC wurde mit dem 488 nm-Laser und dem BP-Filter 530/30
detektiert. Die Fluorophore PE und PE-Vio770 wurden dagegen mit dem 561 nm-Laser und jeweils den
BP-Filtern 586/15 bzw. 780/60 detektiert. APC und eFluor™ 780 wurden beide mit dem Laser von 640
nm Wellenldnge und den BP-Filtern 670/14 bzw. 780/60 detektiert.

Da sich die Emissionsspektren der Fluorophore (berlappen kénnen und der zum Fluorophor
zugehorige Filter auch jeweils zu einem geringeren Anteil Emissionen der anderen Fluorophore
detektieren kann (Fluoreszenz-,Spillover”), ist es noétig den Fluoreszenz-"Spillover" zwischen den
Detektoren mathematisch zu korrigieren. Dieser Prozess wird als Kompensation bezeichnet und mit
Hilfe von Einzelfarbungen und FMO (,,full stained minus one*)-Farbungen durchgefihrt.

Zellen wurden als neutrophile Granulozyten gezahlt, wenn sie nach Auftrennung tiber den Forward-
und Sideward-Scatter zur Gruppe der Granulozyten zugehorig identifiziert werden konnten, sowie

vereinzelt vorlagen und als lebend detektiert werden konnten und positiv fir die Marker CD45%,
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CD11b* und Ly6G*medU™ waren. Die Quantifizierung erfolgte mit dem Programm Flowjo™ Version

10.8.1.

3.5.2 Konfokale Lasermikroskopie

Die Bildgebung der IHC-Farbungen erfolgte mittels konfokaler Lasermikroskopie. Hierfiir 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 WLL-Mikroskop der Firma Leica, ausgestattet mit
dem 405 nm-Laser, dem WLL2-Laser (470 - 670 nm) und dem akusto-optischem Strahlteiler der Core
Facility ,Bioimaging“ des Biomedizinischen Zentrums der LMU Minchen. Die Bilder wurden mit einem
63x-Objektiv (Zeiss) bzw. 40x-Objektiv (Zeiss, Leica) aufgenommen.

Die Aufnahmen erfolgten sequenziell, um ein Ausbluten in die anderen Kanale zu vermeiden. Im Falle
des Leica-Mikroskops wurden zur Detektion neben den herkémmlichen Photomultiplier-Réhren

(PMTs) auch Hybridphotodetektoren verwendet.

3.5.3 Multiphotonen-Mikroskopie

Fir die intravitale 4D-Bildgebung wurde das Multiphotonen-Mikroskop TrimScope Il von LaVision
BioTec verwendet, welches mit einem Ti:Sa-Laser Chameleon Ultra Il (Laserklasse 4) von Coherent
ausgestattet ist, der im Bereich zwischen 690 bis 1040 nm verwendbar ist. Zusatzlich ist ein aufrechtes
Fluoreszenzmikroskop angeschlossen. Fiir die Aufnahmen wurde eine Anregungswellenlange von 800
nm verwendet und die Emission mit hochempfindlichen GaAsP-Detektoren (Galliumarsenidphosphid)
flr die Einzelstrahlabtastung und einem zusétzlichen PMT detektiert. Die Einzelbilder wurden in einer
Tiefe von 20 bis 30 pm mit jeweils Z-Intervallen von 2um aufgenommen. Als Erfassungssoftware wurde

ImSpector Pro (LaVision Biotec) verwendet.

3.6. Immunohistochemische Quantifizierungen

3.6.1 Quantifizierung in der Leber (Maus)

Immunzellen wurden mit Hilfe der Antikorperfarbungen bestimmt (3.4.2). Sofern nicht anderweitig
beschrieben, wurden nur intravaskuldare Immunzellen in der Leber analysiert. In der vorliegenden
Arbeit wurden die Thl-, Th2-, Th1l7- und Treg-Zellen jeweils Uber die Expression der
Transkriptionsfaktoren , T-box expressed in T cells” (Tbet), ,,GATA Binding Protein 3“ (GATA3), , RAR-
related orphan receptor gamma“ (RORyT) bzw. ,forkhead box P3“ (FOXP3) definiert. Die Tfh-Zellen

wurden dagegen liber den Transkriptionsfaktor ,,B-cell ymphoma 6“ (BCL6) und die Rezeptoren ,,CXC-
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Motiv-Chemokinrezeptor 5“ (CXCR5) und , programmiertes Zelltodprotein 1“ (PD1) bestimmt. Die
Anzahl intravaskularer Immunzellen wurde jeweils pro Gesichtsfeld (150 um?) angegeben. Die Position
der GefaRe wurden hierfir Gber Farbung des Endothels bestimmt. NETs* Neutrophile wurden als citH3*
MPO* DNA-haltige Zellen definiert. Pro Tier wurden fir jede Auswertung intakte Gewebestrukturen
von mindestens 10 zufillig ausgewéhlten Gesichtsfeldern von jeweils 150 pm? untersucht. CD4* T-Zell-
Cluster wurden als intravaskuldre Aggregate von 22 CD4" T-Zellen mit einem Abstand unter 2 um
zwischen ihren Kernen definiert. Die Werte beziehen sich jeweils auf die Summe von Clustern in
insgesamt 10 Gesichtsfeldern.

Die Fibrin-Assoziation von Zellen wurde als direkte Co-Lokalisation des Fibrins mit der Zelle definiert.
Zur Analyse der intravaskuldren Fibrinablagerung wurden die gesamte GefaRflache der MikrogefalRe
(£ 20 um Durchmesser) und die mit Fibrin bedeckte Flache innerhalb der GefdRe gemessen. Die
Fibrinbildung wurde als prozentualer Anteil der fibrinbedeckten Flache an der gesamten
intravaskuldren Flache berechnet. Mikrothromben (ohne oder mit Immunzellen) wurden als
GefaRobstruktionen definiert, die das GefaRlumen zu 260% ausfillen, und GefalRverschliisse wurden
als Okklusion von 290% definiert. Des Weiteren konnten die Mikrothromben und Okklusion noch
danach unterschieden werden, ob sie Immunzellen beinhalteten oder nicht (Fibrin- bzw. zellhaltige
Mikrothromben und Fibrin- bzw. zellhaltige Okklusionen). Die zellspezifischen Mikrothromben und
Okklusionen konnten zusatzlich nach der Zellart aufgeschlisselt werden, die sie beinhalteten. Die
Anzahl der GefaRe mit Mikrothromben bzw. Okklusionen wurde jeweils als Anteil pro 100
MikrogefdaRen definiert. Alle Fibrinparameter wurden anhand von mindestens 3 Gesichtsfeldern
berechnet, was einer Gesamtzahl von >100 analysierten Gefiafen pro Maus entspricht. Die

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

3.6.2 Quantifizierung in der Lunge (Mensch)

Immunzellen wurden mit Hilfe der Antikdrperfarbungen bestimmt (3.4.3). Es wurden nur
intravaskuldre Immunzellen in der Lunge analysiert. Fir jede Probe wurden mindestens 50
Gesichtsfelder mit einer Flache von jeweils 290 um? analysiert. Es wurde jeweils die durchschnittliche
Anzahl intravaskularer Immunzellen pro GefaR angegeben.

Zur Analyse der Thrombusbildung oder der GefaRokklusion wurde die mit Fibrin bedeckte Flache pro
Gefall gemessen. Als Thrombose wurden Aggregate aus Fibrin definiert, die die Blutgefal¥flache zu
260% verschlossen. Bei GefdlRverschliissen war die Gefafflache zu 290% mit Fibrin bedeckt. Auch
Immunzellen, die an den Aggregaten aus Fibrin assoziiert waren, wurden zur Flache gerechnet.

Fir die Analyse der verschiedenen Thrombenpopulationen wurden alle Thromben mit einer

Mindestfliche von >80 um? unabhingig von der GefaRgréRe in die Berechnungen einbezogen und
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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 als Thromben definiert, die aus Fibrin, Thrombozyten und/oder Erythrozyten, sowie
Immunzellen bestanden. Dabei wurde nach CD4*-Thromben, MPO* Thromben, sowie CD4* und MPO*-
Thromben unterschieden und dartiber hinaus unterschieden, ob diese weitere kernhaltige

Immunzelle(n) enthielten. Fir jede Probe wurden mindestens 50 Gesichtsfelder analysiert.

3.7 Quantifizierung der 4D-Visualisierungen

Fir die Quantifizierung der mittels Multiphotonenmikroskopie erhaltenen Videos wurde Imaris 9.6.0
verwendet. Pro Tier wurden Videos von durchschnittlich 25 Minuten Dauer, die liber einen Zeitraum
von 5 bis 6 Stunden aufgenommen waren, ausgewertet. Fir die Analyse wurden ausschlieRlich CMPTX-
markierte CD4* T-Zellen beriicksichtigt, die sich in FITC-Dextran-markierten Gefaflen befanden.

Als Cluster wurden intravaskulare Zellaggregate von > 2 CD4" T-Zellen definiert, wobei die CMTPX-
markierten Zellen einen Abstand von < 1 um besalRen.

Die Bewegung der CD4" T-Zellen wurde Uber die Zeit verfolgt. Dabei wurde die Fortbewegung als
vorwartsgerichtet crawlend oder wechselseitig riick- und vorwartsgerichtet crawlend definiert, wenn
sich die T-Helferzelle in einem Geschwindigkeitsrange von lber 0.1 um/s und unter 1.0 pum/s
fortbewegte. Die Analysen erfolgten jeweils vom Beginn bis zum Ende des Videos, sodass eventuelle
Bewegungspausen miteinberechnet wurden. Ein weiteres Kriterium war daher, dass die

Durchschnittsgeschwindigkeit einer crawlenden Zelle unter 0.35 um/s liegen sollte.

3.8 In vitro Versuche

3.8.1 In vitro Generierung von Thromben und Bestimmung der koloniebildenden Einheiten

E. coli-GFP wurden tber Nacht kultiviert und ihre KBE bestimmt (3.1.1). AnschlieBend wurde PPP aus
humanem Vollblut gewonnen (3.2.1). Das Blut entstammte der eigenen Spende und war mit Hilfe einer
Fligelkaniile in einer 10 ml-Spritze mit dem Antikoagulans Natriumcitrat abgenommen worden (129
mmol/l; Verhaltnis 1:10 zu Blut). Zusatzlich wurden folgende Stamml&sungen hergestellt: ,Fibrinogen”
(1 pg/ul Fibrinogen in 0.9% NaCl-Lésung), ,TF“ (7.5 mg Tissue Factor in 100 pl Resuspensions-Puffer),
,Thrombin“ (4 NIH Units Thrombin in 1 ml dest. H,0), ,,CaCl,” (20 mM CaCl, in dest. H,0). Im Anschluss
wurden die Kontroll- bzw. Thromben-Suspensionen wie in Tabelle 12 beschrieben, hergestellt und bei

37°C fiir 90 Minuten sanft geschiittelt.
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40 pl PBS 40 pl Fibrinogen 39 ul PBS 40 pl Fibrinogen

1ulTF
6.1 x 10° KBE 6.1 x 10° KBE 6.1 x 10° KBE 6.1 x 10° KBE
in 200 pl PBS in 200 pl PBS in 200 pl PBS in 200 pl PBS
40 pl PBS 40 pl Thrombin 40 pl PPP 25 ul PPP
15 ul PBS
40 pl CaCly 40 pl CaCly 40 pl CaCly 40 pl CaCly

Tabelle 12 — Zusammensetzung der Kontroll- und Thrombensuspensionen zur Thrombengenerierung

Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und in ein ReaktionsgefidR mit Bulk Beads transferiert.
Auch der Thrombus wurde mit Hilfe zweier Pipettenspitzen in ein Reaktionsgefals mit Bulk Beads
transferiert und mit 100 pl sterilem PBS befeuchtet. Die Reaktionsgefalie mit den Beads waren jeweils
vor und nach der Transferierung auf einer Feinwaage gewogen worden. Anschliefend wurden die
ReaktionsgefalRe in einen Homogenisator gegeben und fiir 2-mal 45 Sekunden bei 2500 rpm gedreht,
sodass der Thrombus mit Hilfe der Bulk Beads zerstort wurde.

Nachfolgend wurden aus den Suspensionen Verdiinnungsreihen hergestellt (1:10, 1:100 und 1:1000)
und auf LB-Platten ausplattiert. Die Platten wurden tiber Nacht mit der Unterseite nach oben bei 37°C
inkubiert und am nachsten Tag ausgezihlt. AnschlieRend konnten die KBE pro 100 pl Uberstand bzw.
in 100 pl gelosten Thrombus kalkuliert werden. Es wurden jeweils die Mittelwerte aus zwei

technischen Replikaten gebildet.

3.8.2 Bestimmung der Faktor Xlla-Bildung mittels chromogenem Substrat

Die Experimente hatten zum Ziel, den Effekt der Nukleosom-Kernpartikel 40N40, ONO, sowie der 147
bp dsDNA auf die Aktivierung von Faktor Xll zu untersuchen (Kooperation mit Prof. Karl-Peter Hopfner,
Fakultat fir Chemie und Pharmazie, Genzentrum, LMU)*. Nukleosom-Kernpartikel bzw. die dsDNA
wurde fiir jedes Experiment neu isoliert, Gber einen Membrantausch im Reaktionspuffer (siehe Tabelle
4) gelost und die Konzentration mittels Nanodrop tber Axg anschliefend bestimmt.

Um die Bildung von Faktor Xlla zu messen, wurden 100 pg/ml Nukleosom-Kernpartikel, 167 nM Faktor
Xll, sowie das chromogene Substrat S-2302 in ReaktionsgefdRe gegeben und die Absorption des
Substrats Uber die Zeit bestimmt. Vor Durchfiihrung der Messung wurden die Stammldsungen
hergestellt: Die Nukleosom-Kernpartikel bzw. die dsDNA wurden mit dem Reaktionspuffer verdiinnt
(240 pg/ml) und fir ca. eine Minute resuspendiert, um eine ausreichende Durchmischung zu

gewahrleisten. Das Vortexen der Probenlésungen wurde dabei vermieden. Das chromogene Substrat
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S-2302 wurde in dest. H,0 in der Konzentration 4 mM gelost. Erst unmittelbar vor Messbeginn wurde
Faktor Xll in Zinkchlorid-Reaktionspuffer (20 UM ZnCl; in Reaktionspuffer) in der Konzentration 400 nM
geldst. Als Positiv-Kontrolle wurde Kaolin verwendet (50ug/ml). Dieses Material aktiviert FXII Giber
seine negativ geladene Oberfliche zuverlissig’®. Kaolin wurde ebenfalls in Reaktionspuffer geldst
(Stammlosung 120 pg/ml), bei Bedarf wurde zur besseren Losbarkeit 1M Natronlauge trépfchenweise
zugegeben.

Anschliefend wurden in eine 96-well Platte jeweils 10 ul chromogenes Substrat S-2302 vorgelegt und
25 pl Probenlésung sowie 25 pl Faktor XII Stammldsung hinzugefiigt. Neben der Positivkontrolle mit
Kaolin wurde parallel eine Faktor XlI-Kontrolle (Faktor XlI-Lésung, Reaktionspuffer, chromogenes
Substrat S-2302) und eine Pufferkontrolle (Reaktionspuffer, chromogenes Substrat S-2302) analysiert.
Von allen Proben bzw. Kontrollen wurden Duplikate angefertigt.

Unmittelbar nach Zugabe der Faktor XlI-LOosung wurde das Programm am Mikroplatten-Reader
gestartet und der aus der Aktivierung von FXII resultierende Farbumschlags des Substrats S-2302 bei
einer Absorption von 405 nm Uber die Zeit bei 37°C gemessen. Vor der ersten Messung wurde die 96-
well Platte durch den Reader mit mittlerer Starke fiir 2 Minuten orbital geschwenkt. Anschliefend
wurde alle 5 Minuten gemessen, 5 bis 100 Minuten nach Versuchsbeginn. Der Absorptionswert der
Pufferkontrolle (ohne FXII) wurde von allen Proben abgezogen. Insgesamt wurde das Experiment mit
5 biologischen Replikaten durchgefiihrt. Zur besseren Darstellung des Kurvenverlaufs wurde zuséatzlich

die ,,area under the curve” (AUC) mit Graph Pad Prism 8.0.1 bestimmt.

3.8.3 Generierung von Fluoreszenzfarbstoff-markierten aBSA-BSA-IK

Damit sich ein IK bildet, miissen Antikdrper gegeniiber dem Antigen zwingend im Uberschuss
Vorhandensein, am besten etwa um das Fiuinffache. Es wurde daher BSA im Verhaltnis 10 mg/ml in
dest. H,O gelost. AnschlieRend wurde die BSA-Losung mit einem aBSA-Antikorper (51 mg/ml
Stammkonzentration, aus dem Kaninchen) im Verhaltnis 1:1 fir eine Stunde bei Raumtemperatur
unter gemaRigtem Schiitteln inkubiert. Zur Sichtbarmachung wurde ein aKaninchen Alexa Fluor™ im
Verhéltnis 1:10 (2mg/ml Stammkonzentration) zugegeben und fir weitere 20 Minuten bei
Raumtemperatur auf dem Schiittler im Dunklen inkubiert. Anschliefend wurde die Lésung mit den IK
in ReaktionsgefdaRe mit Bulk Beads transferiert und diese fiir 2-mal 45 Sekunden bei 2500 rpm in einem

Homogenisator gedreht, sodass die IK mechanisch verkleinert wurden.
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3.9 RNA-Sequenzierung von isolierten T-Helferzellen aus der Maus-Leber

CD4* T-Zellen wurden aus der Leber von Mausen, welche nicht infiziert waren, und aus der Leber
infizierter Mause, 3 Stunden bzw. 18 Stunden nach E. coli-Infektion isoliert. Die Isolation wurde von
der Kollegin Manovriti Thakur durchgefiihrt. AnschlieRend wurden die lebenden CD4* T-Zellen in
Lysepuffer isoliert (je 2000 - 3000 Zellen in 10 pl Lysepuffer (50% 2X TCL-Puffer, 49% RNase-freies H,0,
1% 2-ME).

Die RNA-Sequenzierung und Analysen erfolgten in Kooperation mit Thomas Engleitner und Dr. Rupert
Ollinger (Arbeitsgruppe von Prof. Roland Rad, Institut fiir Molekulare Onkologie und Funktionelle
Genomik, TUM Klinikum rechts der Isar) und wurde folgendermalien durchgefiihrt: Die Vorbereitung
der Bibliothek fir die Massen-Sequenzierung von poly(A)-RNA erfolgte weitgehend wie zuvor
beschrieben'®. Die Bibliothek wurde auf einem NextSeq 500 (lllumina) mit 67 Zyklen fiir die cDNA in
readl und 16 Zyklen fiir die Barcodes und UMIs in read2 sequenziert. Die Daten wurden mithilfe der
veroffentlichten Drop seq-Pipeline (v1.12) verarbeitet, um Proben- und Genweise UMI-Tabellen zu
erstellen!®, Fiir das Mapping der Rohsequenzierungsdaten wurde das Referenzgenom (GRCm38) fiir
das Alignment verwendet. Transkript- und Gendefinitionen wurden entsprechend der GENCODE
Version M25 verwendet. Die resultierende UMI-gefilterte Zahimatrix wurde in R v3.4.4 importiert. Vor
der differenziellen Expressionsanalyse mit DESeq2 v1.18.1 (10.1186/s13059-014-0550-8) wurde die
Streuung der Daten mit einer parametrischen Anpassung unter Verwendung des Zeitpunkts als
erklarende Variable geschatzt. Der Wald-Test wurde fir die Bestimmung von unterschiedlich
regulierten Genen zwischen verschiedenen Zeitpunkten verwendet. AnschlieRend wurden die
geschrumpften log2-Fachverdnderungen berechnet. Ein Gen wurde als differentiell reguliert
eingestuft, wenn die absolute apegim-geschrumpfte log2-Fachverdanderung mindestens 1 betrug und
der nach Benjamini-Hochberg korrigierte P-Wert < 0.01 war. Die Rlog-Transformation der Daten wurde
zur Visualisierung und fir weitere nachgeschaltete Analysen durchgefiihrt.

Um die Funktion von T-Helferzellen als Gerinnungsregulatoren im Kontext einer systemischen
Infektion weiter zu untersuchen, wurde eine unverzerrte Clusteranalyse mit allen signifikant
verdnderten (Benjamini-Hochberg korrigierte P-Wert < 0.05) Genen durchgefiihrt. Diese wurde mit
Hilfe der Bioinformatik-Datenbank DAVID71% durchgefiihrt, indem die signifikant verinderten 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
Molecular Function. AnschlieBend 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 durchgefiihrt. Die Boxplots
zeigen Mittelwert und Standardfehler des Mittelwerts (,standard error of the mean’, SEM). Die
Ergebnisse wurden als statistisch signifikant bezeichnet bei einem P-Wert von unter 0.05. Beim
Vergleich zweier Gruppen wurden die Signifikanzen mittels ungepaartem, zweiseitigen t-Test
bestimmt. Diese wurden teilweise in einem Schatzungsdiagramm mit der Differenz zwischen den
beiden Mittelwerten visualisiert. Um grofRere Datengruppen auf Normalverteilung zu Uberprifen,
wurde der D'Agostino-Pearson Omnibus-Normalitdtstest verwendet. Bei nicht normal verteilten Daten
wurde ein Mann-Whitney-Test anstelle eines ungepaarten zweiseitigen t-Tests durchgefiihrt.

Wurden mehr als 2 Gruppen verglichen bzw. flossen noch zusatzliche Parameter ein, wurden fir die
Analysen eine ein- bzw. zweifaktorielle Varianzanalyse (,analysis of variance’, ANOVA) mit
nachfolgendem (post hoc) Tukey- bzw. Sidak-Mehrfachvergleichstest herangezogen.
Korrelationsanalysen wurden mit einem 95% Konfidenzintervall erstellt und der Pearson R-Wert
bestimmt. Auf Signifikanz wurde mit einem ungepaarten, zweiseitigen t-Test getestet.

Sofern nicht anders beschrieben, beziehen sich alle angegebenen n-Werte auf separate biologische

Replikate.
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IV. Ergebnisse

4.1 Funktionsweise der T-Helferzellen bei systemischen Infektionen in jungen Mausen
4.1.1 CD4* T-Zellen als negative Regulatoren der Blutgerinnung und Thrombosebildung

Die Rolle von Neutrophilen und klassischen Monozyten bei der Bildung von Immunothrombosen ist
bereits partiell beschrieben worden?®. Jedoch ist die Bedeutung der T-Helferzellen fiir die Koagulation
als Bestandteil der frilhen Phase der Immunantwort auf systemische Infektionen weitgehend
unbekannt.

Daher analysierten wir zunachst die Abhangigkeit der CD4* T-Zell-Rekrutierung von der Fibrinbildung
in Mdusen. Nach Behandlung mit dem Faktor Xa-Inhibitor Rivaroxaban nahm die Anzahl arretierter T-
Helferzellen in der Leberzirkulation der M3use stark ab. Dies galt sowohl nach dreistiindiger'®. und
18-stiindiger E. coli-Infektion, als auch tendenziell nach sechsstiindiger S. pneumoniae-Infektion
(Abbildung 8a, b).

Zusammen mit intravaskuldarem Fibrin und Thrombozyten bildeten die CD4* T-Zellen spezifische
Mikrothromben in der Leber-Mikrozirkulation infizierter M&use (Abbildung 8c).

Nach Depletion der T-Helferzellen mittels Verabreichung spezifischer anti-CD4* T Zell-Antikorper, war
die intravaskulare Fibrinbildung in der Leber gesteigert. Nach einstiindiger E. coli-Infektion induzierte
die T-Helferzell-Depletion eine Steigerung der Fibrinbildung um das Dreifache, auch nach dreistiindiger
E. coli-Infektion und sechsstiindiger S. pneumoniae-Infektion war diese um mehr als das Doppelte
erhdht, wie in einer kiirzlich verdffentlichten Arbeit unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte®,
In mit LPS behandelten Mausen war nach CD4* T-Zell-Depletion ebenfalls tendenziell eine gesteigerte

Fibrinbildung erkennbar (Anhang, Abbildung 1).
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Abbildung 8 — CD4* T-Zellen und intravaskulére Fibrinbildung in jungen Mdusen

a, b Arretierte CD4* T-Zellen 18 Stunden nach E. coli-Infektion (a) bzw. 6 Stunden nach S. pneumoniae (b) in jungen
Mdusen in Abhdngigkeit von der Rivaroxaban Behandlung.c Repréisentatives Bild eines Mikrothrombus in der
Mikrozirkulation der Leber junger Méuse, bestehend aus Fibrin (gelb), CD42b* Thrombozyten (magenta) und einer
CD4* T-Zelle (griin), 6 Stunden nach E. coli-Infektion. Messbalken ist 10 um.

In Violinplots zeigen verstérkte horizontale Linien den Median und die gestrichelten Linien die 25te und 75te
Quartile an. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.01 (**).
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Um die molekularen Grundlagen der Interaktion von Fibrin und T-Helferzellen zu ermitteln, wurde die
mMRNA-Expression der T-Helferzellen infizierter junger Mause analysiert. Hierfiir wurden CD4* T-Zellen
aus der Leber von Mausen, welche nicht infiziert waren bzw. aus infizierten Mausen nach dreistlindiger
bzw. 18-stiindiger E. coli Infektion isoliert. Nach der Sequenzierung wurde eine ungerichtete
Clusteranalyse aller signifikant verdnderten Gene mit mittlerer Stringenz erstellt. Wie in Abbildung 9a
zu sehen ist, kam es zu allen untersuchten Zeitpunkten (3h vs. Oh, 18h vs. 3h) zur gréRten Uberlapung
der signifikant veranderten Gene mit dem Cluster 1 ,Innate Immunantwort”. Den zweitgrof3ten
Enrichment Score hatte der Cluster ,Blutkoagulation, Himostase, Fibrinolyse” (3h vs. 0Oh) bzw.
,Blutkoagulation, Himostase” (18h vs. Oh). Die drittgroBte Ubereinstimmung ergab sich mit den
Clustern , Thl-, Th2- und Th17-Zelldifferentierung, T-Zellrezeptor-Signalgebung” (3h vs. Oh) und dem
Cluster ,positive Regulation der T-Zellaktivierung, Antigen-Prdsentation” (3h vs. Oh).

Dariber hinaus kam es 3 Stunden nach Infektionsbeginn zu einer deutlichen Expressionssteigerung

von Genen, welche die Koagulation negativ regulieren (GO: 0030195) (Abbildung 9b).
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Abbildung 9 — mRNA-Expressionsanalysen aus der Leber isolierter T-Helferzellen
a Ungerichtete Clusteranalyse signifikant verdnderter Gene (< 0.05 adjusted p-value). Clusternamen fassen

jeweils die im Cluster enthaltenen Gene Ontologies und Pathways zusammen. Clusteranordnung nach ihrem
Enrichment Score (von oben nach unten absteigend). Count bezieht sich auf die Anzahl der im Cluster enthaltenen
Gene. b Heatmap-Darstellung von RNA-Expressionsdaten der aus der Leber junger Mduse isolierten CD4* T-Zellen
die im Zusammenhang mit der negativen Regulation der Koagulation stehen (GO: 0030195). Nicht-infizierte junge
Mduse (0h) bzw. 3 und 18 Stunden nach der Infektion mit E.coli (3h, 18h). Dargestellt ist die relative
Expressionsdnderung.

59



4.1.2 Abhangigkeit der CD4* T-Zellaktivierung von der Fibrinbildung

Da sich Fibrin als wichtig fir die Arretierung der CD4* T-Zellen in der Mikrozirkulation herausstellte und
CD4* T-Zellen mit Fibrin kolokalisierten (Abbildung 10a), wurde als Nachstes untersucht, ob das Fibrin
einen Einfluss auf den Aktivierungsstatus von CD4* T-Zellen hat. Die Aktivierung intravaskularer T-
Helferzellen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion mittels der Expression der
Aktivierungsmarker CD69 und CD38 analysiert (Abbildung 10b, c). Zu Beginn der E. coli-Infektion
wurden in den Lebersinusoiden junger Mause keine aktivierten T-Helferzellen detektiert (Abbildung
10b). 8 Stunden nach Injektion von LPS bzw. 18 Stunden nach der Infektion mit E. coli stieg die Anzahl
aktivierter CD4* T-Zellen (Abbildung 10b, c).

Die hochste Expression von Genen, die im Zusammenhang mit der T-Zell Aktivierung stehen (GO:
0042110) waren 3 Stunden nach E. coli-Infektion detektierbar (Abbildung 10d). Aus Abbildung 10e ist
ersichtlich, dass Gene, die im Zusammenhang mit der Regulierung der T-Zell Aktivierung stehen (GO:
0050863), vor allem 18 Stunden nach Infektion am hdchsten exprimiert waren.

Abbildung 10f zeigt, dass es nach Rivaroxaban-Behandlung zu einer starken Abnahme des Anteils
aktivierter intravaskuldaren CD4* T-Zellen in jungen Mausen kam. Dies war sowohl nach drei-als auch
nach 18-stiindiger E. coli-Infektion zu erkennen. Zusatzlich zeigte sich nach Infektion mit E. coli und
Injektion von LPS, dass nahezu alle aktivierten T-Helferzellen gleichzeitig auch mit Fibrin assoziiert

waren (Abbildung 10g, h).
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Abbildung 10 — Abhdngigkeit der CD4* T-Zellaktivierung von der Fibrinbildung

a Assoziation einer CD4* T-Zelle (Pfeil) mit Fibrin im Lebersinusoid einer Maus, 6 Stunden nach E.coli Infektion.
Messbalken ist 10 um. b Anzahl rekrutierter aktivierter CD4* T-Zellen in der Mikrozirkulation der Leber nach einer
Stunde und 18 Stunden Infektion mit E. coli. ¢ Anteil nicht-aktivierter und aktivierter CD4* T-Zellen nach Injektion
von LPS. d, e, Heatmap-Darstellung von RNA-Expressionsdaten aus der Leber isolierter CD4* T-Zellen zur T-Zell
Aktivierung (GO: 0042110) und der Regulation der T-Zell-Aktivierung (GO: 0050863) in nicht-infizierten Mdusen
(Oh) bzw. 3 Stunden und 18 Stunden nach Infektion mit E.coli (3h, 18h). Dargestellt ist die relative
Expressionsdnderung. f Fibrinabhdngige Aktivierung von CD4* T- Zellen 3 und 18 Stunden nach Infektion mit E.
coli in der Mikrozirkulation der Leber. Anteil fibrin-assoziierter aktivierter CD4* T-Zellen 18 Stunden nach E. coli-
Infektion (g) bzw. 8 Stunden nach LPS Injektion (h) in den Lebersinusoiden. Jeder Punkt steht jeweils fiir ein
individuelles junges Tier (b, c, f-h).

Fehlerbalken zeigen SEM. In Violinplots zeigen verstdrkte horizontale Linien den 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 von Interleukin-2 mit T-Helferzellen

Interleukin-2 (IL-2) stellt ein bedeutendes immunmodulatorisches Zytokin dar, das die Differenzierung
der CD4* T-Zellen in seine Effektorzellen beeinflusst. IL-2 ist entscheidend fiir die Entwicklung von Tregs
im Thymus und fiir die Vermehrung und Aufrechterhaltung des Bestands von Tregs in peripheren
Geweben. Des Weiteren fordert IL-2 die Differenzierung in Thl- und Th2-Effektorzellen und
unterdriickt die Bildung von Th17 und Tfh-Zellen'°.

Visualisierung der IL-2 Lokalisation zeigte, dass intravaskulare fibrin-assoziierte T-Helferzellen positiv
fir IL-2 waren (Abbildung 11a). IL.-2 war dabei sowohl mit einzelnen CD4* T-Zellen, als auch mit
intravaskuldaren  T-Helferzell-Clustern  assoziiert. Reduktion der Fibrinbildung in der
Lebermikrozirkulation junger Mause durch einen PAI-1 neutralisierenden Antikorper verminderte das

Vorhandensein von IL-2 (Abbildung 11b). Gleichzeitig kam es nach Neutralisation von PAI-1 zu einem

Rickgang der CD4*-Mikrothromben (Abbildung 11c).
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Abbildung 11 — Assoziation von IL-2* T-Helferzellen mit Fibrin

a Reprisentatives Bild eines intravaskuldren IL-2* T-Helferzellclusters in Assoziation mit Fibrin 18 Stunden nach
E.coli-Infektion. Messbalken ist 10 um. b Relative Intensitdt von IL-2 pro Gesichtsfeld (150 um?) der Leber.
Vergleich von PAI-1 neutralisierten Tieren mit der Kontrollgruppe, jeweils 18 Stunden nach Infektion mit E. coli.
Gezeigt sind Daten von mindestens 3 jungen Mdusen pro Gruppe. ¢ Anteil CD4* Mikrothromben von allen
Mikrothromben nach PAI-1 Neutralisierung. Jeder Punkt steht jeweils fiir ein individuelles junges Tier.
Fehlerbalken zeigen SEM. In Violinplots zeigen verstdrkte horizontale Linien den 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 von T-Helferzellen

Als nachstes wurde der Subtyp der arretierten mikrovaskuldaren T-Helferzellen in jungen Mausen
bestimmt (Abbildung 12a-d). Zu Beginn der E. coli-Infektion stellten Th17-Zellen (RORyT*) den groRten
Anteil der CD4* T-Zellen dar (Abbildung 12a). RORyT* Treg (RORyT* FOXP3*) waren im Vergleich zum
friihen Zeitpunkt erst nach 18-stlindiger E. coli-Infektion am meisten vorhanden (Abbildung 12a, d).
Th1-Zellen (Tbhet*) konnten im Vergleich zu spateren Zeitpunkten der Infektion nicht detektiert werden
(Abbildung 123, c, d). Die Beteiligung der T-Helferzellen an der Aktivierung der Fibrinolyse wurde durch
ihre Assoziation mit Urokinase-Plasminogen-Aktivator (uPA) ermittelt, welche vor allem an Th17-Zellen
assoziiert waren (Abbildung 12b).

3 Stunden nach E. coli-Infektion bildeten Th17-Zellen ebenfalls die groRte Gruppe der CD4* T-Zellen
(Abbildung 12c), gefolgt von Treg-Zellen (FOXP3*). Den kleinsten Anteil machten die Th1l- und Th2-
Zellen (GATA3") aus. Im Vergleich zum friheren Zeitpunkt blieb der Anteil der Th2-Zellen unverandert.
Dagegen stellten 18 Stunden nach E. coli-Infektion die RORyT* Treg-Zellen den gréRten Anteil der T-
Helferzellen dar (Abbildung 12d). Die Anteile der Th1-, Th2- und Th17-Zellen, sowie der Treg-Zellen
waren deutlich geringer. Die Anzahl der Thl- und der Th2-Zellen blieb im Vergleich zu den 3-
Stundenwerten in etwa identisch.

Rivaroxaban fihrte zu einer Reduzierung der Rekrutierung von Th17-Zellen, vor allem im E. coli-Modell
(Abbildung 12e, f). Dies lasst darauf schlieRen, dass die Abhadngigkeit der T-Helferzellaktivierung von
Fibrin und die damit verbundene Rolle der CD4* T-Zellen als negative Regulatoren der Blutgerinnung

in erster Linie durch die Wirkung von Fibrin auf die Th17-Zellen bedingt ist.
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Abbildung 12 — Charakterisierung intravaskulérer arretierter CD4* T-Zellsubpopulationen zu verschiedenen
Infektionszeitpunkten

Anteil von Th1 (Tbet?), Th2 (GATA3*), Th17 (RORyT*), Treg (FOXP3*) und RORyT' Treg (RORyT' FOXP3*) an T-
Helferzellen in der Mikrozirkulation der Leber nach einer (a), 3 (c) und 18 Stunden (d) nach E. coli-Infektion.

b Anteil an fibrinolytischer (uPA*) T-Helferzellsubtypen eine Stunde nach E. coli-Infektion. e Rekrutierung von Th17
Helferzellen in die Lebersinusoide in Abhéngigkeit von der Fibrinbildung nach 18-stiindiger E. coli-Infektion (e)
bzw. sechsstiindiger S. pneumoniae-Infektion (f).

Jeder Punkt steht jeweils fiir ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. In Violinplots zeigen verstdrkte
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 intravaskuldare Bewegungsverhalten von T-Helferzellen

in jungen Mausen

4.2.1 Bewegungsverhalten von CD4* T-Zellen im zeitlichen Verlauf der Infektion

Durch Multiphotonen-Mikroskopie kénnen Verdanderungen der Zelllokalisation in der Mikrozirkulation
der Leber in Echtzeit in vivo dargestellt werden. Die 2-Photonen-Mikroskopie ist hierflir besonders
geeignet, da scharfe, hoch aufgeloste und genau lokalisierbare Bilder in groRerer Gewebstiefe mit
gleichzeitig verminderter Fototoxizitdt aufgenommen werden kénnen. Mit Hilfe der Multiphotonen-
Mikroskopie wurde das Bewegungsverhalten von CMTPX-markierten CD4* T-Zellen in der Mausleber
wahrend verschiedener Stadien der E. coli-Infektion untersucht. Hierbei wurden Aufnahmen in der
Frihphase der Infektion getatigt (1 bis 5 Stunden, sowie 5 bis 10 Stunden nach Infektionsbeginn) und
im fortgeschritteneren Verlauf der Infektion (10 bis 16 Stunden nach Infektionsbeginn). Aus bisherigen
Arbeiten unserer Arbeitsgruppe ist bekannt, dass in dem E. coli-Infektionsmodell die GefaRokklusionen
durch Immunothrombosen und die Bildung von Fibrin nach 3 bzw. 6 Stunden einen Peak erreichen
und, dass 18 Stunden nach Infektionsbeginn die Thrombosen zum Teil bereits abgebaut sind.

Die T-Helferzellen zeigten in der Frihphase der E. coli-Infektion ein , Crawling“-Verhalten — sie
bewegten sich in den Lebersinusoiden sowohl vorwartsgerichtet crawlend als auch wechselseitig riick-
und vorwarts crawlend fort (Abbildung 13a und b; Link zum zugehérigen Video 1 im Anhang). Ein Teil
der CD4* T-Zellen bewegte sich deutlich schneller als die crawlenden CD4* T-Zellen fort (Abbildung
13d). Generell war der Anteil aller sich bewegenden T-Helferzellen in der Friihphase der Infektion am
grofRten (Abbildung 13c, d).

Auf mRNA-Ebene zeigte sich anhand der relativen Expressionsdanderung im Infektionsverlauf eine
deutliche Zunahme der Expression von Genen, welche mit der T-Zell Migration (GO: 0072678)

assoziiert sind (Abbildung 13e).
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Abbildung 13 — Bewegungsverhalten von CMPTX-markierten CD4* T-Zellen in der Lebermikrozirkulation im
zeitlichen Verlauf der Infektion

a, b Detektion einer vorwdrts crawlenden (a) bzw. riick- und vorwdrts crawlenden (b) CMPTX-markierten CD4* T-
Zelle im Lebersinusoid einer jungen Maus mittels Multiphotonen-Mikroskopie. Die GefdfSe wurden mit FITC-
Dextran sichtbar gemacht. Zeitraum der Aufnahmen zwischen 1 bis 5 Stunden nach Infektion mit E. coli.
Messbalken ist 10 um. Link zum zugehdrigen Video 1 im Anhang. ¢ Verteilung sich bewegender oder arretierter
Zellen (iber verschiedene Zeitspannen nach Infektionsbeginn. Auswertung mittels Multiphotonen-Mikroskopie. d
Weitere Differenzierung der sich bewegenden Zellen aus (c) nach ihrem Bewegungsverhalten in crawlende und
schnell bewegende Zellen. Jeder Punkt steht jeweils fiir ein individuelles, junges Tier (c, d). e Heatmap-Darstellung
von RNA-Expressionsdaten aus der Leber isolierter CD4* T-Zellen zur T-Zell Migration (GO: 0072678) in nicht-
infizierten jungen Mdusen bzw. 3 und 18 Stunden nach Infektionsstart. Dargestellt ist die relative
Expressionsverénderung.

Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**).
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4.2.2 Vermindertes Crawling der T-Helferzellen durch Blockade von LFA-1

Zur Untersuchung der Abhdngigkeit des Bewegungsverhalten von T-Helferzellen von dem Integrin
LFA- 1 wurde LFA-1 mittels Antikorper-Gabe in den Mausen neutralisiert. Die Kontrolltiergruppe wurde
dagegen mit dem entsprechenden IgG-Antikorper behandelt. Pro Gruppe wurden 3 Mause analysiert.
Der Untersuchungszeitraum lag zwischen einer bis 5 Stunden nach Start der E. coli-Infektion. Das
Bewegungsverhalten der T-Helferzellen wurde anschlieBend mittels Multiphotonen-Mikroskopie am
lebenden Tier untersucht. Durch Messen der Maximal- bzw. Durchschnittsgeschwindigkeit der sich
bewegenden CD4* T-Zellen in der Mikrozirkulation der Leber konnte unterschieden werden, ob es sich
um eine crawlende oder um eine nicht-crawlende, schnell bewegende Zelle handelt. Hierbei zeigte
sich eine Abnahme crawlender T-Helferzellen nach Neutralisation von LFA-1 (Abbildung 14a, b; Video
2 im Anhang). Gleichzeitig blieb der Anteil nicht-crawlender, schnell fortbewegender sowie der Anteil
arretierter T-Helferzellen unverédndert. Bei naherer Betrachtung zeigte sich, dass dieser Unterschied
vor allem auf dem Verhalten der vorwarts crawlenden T-Helferzellen beruhte (Abbildung 14c). Bei der
Analyse der Geschwindigkeiten der bewegenden T-Helferzellen zeigte sich eine Zunahme der Maximal-
und der Durchschnittsgeschwindigkeit bei den schnell bewegenden Zellen nach Neutralisation von
LFA-1 (Abbildung 14d). Die Geschwindigkeiten der crawlenden T-Helferzellen blieb dagegen
unverandert (Abbildung 14e).
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Abbildung 14 — Vermindertes Crawling von CD4* T-Zellen durch Blockade von LFA-1

a Bewegungsverhalten von T-Helferzellen in der Mikrozirkulation der Leber in Abhdngigkeit von der Neutralisation
des LFA-1 Rezeptors. Detektion mittels Multiphotonen-Mikroskopie. CD4* T-Zellen sind mit CMPTX markiert, die
Gefdfle wurden mit FITC-Dextran sichtbar gemacht. Zellen sind jeweils 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 Zick-Zack-dhnliches und schnell vorwdértsbewegende Zellen geradliniges
Bewegungsmuster. Arretierte Zellen sind ohne farbkodiertes Bewegungsmuster. Zeitraum der Aufnahmen
zwischen einer bis 5 Stunden nach E. coli-Infektionsbeginn. Messbalken ist 50 um. Der Link zum zugehérigen Video
2 befindet sich im Anhang. b Anteil arretierter, schnell bewegender (nicht-crawlender) und crawlender T-
Helferzellen. Untersucht wurden jeweils 3 Tiere pro Gruppe. ¢ Weitere Differenzierung der migrierenden Zellen
aus (c) nach ihrem Bewegungsverhalten in vorwdrts migrierende und riickwdrts-vorwdrts migrierende Zellen. d,
e Bestimmung der maximalen und mittleren Geschwindigkeit aller schnell bewegenden (nicht-crawlenden, d) und
crawlenden (e) CD4* T-Zellen in jeweils 3 LFA-1-neutralisierten bzw. IgG-behandelten Tiere. Griine Punkte
markieren crawlende Zellen, orangene Punkte stellen schnell bewegende (nicht-crawlende) Zellen dar.
Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*).

Als nachstes wurden die Expressionen von Rezeptorgenen auf CD4* T-Zellen bestimmt, Gber welche
eine Interaktion der T-Helferzelle mit Fibrin vermittelt werden kdnnte: LFA-1 (/TGAL), Mac-1 (CD11b
(ITGAM)/ CD18 (ITGB2)), CD11c (ITGAX)/ CD18 (ITGB2). Hierbei war neben LFA-1 vor allem bei CD11b

und CD18 im spéateren Infektionsverlauf eine erhohte Expression feststellbar (Tabelle 13).

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

Tabelle 13 — Relative Expressionsénderung von Genen, potentiell mit Fibrin interagierenden Rezeptoren, der CD4*
T-Zellen

Relative Expressionsinderung (log2FC — apeglm) der mRNA aus der Leber isolierten CD4* T-Zellen von nicht-
infizierten und infizierten Mdusen nach drei- bzw. 18-stiindiger E. coli-Infektion. Gezeigt sind nur signifikante
Expressionsdanderungen der Gene (adjusted p-value < 0.05).

4.2.3 Bewegungsverhalten von CD4* T-Zellen in Abhangigkeit von der Fibrindeposition

Um den Einfluss der Fibrindeposition auf das Bewegungsverhalten von CD4" T-Zellen in den
Lebersinusoiden zu bestimmen, erfolgte eine Lebendmikroskopie der jungen Maus durch
Multiphotonen-Mikroskopie. Der Untersuchungszeitraum fand jeweils ein bis 5 Stunden nach E. coli-
Infektion statt, da dies dem Hdhepunkt der Fibrindeposition in den LebergefidRen entspricht'® und
hier bereits die meiste Zahl bewegender T-Helferzellen detektiert werden konnte (Abbildung 13c).
Nach Behandlung mit Rivaroxaban kommt es in infizierten jungen Ma&usen zu einer verminderten
Fibrinbildung in der Lebermikrozirkulation, welche im Vergleich zur Kontroll-behandelten Maus etwa

um 80% reduziert ist!®. Rivaroxaban induzierte eine Zunahme der schnell vorwirts-bewegenden,
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nicht-crawlenden CD4* T-Zellen und eine Abnahme der arretierten CD4*-T-Zellen. Das Crawling der T-
Helferzellen blieb unbeeinflusst (Abbildung 15a und b; Video 3 im Anhang). Gleichzeitig zeigte sich eine
tendenzielle Zunahme der Maximal- und Durchschnittsgeschwindigkeit von schnell bewegenden und

von crawlenden Zellen nach Behandlung mit Rivaroxaban (Abbildung 15c).
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Abbildung 15 — Bewegungsverhalten von CD4* T-Zellen in Abhdngigkeit von der Fibrindeposition

a Bewegungsverhalten von T-Helferzellen in der Mikrozirkulation der Leber in Abhdngigkeit von Rivaroxaban.

Detektion von CMPTX-markierten CD4* T-Zellen mittels Multiphotonen-Mikroskopie. Die Gefdfse 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 Abbildung dargestellt.
70



Crawlende Zellen zeigen Zick-Zack-éhnliches und schnell vorwdrtsbewegende Zellen geradliniges
Bewegungsmuster. Arretierte Zellen sind ohne farbkodiertes Bewegungsmuster. Zeitraum der Aufnahmen
zwischen einer bis 5 Stunden nach E. coli-Infektion. Messbalken ist 50 um. Der Link zum zugehérigen Video 3
befindet sich im Anhang. b Verteilung der Bewegungsarten von CD4* T-Zellen in der Leber-Mikrozirkulation junger
Mduse nach Rivaroxaban-Behandlung. Ermittelter Mittelwert und Standardfehler von jeweils 3 unabhdngigen
Experimenten pro Gruppe. ¢ Maximale und mittlere Geschwindigkeiten von CD4* T-Zellen fiir jeweils 3 mit
Rivaroxaban- bzw. Vehikel-behandelter jungen Tiere. Griine Punkte markieren crawlende Zellen, orangene Punkte
stellen schnell bewegende, nicht-crawlende Zellen dar.

4.2.4 Fibrin-abhangiges Auftreten von extravaskularen T-Helferzellen

In der Leber junger Mause waren 18 Stunden nach E. coli-Infektion deutlich mehr T-Helferzellen und
B-Zellen als Neutrophile extravasiert (Abbildung 16a). Beim Vergleich mit der Anzahl der
intravaskuldren Zellen (Abbildung 17) war feststellbar, dass etwa die Halfte aller T-Helferzellen und B-
Zellen extravaskular waren. Dahingegen befand sich nur etwa ein Drittel der MPO* Neutrophilen im
Gewebe.

Zum selben Zeitpunkt lag der Grol3teil der CD4* T-Zellen als singulare Zelle im Gefal8 oder perivaskular
auBerhalb des GefaRes vor, wobei die meisten der intra- und perivaskuldren singuldren Zellen mit
Fibrin assoziiert waren (Abbildung 16b). Auch die intravaskuldren und perivaskuldaren CD4* T-Zellcluster
waren nahezu alle zu Fibrin assoziiert (Abbildung 16d).

Im Gegensatz zu den intra- und perivaskuldren Zellen, lagen die Zellen extravaskular tendenziell
vermehrt geclustert als vereinzelt vor, wobei die Behandlung mit Rivaroxaban zu einer verminderten
Assoziation der geclusterten Zellen mit extravaskularem Fibrin flhrte (Abbildung 16b, c). Auch
induzierte Rivaroxaban die Abnahme kleinerer extravaskularer Cluster, bestehend aus 5 oder weniger
CD4* T-Zellen, und in Tendenzen auch groRerer extravaskularer Cluster, bestehend aus 6 oder mehr T-
Helferzellen (Abbildung 16e).

Auch zu einem friheren Infektionszeitpunkt war nach Behandlung mit Rivaroxaban eine Abnahme
extravaskuldrer CD4* T-Zellen und Th17-Zellen unabhangig vom Clusterstatus zu beobachten (Anhang,
Abbildung Il). In diesem Fall waren die Tiere statt mit E. coli mit dem Keim S. pneumoniae infiziert

worden.
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Abbildung 16 — Fibrinassoziation extravaskuldrer CD4* T-Zellen und T-Helferzell-Cluster in der Leber

a Extravaskuldre B-Zellen, T-Helferzellen und Neutrophile in der Leber junger Mduse 18 Stunden nach Infektion
mit E. coli. b Assoziation von singuldren und geclusterten CD4* T-Zellen mit Fibrin, welche sich intravaskuldr,
perivaskulédr und extravaskuldr in der Leber junger Mduse befinden. Untersuchungszeitpunkt ist 18 Stunden nach
E. coli Infektion. ¢ Extravaskuldre Fibrindeposition, nicht assoziiert mit kernhaltigen Zellen oder assoziiert mit
entweder einzeln vorkommenden extravaskuléren CD4* T-Zellen oder CD4* T-Zellclustern 18 Stunden nach E. coli-
Infektion in Abhéngigkeit von Rivaroxaban. b Assoziation von CD4* T-Zellclustern mit Fibrin, welche sich
intravaskuldr, perivaskuldr und extravaskuldr in der Leber junger Mduse befanden. Untersuchungszeitpunkt ist
18 Stunden nach E. coli Infektion. e Anzahl und GréfSe extravaskulédrer CD4* T-Zellcluster 18 Stunden nach E.coli
Infektion in Abhéngigkeit von Rivaroxaban in der Leber junger Mduse.

Als perivaskuldr lokalisiert werden Zellen bezeichnet, die sich extravaskuldr befinden, der Abstand zur Gefdfswand
jedoch < 1um ist. Als Cluster wurden Ansammlungen von mindestens 2 T-Helferzellen gewertet, wobei die Distanz
zwischen den Nuklei <. 2 um betrug. Jeder Punkt steht jeweils fiir 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 T-Helferzellen im fortgeschrittenen Infektionsverlauf in jungen
Mausen

4.3.1 Anzahl arretierter T-Helferzellen im Vergleich zu anderen Immunzellen
In den Lebersinusoiden junger Tiere war 18 Stunden nach E. coli-Infektion die Anzahl intravaskularer

arretierter T-Helferzellen hoher als die Adhdsion von B-Zellen, Neutrophilen, klassischen und nicht-

klassischen Monozyten (Abbildung 17).
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Abbildung 17 —Anzahl arretierter T-Helferzellen im Vergleich zu anderen Immunzellen in der Mikrozirkulation der
Leber

Anzahl arretierter Immunzellen 18 Stunden nach E. coli-Infektion in den Sinusoiden der Leber junger Mduse.
Charakterisierung von B-Zellen iiber CD19*, CD4* T-Zellen (iber CD4*, Neutrophilen (iber MPO", klassischen

Monozyten iiber CD115* Ly6C*"* und nicht-klassischen Monozyten iiber CD115* Ly6C**"och, B1a-Zellen wurden
liber CD19* und CD5* bestimmt.

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

Nach Depletion der T-Helferzellen kam es wahrend der E. coli-Infektion zu einer Abnahme der
adhdrenten B-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion (Anhang, Abbildung llla, b). Kein

Einfluss war dagegen auf Neutrophile, klassische und nicht-klassische Monozyten zu beobachten

(Anhang, Abbildung lllb).
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4.3.2 Clusterbildung von T-Helferzellen in Abhangigkeit von Fibrin

Mittels Multiphotonen-Mikroskopie wurde mit Zunahme der Infektionsdauer eine vermehrte
Clusterbildung der T-Helferzellen in der Mikrozirkulation der Leber junger Mause beobachtet
(Abbildung 18a, b). Die Zunahme war am deutlichsten beim Vergleich mit dem Zeitraum von ein bis 5
Stunden zu erkennen. In Abbildung 18a wird eine reprasentative Multiphotonen-Aufnahme eines
intravaskuldaren CD4* T-Zell-Clusters gezeigt. Der Link zum zugehorigen Video 4 befindet sich im
Anhang.

Um zu ergriinden, ob diese Clusterbildung in jungen Mausen fibrin-abhangig ist, wurde die Anzahl der
intravaskuldren T-Helferzell-Cluster nach Rivaroxaban-Behandlung zu verschiedenen Zeitpunkten der
Infektion untersucht: Nach Rivaroxaban-Gabe waren 18 Stunden nach E. coli-Infektion die
intravaskuldren T-Helferzellcluster in der Leber reduziert (Abbildung 18c). In Tendenzen war dies auch
6 Stunden nach S. pneumoniae Infektion der Fall (Abbildung 18d). Ein dhnliches Bild zeigte sich auch
bei Untersuchung der Th17-Zellen (Abbildung 18c, d). Die Mehrheit der detektierten T-Helferzell-
Cluster waren fibrin-assoziiert, wobei dies durch die Behandlung mit Rivaroxaban stark reduziert
wurde (Abbildung 18e). Rivaroxaban flihrte auch zu einer Reduzierung der Anzahl intravaskuldrer CD4*

T-Zell-Cluster, welche zusatzlich noch mit mindestens einer B-Zelle assoziiert waren (Abbildung 18f).
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Abbildung 18 — Kinetik der Clusterbildung von T-Helferzellen in der Lebermikrozirkution in Abhdngigkeit von der
Fibrinbildung

a Clusterbildung von CD4* T-Zellen im Lebermikrogefdf3 einer jungen Maus. Detektion mittels Multiphotonen-
Mikroskopie, CD4* T-Zellen sind mit CMPTX markiert, die Gefdfse wurden mit FITC-Dextran sichtbar gemacht.
Aufnahmezeitraum zwischen 10 und 16h nach E. coli-Infektion. Messbalken ist 20 um. Link zum zugehérigen Video
4 befindet sich im Anhang. b Zeitabhdngige Clusterbildung von T-Helferzellen in der Lebermikrozirkulation junger
Moduse. Detektion mittels Multiphotonen-Mikroskopie. Pro Gruppe wurden jeweils 3 (1-5h, 10-16h) bzw. 2 (5-10h)
Tiere untersucht. ¢, d Intravaskuléire Cluster bestehend aus T-Helferzellen und Th17-Zellen in den Lebersinusoiden
junger Mduse 18 Stunden nach E. coli-Infektion (c) bzw. 6 Stunden nach S. pneumoniae-Infektion (d), jeweils nach
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Rivaroxaban-Behandlung. e, f Fibrinassoziation der intravaskuldren T-Helferzellcluster (e) bzw. mit zusdtzlicher
assoziierten B-Zellen (CD19* Zellen) (f) 18 Stunden nach E. coli-Infektion in Abhéngigkeit von Rivaroxaban.

Als Cluster wurden Ansammlungen von mindestens 2 T-Helferzellen bezeichnet, welche sich in den Mikrogeféfsen
der Leber befanden und dabei die Distanz zwischen den Nuklei <. 2 um betrug. Jeder Punkt steht jeweils fiir ein
individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. In Violinplots zeigen verstdrkte 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 T-Helferzellen in der Lebermikrozirkulation

Im Rahmen der Immunantwort kann es zur Differenzierung von CD4* T-Zellen in follikuldre T-
Helferzellen (TfH) kommen?!!. Neben den TfH in den Lymphknoten finden sich in der Blutzirkulation
zirkulierende TfH (cTfH), die die Antikérperbildung durch B-Zellen férdern’® und funktionell eine Art
Gedichtniszelle der TfH bilden’®”’.

cTfH werden Uiber ihre Rezeptoren PD1 und CXCR5 sowie Uiber den Transkriptionsfaktor BCL6 definiert.
Ein reprdsentatives Bild einer einzelnen cTfH-Zelle sowie eines partiell extrahierenden cTfH-Clusters
ist in Abbildung 19a zu sehen. Die cTfH hatten einen Anteil von etwa 40% an allen T-Helferzellen und
lagen in den Sinusoiden der Leber gleichermalen als Einzelzellen sowie in Clustern vor (Abbildung 19b,
c).

cTfH lassen sich in verschiedene Subtypen wie Thl-, Th2-, Th17- und Treg-Zellen unterteilen!2 In
Abbildung 19d ist zu sehen, dass der Anteil an FOXP3* cTfH deutlich groRer war als der Anteil an GATA3*
cTfH. Der Anteil der Treg- und der Th2-cTfH-Zellen ist mit der Subtypen-Verteilung der gesamten T-
Helferzellen vergleichbar (Abbildung 12d).

Generell scheint das Vorhandensein von cTfH nur tendenziell von der Hohe der Fibrindeposition in der

Leber abhangig zu sein (Abbildung 19e).
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Abbildung 19 — Zirkulierende follikulére T-Helferzellen in der Lebermikrozirkulation

a cTfH als Einzelzellen (oben) bzw. als Cluster vorliegend (unten), 18 Stunden nach E. coli-Infektion. Messbalken
ist 5 um. b Identifikation von cTfH iiber CD4, CXCR5, BCL6 und PD1, 18 Stunden nach Infektion mit E. coli. ¢ Th2-
und Treg-Subtyp-Bestimmung von intravaskuléren cTfH, 18 Stunden nach Infektion. d Anteil intravaskuldrer cTfH,
vorliegend als Einzelzellen bzw. Cluster 18 Stunden nach Infektion. Jeweils 3 Tiere pro Gruppe. e Rekrutierung von
cTfH in die Mikrozirkulation der Leber in Abhdngigkeit von Rivaroxaban, 18 Stunden nach Infektion.

Jeder Punkt steht jeweils fiir ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), P < 0.001
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4.4 Aufnahme von IK durch CD4* T-Zellen in jungen Mausen

4.4.1 Interaktion von T-Helferzellen mit IK

Mit voranschreitender Infektion kommt es zur Bildung von Antigen-Antikorper-Komplexen, welche mit
dem Blutstrom zirkulieren. Hierbei wird Fremd-Antigen durch die Verbindung mit kdrpereigenen
Antikorpern neutralisiert und anschlieend phagozytiert. Typischerweise erfolgt die Aufnahme und
Phagozytose der zirkulierenden IK mittels Fcy Rezeptoren, welche auf B-Zellen, Neutrophilen und
Monozyten/Makrophagen exprimiert sind'*%,

Um das Vorhandensein zirkulierender IK in infizierten Mausen zu imitieren, wurden den jungen
Mausen 4 Stunden nach E. coli-Infektion Fluoreszenz-markierte aBSA-BSA-IK intravenos injiziert. In der
Multiphotonen-Mikroskopie zeigte sich, dass die IK von intravaskularen CD4* T-Zellclustern
aufgenommen werden (Abbildung 20a; Video 5 im Anhang).

Neben den CD4* T-Zellen wurden auch Kupfferzellen (F40/80%), B-Zellen (CD19*), Neutrophile (Ly6G*)
sowie klassische Monozyten (Ly6C*®™ Ly6G’) auf ihre Assoziation mit den IK untersucht. Hierbei waren
die groRten Anteile an IK mit den Kupfferzellen bzw. in intravaskuldren Arealen ohne kernhaltige Zellen
assoziiert (Abbildung 20b).

Auch die Fahigkeit zur Phagozytose von IK war bei den Kupfferzellen am ausgepragtesten (Abbildung
20c). Jedoch hatten aber auch knapp 40% der CD4* T-Zellen IK internalisiert, dies war tendenziell mehr
als bei B-Zellen, Neutrophilen und klassischen Monozyten beobachtet werden konnte. Beim Vergleich
der Aufnahmeeffizienz zeigte sich, dass — auf die Zellfliche gerechnet — T-Helferzellen mehr IK im

Vergleich zu Kupfferzellen und B-Zellen aufnehmen (Abbildung 20d).
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Abbildung 20 — Aufnahme von IK durch intravaskulére CD4* T-Zellen in der Leber junger Mduse

a Aufnahme von fluoreszenzmarkierten IK durch CD4* T-Zellcluster in den Lebersinusoiden. Detektion mittels
Multiphotonen-Mikroskopie. CD4* T-Zellen wurden mit CMPTX markiert, die Gefdfse wurden mit FITC-Dextran
sichtbar gemacht. Aufnahmezeitraum zwischen 10 bis 16 Stunden nach E. coli-Infektion. Messbalken ist 10 um.
Zugehdriger Link zu Video 5 befindet sich im Anhang. b Assoziation von intravaskuldren IK mit verschiedenen
Zelltypen 6 Stunden nach E. coli-Infektion in der Leber. c Internalisierung von IK durch verschiedene Zelltypen in
den Lebersinusoiden, 6 Stunden nach E. coli-Infektion. d Durchschnittliche Intensitét der aufgenommenen IK pro
Zelltyp 6 Stunden nach E. coli-Infektion.

Jeweils Charakterisierung von Kupfferzellen iiber F4/80%, B-Zellen iiber CD19*, CD4* T-Zellen iiber CD4",
Neutrophilen tiber Ly6G*, klassischer Monozyten iiber Ly6C* Ly6G'. Jeder Punkt steht jeweils fiir eine individuelle
junge Maus. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), P < 0.001 (***).

4.4.2 Assoziation von CD4* T-Zellen mit internalisierten IK mit Thrombosen

Die meisten der mikrovaskuldren IK waren sowohl mit Thrombozyten als auch mit Fibrin assoziiert,
unabhéngig davon, ob eine kernhaltige Immunzelle vorhanden war (Abbildung 21a). Nur ein kleiner
Anteil war weder mit Fibrin noch mit Thrombozyten assoziiert (Daten nicht gezeigt).

Im Vergleich zu den Kontrolltieren war nach IK-Injektion ein hoherer Anteil an T-Helferzellen sowohl
mit Thrombozyten als auch Fibrin assoziiert (Abbildung 21b).

Generell waren nahezu alle CD4* T-Zellen mit internalisierten IK mit Fibrin assoziiert (Abbildung 21c).
Von allen Neutrophilen (Ly6G*), welche IK internalisiert hatten, waren etwa 70% assoziiert zu Fibrin.
Bei den klassischen Monozyten (Ly6C*®"™* Ly6G’) mit internalisierten IK war dahingegen keine Praferenz

in der Fibrinassoziation zu erkennen.
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Der Anteil der CD4* T-Zellen mit internalisierten IK, welche assoziiert zu Thrombozyten und Fibrin
waren, war deutlich hoher als der Anteil, der nicht assoziiert war (Abbildung 21d).
Zusammengenommen bedeutet dies, dass IK vornehmlich mit T-Helferzellen in Thrombosen assoziiert

sind bzw. von T-Helferzellen in Thrombosen internalisiert werden.
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Abbildung 21 — Assoziation von CD4* T-Zellen mit internalisierten IK mit Mikrothromben

a Intravaskulédre IK mit assoziierten Thrombozyten und Fibrin in den Lebersinusoiden junger Mduse, ohne bzw.
mit Assoziation einer kernhaltigen Immunzelle. b Assoziation von Thrombozyten und Fibrin mit CD4"* T-Zellen in
den Lebermikrogefifien von IK-supplementierten Tieren. ¢ Assoziation verschiedener Zelltypen, welche IK
internalisiert haben, mit Fibrin in den Lebersinusoiden. Charakterisierung von CD4* T-Zellen (iber CD4",
Neutrophilen iiber Ly6G", klassischer Monozyten iiber Ly6C* Ly6G". d Assoziation von Thrombozyten und Fibrin
mit CD4* T-Zellen, die IK internalisiert haben. Untersuchung junger Mduse, jeweils 6 Stunden nach Infektion mit
E. coli (a-d).

Jeder Punkt steht fiir ein individuelles junges Tier. 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 Fibrin-Bildung in den Lebersinusoiden junger Mause untersucht. Zwar war die
Anzahl der Kupfferzellen, welche LPS aufgenommen hatten, bei erniedrigter Fibrinbildung
unverdndert, dagegen in Nur77 7 - Mausen, welche nach E. coli - Infektion sichtbar verstirkte
Fibrinbildung zeigten, deutlich erhoht. Wurde die Fibrinbildung durch , Rescue“-Injektion nicht-
klassischer Monozyten wieder vollstandig auf WT-Niveau gebracht, lag auch die Anzahl der LPS*

Kupferzellen wieder auf Niveau des WT (Anhang, Abbildung IV; vgl. Daten zur Fibrinbildung 1*4).
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4.4.3 Verhinderung der Aufnahme von IK durch Blockade des Fcy-Rezeptors

Die Aufnahme von IK wird Giber Fcy-Rezeptoren vermittelt®. Dieser Prozess kann durch Inhibierung der
Fcy-Rezeptoren Ill und 11 (CD16 undCD32) mittels intravendser Injektion von aCD16/CD32-Antikdrpern,
blockiert werden!'>. Bisher ist in der Literatur noch wenig dariiber bekannt, ob CD4* T-Zellen Fcy-
Rezeptoren exprimieren. Ausgehend von der mRNA-Sequenzanalyse konnte gezeigt werden, dass T-
Helferzellen die Fcy-Rezeptoren |, llb, Il und IV exprimieren, und dass deren Expression im Laufe der
Infektion zunimmt (Tabelle 14). Die RNA wurde hierbei aus der Leber von Mdausen, welche nicht

infiziert waren, und aus der Leber infizierter Mause 3 bzw. 18 Stunden nach E. coli-Infektion isoliert.

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

Tabelle 14 — Relative Expressionsdnderung von Genen der Fcy-Rezeptoren der CD4* T-Zellen

Relative Expressionsénderung (log2FC — apeglm) der mRNA aus der Leber isolierten CD4* T-Zellen von nicht-
infizierten und infizierten Mdusen nach drei- bzw. 18-stiindiger E. coli-Infektion. Gezeigt sind nur signifikante
Expressionsdanderungen der Gene (adjusted p-value < 0.05).

Durch die Blockade von CD16 und CD32 kam es zu einer stark verringerten Aufnahme von IK durch T-
Helferzellen in der Lebermikrozirkulation (Abbildung 22a und b). Auch reduzierte die Blockade der
Rezeptoren deutlich die Aufnahme von IK durch kernhaltige intravaskulare Zellen allgemein (Abbildung

22c).
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Abbildung 22 — Blockade der Aufnahme von IK durch CD4* T-Zellen nach Inhibition von Fcy-Rezeptoren (CD16/32)
Reprdsentative Bilder (a) und Quantifizierung (b) der Aufnahme von IK durch intravaskulére T-Helferzellen in der
Lebermikrozirkulation nach Inhibition des Fcy-Rezeptors mit aCD16/CD32-Antikérper. Messbalken ist 20 um. ¢
Aufnahme von IK durch intravaskuldre Immunzellen in der Leber nach Behandlung mit aCD16/CD32-Antikérpern.
Jeweils 6 Stunden nach Infektion mit E. coli (b, c).
Jeder Punkt steht jeweils fiir 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 Maduse bei systemischer Infektion
4.5.1 Gefalverschlisse in der Mikrozirkulation der Leber

Um den Einfluss des Alters auf die Bildung von (Immuno-)Thrombosen im Rahmen einer systemischen
bakteriellen Infektion zu untersuchen, wurden alten Mausen E.coli intravends injiziert und die dadurch
induzierte intravaskuladre Fibrinbildung und GefaRobstruktionen in der Mikrozirkulation der Leber
analysiert (Abbildung 23a-c). Ein Teil der Mause war zuvor mit Rivaroxaban behandelt worden.
Rivaroxaban induzierte eine verminderte Fibrinbildung in den Lebersinusoiden (Abbildung 23a).
Parallel dazu kam es zu einer starken Abnahme der Bildung von Mikrothromben und tendenziell zu
einer Reduktion von Okklusionen (Abbildung 23b). Die Abnahme zeigte sich vor allem bei den

zellhaltigen Mikrothromben (Abbildung 23c).
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Abbildung 23 — Mikrovaskuldre Fibrinbildung und Geféfsverschluss bei alten Mdusen wéhrend systemischer
Infektion

a Reprdsentative Darstellung von Fibrinbildung und GefdfSokklusion in der Mikrozirkulation der Leber 3 Stunden
nach E. coli-Infektion in alten Mdusen. Behandlung mit Rivaroxaban bzw. Vehikellésung. Messbalken ist 20 um.
b, ¢ Anzahl der Gefdfie mit Mikrothromben und Okklusionen (b) und Verteilung der zellfreien und -haltigen
Mikrothromben bzw. Okklusionen (c) in den Lebersinusoiden alter Mduse, 3 Stunden nach E. coli-Infektion.
Punkte beziehen sich jeweils auf biologische Replikate. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**).
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4.5.2 Interaktion von Immunzellen mit Mikrothromben und GefaRverschlissen

Wir untersuchten zunadchst welche Immunzellen in die Mikrozirkulation alter Mause rekrutiert wurden.
Wir fanden, dass neben CD4* T-Zellen, CD8* T-Zellen, Neutrophile, klassische und nicht-klassische
Monozyten rekrutiert wurden (Abbildung 24a). Rivaroxaban verminderte selektiv die Rekrutierung von
CD4* T-Zellen.

AnschlieBend wurden die Mikrothromben bei alten Mdusen ndher charakterisiert. Im Einzelnen fanden
sich CD8" T-Zell-, CD4* T-Zell-, Neutrophil-, klassische und nicht-klassische Monozyt-spezifische
Thromben (Abbildung 24b). Die CD4* T-Zell, Neutrophil- und klassischen Monozyt-spezifischen
Thromben filihrten zu zell-spezifischen Okklusionen (Abbildung 24c). Nach Behandlung mit
Rivaroxaban waren die T-Helferzell- sowie die klassischen Monozyten-spezifischen Mikrothromben
bzw. Okklusionen deutlich reduziert (Abbildung 24b, c). Auch die Neutrophil-spezifischen

Mikrothromben und Okklusionen nahmen tendenziell ab.
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Abbildung 24 — Charakterisierung zellhaltiger Mikrothromben und GeféfSverschliisse in der Lebermikrozirkulation
alter Mduse

a Effekt von Rivaroxaban-Behandlung auf Anzahl arretierter Immunzellen in der Mikrozirkulation der Leber nach
dreistiindiger E. coli-Infektion in alten Mdusen. b, ¢ Differenzierung intravaskulérer zellhaltiger Mikrothromben
(b) und Okklusionen (c) anhand ihrers Zelltypes. Untersuchung der Lebersinusoide alter Mduse nach dreistiindiger
E. coli Infektion in Abhdngigkeit von vorausgegangener Rivaroxaban-Behandlung.

Charakterisierung von CD8* T-Zellen iiber CD8*, CD4* T-Zellen iiber CD4", Neutrophilen iiber MPO*, klassischer
Monozyten iiber CD115* Ly6C*"* und nicht-klassischer Monozyten iiber CD115* Ly6Cshwach,

Jeder Punkt steht jeweils fiir ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), P < 0.001
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4.6 Charakterisierung von NETs-Formation und Neutrophilen Subtypen bei systemischer
Infektion in alten Mausen

4.6.1 Einfluss der Koagulation auf die NETs-Bildung in jungen und alten Mausen

Bisher wurde gezeigt, dass CD4" T-Zellen wahrend systemischer Infektionen in jungen Mausen im
Rahmen einer frihen innaten Immunantwort eine bedeutende Funktion als Fibrinolyse-fordernde
Immunzellen besitzen. Bekanntermallen fungieren im Gegensatz dazu Neutrophile als pro-
thrombotische Immunzellen durch ihre Fahigkeit zur NETs-Bildung als Hauptakteure bei der
Entstehung von Immunothrombosené.

Da mit zunehmendem Alter das Risiko steigt einen schweren septischen Verlauf im Rahmen einer
systemischen Infektion zu entwickeln und auch die Entwicklung von Thrombosen erhoht ist, wurden
hier M3use unterschiedlichen Alters untersucht!'®!'7, Um potentielle Unterschiede in der NETs-
Bildung bei alten Mausen zu detektieren, wurden alte und junge Tiere mit E. coli bzw. S. pneumoniae
infiziert.

Die Anzahl rekrutierter Neutrophiler war nach dreistilindiger E. coli Infektion in jungen und alten Tieren
vergleichbar (Abbildung 25a). Die Reduktion der Fibrinbildung durch den Faktor Xa-Inhibitor
Rivaroxaban beeinflusste die Rekrutierung der Neutrophilen und die NETs-Bildung in alten Mausen
nicht (Abbildung 25a, b). Jedoch war die Bildung von NETs in alten Mausen im Vergleich zu jungen
Mausen tendenziell erh6ht (Abbildung 25b).

In jungen Mausen und tendenziell auch in alten M&usen kam es zu einer Abnahme arretierter
Neutrophiler in der Lebermikrozirkulation 18 Stunden nach E. coli-Infektion auf Grund
vorausgegangener Rivaroxaban-Behandlung (Abbildung 25c). Interessanterweise bewirkte dagegen
Rivaroxaban sowohl in jungen als auch alten Mausen eine deutlich gesteigerte Bildung von NETs pro
arretierten Neutrophilen (Abbildung 25d).

In alten Mdusen war auch nach S. pneumoniae-Infektion zu einem etwas fritheren Zeitpunkt auf Grund
der Behandlung mit Rivaroxaban eine gesteigerte NETose beobachtbar, wobei die Anzahl arretierter
Neutrophiler unverandert blieb (Abbildung 25e, f).

Die Ursachen fir die verstarkte NETs-Bildung nach Rivaroxaban-Gabe sind unklar.
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Abbildung 25 — Koagulationsabhdngige Freisetzung von NETs in der Mikrozirkulation der Leber

a, ¢, e Rekrutierung MPO™ Neutrophiler 3 Stunden (a) bzw. 18 Stunden (c) nach Infektion mit E. coli in jungen und
alten Mdusen oder 6 Stunden nach Infektion mit S. pneumoniae in alten Mdéusen (e) jeweils nach Behandlung mit
Rivaroxaban. b, d, f, Anteil der von Neutrophilen freigesetzten citH3* MPO* NETs pro Gesamtzahl MPO*
Neutrophiler in der Mikorzirkulation der Leber 3 (b) bzw. 18 Stunden (d) nach Infektion mit E. coli in jungen und
alten Mdusen oder 6 Stunden nach Infektion mit S. pneumoniae in alten Mdusen (f), jeweils nach Behandlung mit
Rivaroxaban.

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

n. a. - nicht analysiert.
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4.6.2 Die Aktivierung von Faktor XIl durch Nukleosomen

Es ist bekannt, dass negativ geladene Polymere wie die DNA FXII aktivieren kénnen. Jedoch sind die
Mechanismen der Faktor Xll-Aktivierung durch NETs noch ungeklart. Da NETs externalisierte
Nukleosome darstellen, wurden verschiedenen Nukleosom-Kernpartikel prapariert und ihre Wirkung
auf die FXIl-Aktivierung analysiert.

Als Negativkontrolle diente Puffer, als Positivkontrolle Kaolin. Das negativ geladene Kaolin bewirkte
erwartungsgemal eine sehr starke Aktivierung von FXIl (Abbildung 26). Unter den Nukleosom-
Kernpartikeln induzierten die nukleosomalen Kernpartikel ohne Linker DNA (ONO) eine starke FXlla-
Bildung. Die Aktivierung durch die 147 bp DNA-Fragmente viel im Vergleich dazu geringer aus. 40N40

induzierte dagegen nur eine malige Aktivierung von Faktor XII.

0.015

0.010

§
a
=] 1.5 ERER
*
0.005 - 1.04 =
dok ok Bt *%
o =
2
<<
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

Abbildung 26 — Wirkung verschiedener Nukleosom-Kernpartikel bzw. freier DNA auf die Bildung von Faktor Xlla
in vitro

Links: Verdnderung der 405nm-Absorption durch Spaltung des chromogenen Substrats S-2302 als Maf fiir die
Aktivierung von Faktor XII. Messpunkte zwischen 5 und 100 Minuten nach Reaktionsstart. Als Proben wurden die
Nukleosom-Kernpartikel ONO und 40N40, sowie 147 bp DNA jeweils in der Konzentration 100 ug/ml eingesetzt.
Rechts: ,Area under the curve” (AUC) der im linken Teil der Abbildung gezeigten Kurven.

Alle Messreihen stammen von jeweils 5 unabhdngigen biologischen Replikaten. Fiir jede Messreihe wurden
jeweils 2 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 tblicherweise erst nach vollstéandiger Reifung in den Blutkreislauf freigesetzt. Ist
der Bedarf an Neutrophilen — beispielsweise durch eine systemische Infektion — groRer als es die im
Blutstrom vorhandenen Neutrophilen bewadltigen kénnen, wird die Reifezeit der Neutrophilen im
Knochenmark verkiirzt und es kommt zur Freisetzung von unreifen (immaturen) Neutrophilen®. Fiir
schwere systemische Infektionen wie Sepsis und COVID-19 ist ein erhdhtes Auftreten immaturer
Neutrophiler im Blutkreislauf bekannt®11811 ynklar ist, ob dies mit dem Alter des Individuums
korreliert.

Daher wurde mittels durchflusszytometrischer Untersuchungen analysiert, ob sich bei jungen und
alten Mausen der Anteil immaturer (CD101°) bzw. maturer (CD101*) Neutrophiler unterscheidet. 3
Stunden nach E. coli-Infektion war bei jungen Méausen der Anteil maturen Neutrophiler in Leber und
Lunge deutlich hoher als der Anteil immaturer Neutrophiler (Abbildung 27a, b). Umgekehrt konnten in
der Leber alter Mause mehr immature und weniger mature Neutrophile detektiert werden. In der
Lunge wiederum war die Verteilung bei den alten Mausen &dhnlich wie bei den jungen Mausen
(Abbildung 27b).

Generell war in Leber und Lunge nicht-infizierter alter Tiere der Anteil immaturer Neutrophiler hher
als der Anteil maturer Neutrophiler (Abbildung 27c, d). Mit Infektionsverlauf nahm schlieBlich der
Anteil immaturer Neutrophiler wieder ab (Abbildung 27c, d).

Des Weiteren wurde die koagulationsabhangige Verteilung immaturer und maturer Neutrophiler in
der Leber und Lunge alter Mause in unterschiedlichen Stadien einer bakteriellen Infektion analysiert
(Abbildung 27d; Anhang, Abbildung V). In der Leber verdnderte Rivaroxaban die Verteilung immaturer
und maturer Neutrophiler nicht (Anhang, Abbildung V). In der Lunge von alten Mausen kam es nach
Rivaroxaban-Gabe zu allen Zeitpunkten der Infektion zu einer starken Zunahme der immaturen
Neutrophilen im Vergleich zu den Kontrollbehandelten Tieren (Abbildung 27e).

Da bei systemischen Infektionen in alten Individuen im Vergleich zu jungen Tieren verstarkt immature
Neutrophile 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 verstarkt verbraucht werden.
Gleichzeitig konnte das verstarkte Vorhandensein bei alten Individuen nachteilig fiir einen raschen

Genesungsprozess sein.
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Abbildung 27 — Einfluss des Alters und von Rivaroxaban auf die Verteilung immaturer (CD101°) und maturer
(CD101%) Neutrophiler

a Reprdsentative Darstellung des Gatings der durchflusszytometrischen Analyse: FMO-Kontrolle des Antikérpers
CD101 (links) und Vollfdrbung (rechts) der Zellisolate aus der Leber einer jungen WT-Maus 3 Stunden nach
Infektion. b Durchflusszytometrische Auswertung der Verteilung CD101 und CD101* Neutrophiler in jungen und
alten Mdusen 3 Stunden nach Infektion mit E. coli. Zellisolate jeweils aus Leber (links) und Lunge (rechts).

¢, d Verteilung von CD101" und CD101* Neutrophilen in nicht-infizierten alten Mdusen, sowie 3 und 18 Stunden
nach E.coli-Infektion bzw. 6 Stunden nach S. pneumoniae-Infektion. Zellisolate jeweils aus Leber (c) und Lunge (d).
e, Verteilung von CD101 und CD101* Neutrophilen in nicht-infizierten alten Mdusen, sowie 3 und 18 Stunden
nach E.coli-Infektion bzw. 6 Stunden nach S. pneumoniae-Infektion. Vor Infektion wurden die Tiere mit
Rivaroxaban bzw. der Vehikel-Lésung als Kontrolle behandelt. Zellisolate jeweils aus der Lunge.

Daten zu Kontroll-behandelten, infizierten alten Tieren aus b, ¢, d und e identisch. Jeder Punkt steht jeweils fiir
ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), P < 0.001 (***), P < 0.0001 (***%*),
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4.6.4 Einfluss des Alters und der Koagulation auf die Neutrophilen-Expression von CXCR4

Die Rekrutierung der Neutrophilen in den Blutkreislauf unterliegt zirkadianen Rhythmen: Die
Freisetzung und das ,Homing” der Neutrophilen ist hauptsachlich von der zirkadianen Expression des
Rezeptors CXCR4 abhadngig. Mit zunehmender Verweildauer der Neutrophilen in der Zirkulation nimmt
auch die Expression von CXCR4 zu. Auch das Vorhandensein von Pathogenen kann die Expression von
CXCR4 und damit das Altern der Neutrophilen in der Zirkulation beeinflussen®’.

Jedoch ist unklar, ob das Alter des Individuums einen Einfluss auf die CXCR4-Expression bei der
Pathogenbekampfung hat. Diese Fragestellung sollte mittels durchflusszytometrischen Analysen
beantwortet werden.

In jungen Tieren exprimierten nahezu alle Neutrophilen der Leber und Lunge den ,Homing“-Marker
CXCR4 wahrend einer dreistiindigen E. coli-Infektion (Abbildung 28a, b). Im Gegensatz dazu war in den
alten Tieren die CXCR4-Expression der Neutrophilen in der Leber und vor allem in der Lunge deutlich
reduziert (Abbildung 28b).

In nicht-infizierten, alten Tieren war der Anteil von CXCR4" und CXCR4* Neutrophilen in Leber und
Lunge jeweils bei etwa 50% (Abbildung 28c, d). Des Weiteren wurde die Expression von CXCR4 bei
alten Mausen in unterschiedlichen Stadien bakterieller Infektionen untersucht, wobei die Infektion
keine Anderung der Expression in der Leber hervorrief (Abbildung 28c). Dagegen kam es in der Lunge
Uber die Zeit zu einer Abnahme des Anteils CXCR4* Neutrophiler (Abbildung 28d).

Grundsatzlich hatte die Verabreichung von Rivaroxaban bei alten Tieren keinen Einfluss auf die
Expression von CXCR4 auf Neutrophilen (Anhang, Abbildung VI). Jedoch kam es 3 Stunden nach E. coli-
Infektion bei Rivaroxaban-behandelten alten Mausen anteilig zu einer verminderten Expression von
CXCR4 im Verhiltnis zu den Kontroll-behandelten Tieren und dementsprechend zur Abnahme des
Anteils an CXCR4* Neutrophilen (Abbildung 28e).

Da junge Mause im Vergleich zu alten Tieren nach Infektion eine erhohte Expression des
Alterungsrezeptors CXCR4 auf Neutrophilen aufweisen, konnte dies ein Grund fir die bessere

Pathogenbekdmpfung durch Neutrophile in jungen Individuen sein?,
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Abbildung 28 — Expression von CXCR4 in Neutrophilen

a Reprdsentative Darstellung des Gatings der durchflusszytometrischen Analyse: FMO-Kontrolle des Antikérpers
CXCR4 (links) und Vollfdrbung (rechts) der Zellisolate aus der Leber einer jungen WT-Maus 3 Stunden nach E. coli-
Infektion. b Durchflusszytometrische Auswertung der Verteilung CXCR4™ und CXCR4* Neutrophiler in jungen und
alten Mdusen 3 Stunden nach Infektion mit E. coli. Zellisolate jeweils aus Leber (links) und Lunge (rechts).

¢, d Verteilung von CXCR4™ und CXCR4* Neutrophilen in nicht-infizierten alten Mdusen, sowie 3 bzw. 18 Stunden
nach E.coli-Infektion und 6 Stunden nach S. pneumoniae-Infektion in alten Mdusen. Zellisolate jeweils aus Leber
(c) und Lunge (d). e Schitzungsdiagramme stellen die Gréf3e eines Effekts zusammen mit der visuellen Darstellung
seiner Genauigkeit (Konfidenzintervall) dar. Linke Hdlfte: Zellisolate aus der Leber alter Mduse, 3 Stunden nach E.
coli-Infektion. Rechte Hiilfte: EffektgrofSe, die Differenz zwischen den Mittelwerten und Prdzision der berechneten
Effektgréfie als 95%-Konfidenzintervall. Ungepaarte, zweiseitige t-Tests, P-Werte: 0.0198 (*) fiir CXCR4™ und
0.0248 (*) fiir CXCR4*.

Daten zu Kontroll-behandelten, infizierten alten Tieren aus b, ¢, d und e identisch. Jeder Punkt steht jeweils fiir
ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), P < 0.0001 (***%*).
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4.6.5 Vorlauferzellen von Neutrophilen: Effekt des Alters und der Koagulation

Die im Knochenmark befindlichen Vorlauferzellen von Neutrophilen (preNeu) sind CD117* und reifen
Uber immature CD101 CD117 Neutrophile zu maturen CD101* CD117" Neutrophilen heran. Die in die
Zirkulation freigesetzten Neutrophile CD117" und kénnen sowohl CD101 als auch CD101* sein®. Da
bereits festgestellt wurde, dass es im Rahmen bakterieller systemischer Infektionen zum Auftreten
immaturer Neutrophiler in Leber und Lunge kommt, wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht,
ob wahrend systemischer bakterieller Infektionen auch CD117* preNeu in Leber oder Lunge
nachweisbar sind.

Der Anteil an CD117* Neutrophilen war 3 Stunden nach E. coli-Infektion bei jungen Tieren deutlich
hoher als bei alten Tieren (Abbildung 29a, b), wobei der Unterschied in der Leber ausgepragter als in
der Lunge war.

AnschlieBRend wurde in alten Mausen das Vorhandensein von preNeu im weiteren Infektionsverlauf
mit E. coli und S. pneumoniae, sowie in Abhadngigkeit einer Rivaroxaban-Behandlung untersucht
(Anhang, Abbildung VII). Die meisten der Neutrophilen in der Leber alter Tiere waren CD117", dabei
war kein Unterschied zu nicht-infizierten 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 VII). Im Vergleich zur Leber kam es in der Lunge alter Mause zu einem verstarkten
Auftreten von preNeu, hier lag der Anteil CD117" Neutrophiler 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 Verhaltnis CD117" zu CD117*

Neutrophiler (Anhang, Abbildung VIl).
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Abbildung 29 — Verteilung von Vorldufer-Neutrophiler (CD117*) in Abhéngigkeit vom Mausalter

a Reprdsentative Darstellung des Gatings der durchflusszytometrischen Analyse: FMO-Kontrolle des Antikérpers
CD117 (links) und Vollfdrbung (rechts) der Zellisolate aus der Leber einer jungen WT-Maus 3 Stunden nach
Infektion. b Durchflusszytometrische Auswertung der Verteilung von CD117 und CD117* Neutrophiler in jungen
und alten Mdusen 3 Stunden nach Infektion mit E. coli. Zellisolate jeweils aus Leber und Lunge.

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

4.7.1 Negative Assoziation von GefalRverschlissen mit T-Helferzellen

Virale Krankheitserreger konnen beim Menschen die Bildung von dysregulierten Immunothrombosen
mit potentiell lebensbedrohlichen mikro- und makrovaskuldren GefaRverschliissen auslésen. Uber die
Rolle der T-Helferzellen bei Immunothrombosen wahrend viraler Infektionen ist dabei noch wenig
bekannt.

Um die Bedeutung der T-Helferzellen fir die Entstehung von Thrombosen bei Patienten mit viralen
Infektionen zu untersuchen, wurden Lungenproben von Patienten ausgewertet, welche an oder mit
dem Influenza-Virus bzw. SARS-CoV-2-Viren verstorben waren.

Bei allen untersuchten Patienten wurden multiple GefaBobstruktionen beobachtet (Abbildung 30a, b).
In den SARS-CoV-2-Patienten waren im Vergleich zu den Influenza-Patienten tendenziell héhere
Anteile an Mikrothromben bzw. Okklusionen detektierbar (Abbildung 30b).

Auch die Anzahl intravaskuldrer CD4* T-Zellen unterschied sich zwischen den Patientengruppen
(Abbildung 30c). So fanden sich in den kleinen LungengefaRen (< 50 um Durchmesser) von Influenza-
Patienten deutlich mehr T-Helferzellen im Vergleich zu SARS-CoV-2-Patienten. Auch in groRen Gefallen
(> 50 um Durchmesser) wurden hohere Level von T-Helferzellen detektiert.

Sowohl in kleinen (< 50 um) als auch in groRen Gefdlen (> 50 um) fanden sich bei Patienten mit
Influenza-Virus eine tendenziell héhere Zahl MPO* Neutrophiler im Vergleich zu Patienten mit

SARS - CoV- 2 (Abbildung 30d).
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Abbildung 30 — T-Helferzellen, Neutrophile und Okklusionen in den LungengefdfSen von Patienten mit viralen
Infektionen

a Repriisentatives Bild von thrombosierten Gefdfsen der Lunge eines SARS-CoV-2-Patienten. Messbalken ist 50
um. b Gefdfsthromben und Geféfsokklusionen in der Lunge von Patienten mit Influenza-Virus bzw. SARS-CoV-2 c,
d Anzahl durchschnittlicher CD4* T-Zellen (c) bzw. MPO* Neutrophiler (d) in kleinen bzw. gréfseren Gefédfsen in
Lungenproben von Patienten mit Influenza- bzw. SARS-CoV-2-Infektion (c, d).

Jeder Punkt steht jeweils fiir einen Patienten. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**).
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4.7.2 Negative Korrelationen zwischen GefalRverschlissen und der Anzahl intravaskuldrer CD4*
T-Zellen

Danach wurden in den Lungenproben von Patienten, die mit dem Influenza- bzw. SARS-CoV-2-Virus
infiziert waren, die intravaskularen Thromben analysiert (Abbildung 31a-c). Reprasentative Bilder der
verschiedenen Thromben-Typen in den LungengefdlRen von SARS-CoV-2-Patienten sind in Abbildung
31a zu sehen.

Zellfreie Fibrin-Thromben bildeten bei den COVID-19 Patienten im Vergleich zu den zellspezifischen-
Thromben den gréRten Anteil (Abbildung 31b). Bei den Influenza-Patienten war dagegen kein
Unterschied feststellbar (Abbildung 31c).

Interessanterweise korrelierte die Anzahl intravaskuldrer CD4* T-Zellen stark negativ mit der Anzahl
der Thromben (r = -0.8822) und der Anzahl der Okklusionen (r = -0.7566) (Abbildung 31d). Dabei
wurden die Daten der Influenza-Patienten (hellblau, Kreis) und der SARS-CoV-2-Patienten (dunkelblau,
Dreieck) gemeinsam ausgewertet.

Zusatzlich wurden die intravaskularen CD4* T-Zellen beider Gruppen hinsichtlich ihres pro-
fibrinolytischen (uPA*) und anti-fibrinolytischen (PAI-1*) Subtyps charakterisiert (Abbildung 31e).
Hierbei waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Influenza- und den SARS-CoV-2-
Lungenproben zu erkennen. Jedoch war der Anteil der PAI-1" T-Helferzellen gegeniiber der uPA* T-
Helferzellen in den COVID-Patienten erhéht.

Im Rahmen eines in vitro Experiments wurden verschieden zusammengesetzte Thromben beziiglich
ihrer Fahigkeit zum , Trapping” bzw. Abtdten von E. coli untersucht. Hierbei zeigte sich, dass durch TF-
initiierte Thromben die Bakterien effizienter einfangen und eliminierten als Thrombin-initiierte

Thromben (Anhang, Abbildung VIII).
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Abbildung 31 — Beziehung zwischen pulmonalen Thrombosen und T-Helferzellen bei viralen Infektionen

a Reprdsentative Bilder von Thromben mit T-Helferzellen (links oben), Neutrophilen (links unten) oder beiden
Zelltypen (rechts) in Lungengefdfsen von SARS-CoV-2 Patienten. Kennzeichnung der CD4* T-Zellen durch Pfeile und
der MPO* Neutrophilen durch Sternchen. Messbalken sind 20 um (links oben) und 50 um (links unten und rechts).
b, c Anteil zellfreier und zellhaltiger Thromben in den LungengeféfSen von SARS-CoV-2- (b) und Influenza-Patienten
(c), unterschieden wurde nach den beinhaltenden Zelltypen. d Negative Korrelation der rekrutierten CD4* T-Zellen
zu den thrombosierten (links) bzw. okkludierten Gefdf3en (rechts) in Lungenproben von Influenza- und SARS-CoV-
2 Patienten. Daten sind normalverteilt, Pearson R-Werte sind -0.8822 (links) bzw. -0.7566 (rechts). Das 95%
Konfidenzintervall ist farbig hinterlegt. e Assoziation von uPA und Pai-1 mit intravaskuldren CD4* T-Zellen in
Lungenproben von Influenza- und SARS-CoV-2 Patienten. Jeder Punkt steht jeweils fiir einen Patienten.

Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), P < 0.0001 (****).
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V. Diskussion

5.1 Schlusselfunktion von T-Helferzellen bei Immunothrombosen im Rahmen
systemischer Infektionen

Zu anfangs wurde untersucht welche Funktion die CD4* T-Zellen wahrend systemischer Infektionen fur
die Entstehung und Regulation der Immunothrombose besitzen. Dariiber hinaus sollte geklart werden,
ob die wahrend der Infektion verstarkte Fibrindeposition in der Mikrozirkulation reziprok regulierend
auf die T-Helferzellen wirkt. Des Weiteren sollten die in unterschiedlichen Haufigkeiten wahrend des

Infektionsverlaufs auftretenden CD4* T-Zellsubtypen naher charakterisiert werden.

5.1.1 CD4* T-Zellen als fibrinolytische Immunothrombose-Regulatoren

Neben klassischen Monozyten und Neutrophilen kdnnten auch T-Helferzellen wichtige Regulatoren
von Immunothrombosen darstellen.

RNA-Sequenzierungsanalysen lassen den Schluss zu, dass CD4* T-Zellen durch ihre fibrinolytischen
Eigenschaften der Blutgerinnungsaktivierung entgegenwirken konnen. In der Frihphase der
systemischen Infektion wurde bspw. eine verstarkte mRNA-Expression des fibrinolyse-férdernden
Gens PLG, welches das Protein Plasminogen translatiert und des Gens

PLAUR, welches den Rezeptor uPAR kodiert und die Fibrinolyse durch Bindung von uPA oder tPA
fordert, beobachtet. Gleichzeitig fanden sich auch erhéhte Expressionen von fibrinolyse-inhibierender
bzw. pro-koagulatorischer Genen wie SERPINF2 und SERPINE1. Das Gen SERPINF2 (Serpin Family F
Member 2) kodiert fiir den Alpha-2-Plasmin Inhibitor und das Gen SERPINE1 fiir den Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor PAI-1.

Um die Beteiligung der T-Helferzellen an der Regulation der Immunothrombosen zu Uberpriifen,
wurden die CD4* T-Zellen vor Infektion depletiert. Hierdurch kam es zu einer deutlichen Zunahme der
Fibrindeposition in der Lebermikrozirkulation, die in der Friihphase der Infektion am starksten
ausgepragt war?®,

Arbeiten von Mukhopadhyay et al. und Loef et al. sind in Einklang mit der pro-fibrinolytischen Aktivitat
der CD4* T-Zellen®?* 122, Durch gleichzeitige Depletion von CD4* und CD8* T-Zellen kam es zu einer
beeintriachtigten Aufldsung tiefer Beinvenen-Thromben in M3usen!?!. Des Weiteren konnte Loef et al.
2022 zeigen, dass CD4" und CD8" T-Zellen verschiedene Plasminogen-Rezeptoren exprimieren, mit
denen sie Plasminogen auf ihrer Oberflache binden. Damit bringen die zirkulierenden aktivierten T-
Zellen Plasmin in peripheres Gewebe, wo es fiir die fibrinolytische Aktivitdt im Rahmen der
Immunantwort benétigt wird!??,

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass T-Helferzellen eine bedeutende Funktion als pro-fibrinolytische

Akteure im frihen Infektionsgeschehen haben. Generell besitzen sie Fibrinolyse regulierende
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Oberflachenproteine, die sie entsprechend den Erfordernissen im Rahmen der Immunantwort
exprimieren. Damit handelt es sich bei den CD4* T-Zellen um fibrinolytische Immunothrombose-

Regulatoren.

5.1.2 Aktivierung von CD4* T-Zellen durch Fibrin

Die meisten aktivierten T-Helferzellen waren mit Fibrin assoziiert. Gleichzeitig nahm bei verminderter
Fibrindeposition der Anteil aktivierter CD4* T-Zellen ab. Demnach kann geschlussfolgert werden, dass
die Assoziation mit Fibrin die Aktivierung der CD4* T-Zellen férdert.

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

Obwohl T-Helferzellen eine bedeutende Rolle fiir die Zell-basierte Fibrinolyse spielen, persistierte die
Assoziation der T-Helferzellen mit Fibrin Uber ein ldngeres Zeitintervall. Dies kdnnte durch eine
vermehrte Bildung des Fibrinolyse-Inhibitors PAI-1 erklart werden. In der Tat verringerte die Inhibition
von PAI-1 die Anzahl CD4* T-Zell-spezifischer Mikrothromben.

Darliber hinaus ermoglicht PAI-1 auch, dass die arretierte T-Helferzelle IL-2 sezerniert, welches
bekanntermaBen vor allem von aktivierten T-Zellen exprimiert wird”. Gleichzeitig konnte die
Aktivierung der T-Helferzellen (iber einen ldangeren Infektionszeitraum beobachtet werden. Dies
koénnte Uber eine durch PAI-1 geforderte IL-2 Sezernierung vermittelt sein.

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass die Assoziation mit Fibrin die Aktivierung der CD4*
T-Zellen férdert und die vermehrte Bildung von PAI-1 sowohl die Fibrin-induzierte Aktivierung als auch
die Persistenz der Fibrinassoziation der T-Helferzellen aufrechterhdlt. Somit besitzen CD4* T-Zellen
neben pro-fibrinolytischen auch anti-fibrinolytische Funktionen. Die variierenden Funktionen der CD4*

T-Zellen kdnnten durch unterschiedliche T-Zellsubtypen vermittelt werden.

5.1.3 Arrest verschiedener Subtypen der T-Helferzellen im Infektionsverlauf

Zu Beginn der Infektion stellten RORyT* Th17-Zellen den GrofRteil der in der Mikrozirkulation der Leber
arretierten T-Helferzellen. Auch war die Assoziation des pro-fibrinolytischen Proteins uPA bei diesem
T-Helferzell-Subtyps am ausgepragtesten. Im Infektionsverlauf nahmen die RORyT* Treg-Zellen zu und
bildeten schlieBlich den haufigsten Subtyp der CD4* T-Zellen.

Bekannt ist bisher, dass RORyT* Th17-Zellen als Reaktion auf Infektionen mit extrazelluldren Bakterien
entstehen.-Bei den hier beobachteten RORyT* Th17-Zellen kdnnte es sich um MAIT-Zellen handeln. In
der Tat war beobachtbar, dass die Th17 Zellen teilweise aus dem Diinndarm rekrutiert werden und fiir

MAIT-Zellen typisch, zusétzlich zu RORyT* auch IL-17A in hoher Konzentration exprimierten!?3124,
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Um eine rasche Immunantwort bei Infektionsbeginn zu gewahrleisten, nimmt die Anzahl innater
Immunzellen wie NKT-Zellen und MAIT-Zellen in infiziertem und entziindetem Gewebe rasch zu,
entweder durch Rekrutierung an den Infektionsort oder durch lokale Proliferation!?*2’, Auch bei
schweren COVID-19 Verldufen konnte eine Expression des Aktivierungsmarkers CD69 vor allem in
innaten T-Zellen detektiert werden'?.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es sich mit Zunahme der Infektionsdauer bei der
Mehrheit der CD4* T-Zellen um RORyT* FOXP3* CD4* T-Zellen handelt, welche als innate MAIT-Zellen
aus der Darmmukosae rasch an den Infektionsort rekrutiert worden sein kénnten. Ob es sich bei den
RORyT" FOXP3* CD4* T-Zellen in unseren Analysen um RORyT" Treg-Zellen handelt, welche vor allem in
der Mukosa des Darms vorkommen und neben ihrer stabileren regulatorischen Funktion zusatzlich
anti-inflammatorisch wirksam sind*?°, oder um Treg-Zellen im Ubergang zu Th17-Zellen, deren
Entstehung als Antwort auf Pathogenen von myeloiden Zellen induziert wird?*°, muss in Zukunft Gber

die Analyse weiterer Marker geklart werden.

5.2 Abhangigkeit des Bewegungsverhalten von T-Helferzellen in der
Lebermikrozirkulation von der Fibrindeposition

Als nichstes wurde der Frage nachgegangen, inwieweit das Bewegungsverhalten der T-Helferzellen in
der Lebermikrozirkulation wahrend systemischer Infektionen abhdngig von der lokalen
Fibrindeposition ist. Daflir wurde der Einfluss von Fibrin auf unterschiedliche Fortbewegungsarten von
CD4* T-Zellen, namlich das Crawling, das schnelle Fortbewegen, den GefiRarrest und die
transendotheliale Migration untersucht. In diesem Zusammenhang wurde auch die Funktion des T-

Zellintegrins LFA-1 ndher bestimmt.

5.2.1 Abhdngigkeit der Fortbewegung der T-Helferzellen von Fibrin

In den Ergebnissen zeigte sich, dass CD4* T-Zellen in der Lebermikrozirkulation in der Friihphase der
Infektion im Vergleich zu spateren Zeitpunkten die groflte Mobilitdt aufwiesen. Es waren sowohl
zahlreiche schnell fortbewegende als auch crawlende T-Helferzellen zu beobachten.
Interessanterweise fand sich in den Lebersinusoiden der groflte Anteil mobiler T-Helferzellen in
demselben Zeitraum der Infektion, in dem auch die maximale Fibrindeposition zu beobachten war®,
Rivaroxaban bewirkte in den friihen Zeitpunkten der Infektion eine Abnahme des Anteils arretierter T-
Helferzellen und eine Zunahme des Anteils schnell bewegender CD4* T-Zellen. Auch in den

immunohistochemischen Analysen war die Anzahl der in den Lebersinusoiden arretierter T-

99



Helferzellen nach Rivaroxaban zu allen Zeitpunkten der Infektion deutlich verringert. Das Verhaltnis
crawlender T-Helferzellen schien von Rivaroxaban unbeeinflusst.

Die Ergebnisse zeigen, dass fir die Fortbewegung und den Arrest bestimmter Immunzellen in der
Mikrozirkulation eine Interaktion mit Fibrin erforderlich ist. Beispielsweise interagieren Neutrophile
und Monozyten mit Fibrin Gber ihren Rezeptor Mac-1 (CD11b/CD18)*%!32, Auch das strukturell
dhnliche Integrin CD11¢/CD18, welches vor allem von dendritischen Zellen, aber auch von Monozyten,
Neutrophilen und B-Zellen exprimiert wird, kann die Bindung an Fibrin vermitteln!33. Jedoch ist bisher
noch nicht bekannt, Giber welchen Rezeptor CD4* T-Zellen Fibrin binden kénnen.

Die Neutralisation des T-Zellintegrins LFA-1 hatte eine Abnahme des Anteils der crawlenden CD4"* T-
Zellen und eine tendenzielle Zunahme der schnell bewegenden T-Helferzellen zur Folge, wohingegen
der Arrest unbeeinflusst blieb. Daraus geht hervor, dass das T-Zellintegrin LFA-1 bei durch Infektion
gesteigerter Fibrindeposition Einfluss auf das Bewegungsverhalten der CD4* T-Zellen hat. Dies kdnnte
Uber die LFA-1:ICAM-1 Bindung vermittelt sein, wobei ICAM-1 Fibrin(ogen) binden kann, was die

t134135  oder durch direkte Interaktion von LFA-1 mit Fibrin

Adhéasion der T-Lymphozyten forder
vermittelt sein: In vitro vermittelt Neutralisation von LFA-1 eine massive Reduktion der Migration
humaner CD4" T-Zellen auf Fibrin-bedeckter Oberflaiche, wobei das Bewegungsverhalten auf der
Kontrolloberflache von der LFA-1-Neutralisation unbeeinflusst bleibt, wie in unserer Arbeitsgruppe
gezeigt werden konnte®3®,

Fibrindepositionen am Endothel scheinen generell die Rekrutierung von Leukozyten wie den T-
Lymphozyten zu férdern, womit das Fortschreiten der Entziindung stimuliert wird®7138,
Interessanterweise induzieren Fibrindepositionen auch die Bildung von ICAM-1 auf den
Endothelzellen3%%° was der Grund dafiir sein kénnte, dass bei erhéhter Fibrinablagerung auf Grund
der Infektion der Anteil der schnell bewegenden T-Helferzellen verringert war.

Neben seinem Einfluss auf das Bewegungsverhalten, vermittelt LFA-1 auch die Aktivierung von T-
Zellen®®. LFA-1 erleichtert die T-Zell-Aktivierung unter anderem, indem es die fiir die Aktivierung
erforderlichen Antigenmengen senkt. In Abwesenheit von LFA-1 ist etwa die 100-fache Menge an
Antigen fur die Konjugation zwischen T-Zelle und APC und alle nachfolgenden Ereignisse der T-Zell-
Aktivierung erforderlich*!. Arbeiten unserer Arbeitsgruppe zufolge nimmt nach Neutralisation von
LFA-1 der Anteil CD69* CD4* T-Zellen ab und die Assoziation der T-Helferzellen zu Fibrin ist verringert!**,
In vitro zeigte sich, dass hierfiir eine Fibrin-Interaktion zwingend Voraussetzung ist’3®. Damit kénnte
LFA-1 die Schnittstelle zwischen Fibrindeposition und Aktivierung der T-Helferzellen vermitteln.

Im Gegensatz zur Mobilitat scheint der Arrest der T-Helferzellen in der Lebermikrozirkulation wéahrend
der Friihphase systemischer Infektionen nicht tiber die LFA-1:ICAM-1 Bindung vermittelt zu sein. Die

Sequenzierungsdaten der mRNA von aus der Leber isolierten CD4* T-Zellen 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 gezeigt) keinen Einfluss auf den Arrest. Ein weiterer moglicher Kandidat ware
beispielsweise der von T-Effektorzellen exprimierte Ligand VLA-4, der den von Endothelzellen
exprimierten Rezeptor VCAM-1 bindet, oder der Rezeptor CD11c*2.

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass die Fibrindepositionen in der Lebermikrozirkulation das
Bewegungsverhalten der CD4* T-Zellen beeinflussen. Dies wird vermutlich Gber das T-Zellintegrin LFA-

1 und ICAM-1 auf den Endothelzellen vermittelt.

5.2.2 Einfluss von Fibrin auf die transendotheliale Migration von T-Helferzellen

Die verminderte Fibrindeposition in den Lebersinusoiden nach Rivaroxaban-Behandlung induzierte bei
Infektionen mit E. coli und S. pneumoniae eine deutlich geringere Anzahl an ins umliegenden
Lebergewebe transmigrierter CD4* T-Zellen. Auch die Anzahl der extravasierten Neutrophilen war
reduziert. Wie die verringerte Extravasation von T-Helferzellen und Neutrophilen mechanisch
vermittelt wird, ist bisher noch nicht geklart. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass bei anderen
Zelltypen die Migration (iber lokale Fibrinolyse vermittelt wird*. Reichel et. al. konnte zeigen, dass
durch Bindung von uPA an Mac-1 auf Leukozyten deren transendotheliale Migration durch lokale
Aktivierung der Fibrinolyse erleichtert wird*4.

Im Falle der T-Helferzellen kénnte die fiir die Extravasation erforderliche Migration durch LFA-1
induziert sein. In der Tat bewirkte die Neutralisation von LFA-1 eine verminderte Mobilitdt der
CD4* T- Zellen, gleichzeitig wurden auch weniger T-Helferzellen aktiviert. Unter der Annahme, dass
durch eine gesteigerte Aktivierung die T-Helferzellen vermehrt fibrinolytisch aktiv sind, konnte dies die
CD4* T-Zellen auch verstarkt zur Extravasation befdhigen. Fiir die Bedeutung von LFA-1 spricht auch,
dass Uber dessen Ligand ICAM-1 bereits bekannt ist, dass dieser Fibrin(ogen) binden kann, was
wiederum die Adhasion und die anschlieBende (Trans- )migration der T-Lymphozyten und anderer
Leukozyten in vitro férderte!34135,

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Fibrindeposition in der Lebermikrozirkualtion die
(Trans- )Migration von T-Helferzellen begiinstigt. Dies kdnnte liber das T-Zellintegrin LFA-1 vermittelt
werden.

Eine graphische Darstellung der moglichen verschiedenen fibrin-abhangigen Fortbewegungsarten von

T-Helferzellen findet sich in Abbildung 32.
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Abbildung 32 — Hypothetischer Zusammenhang zwischen Arrest, Fortbewegung und transendothelialer Migration von T-Helferzellen in Abhdngigkeit von Fibrin
1) Maéglicherweise bewirkt die Bindung zwischen einem von T-Helferzellen exprimierten Integrin und Fibrin einen verstérkten Arrest der T-Helferzellen am Ort der Fibrindeposition.
2) Die konstitutive Expression des T-Zellrezeptor LFA-1 erméglicht das Crawling der T-Helferzellen entlang der Fibrin-bedeckten GefdfSwand.
3) Die transiente Bindung von LFA-1 mit der Fibrin-bedeckten Gefdffldche leitet auch die Extravasation der CD4* T-Zellen ein. Die fiir die Transmigration erforderliche lokale Fibrinolyse wird
liber uPA vermittelt, welches an uPAR auf der T-Zellmembran gebunden sein kénnte.
4) Bei geringerem Vorhandensein von Fibrin oder verminderter Interaktion von LFA-1 mit ICAM-1 ist die intravaskuldre Fortbewegung der CD4* T-Zellen gesteigert.
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5.3 Interaktion von T-Helferzellen mit IK im Zusammenhang mit der Koagulation
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass fluoreszenzmarkierte BSA-aBSA |IK von

phagozytierenden Zellen wie Monozyten, Makrophagen, Neutrophilen und B-Zellen in der
Lebermikrozirkulation infizierter Maduse gebunden und internalisiert werden. Erstaunlicherweise
vermochten auch CD4* T-Zellen IK zu binden und zu internalisieren, wobei sogar die
Internalisierungseffizienz der T-Helferzellen die der anderen Leukozyten lberstieg. Eine Blockade der
Fcyll- und Feylll-Rezeptoren (CD16/32) bewirkte eine nahezu vollstandige Inhibierung der Aufnahme
von IK durch T-Helferzellen.

Darliber hinaus waren CD4* T-Zellen welche IK internalisiert hatten, deutlich starker mit Fibrin und
Thrombozyten assoziiert als CD4* T-Zellen ohne internalisierte IK. Im Vergleich zu anderen Leukozyten
konnte eine verstarkte Assoziation mit Fibrin nach Internalisierung von IK nur noch bei Neutrophilen
beobachtet werden, wenn auch deutlich weniger ausgepragt als bei CD4* T-Zellen. Zwar ist aus der
Literatur bekannt, dass nach Inkubation mit IK menschliche Leukozyten einen pro-koagulatorischen
Phinotypen in vitro aufweisen kdnnen'®, beispielsweise férdert auch die Interaktion von Neutrophilen

mit zirkulierenden IK die Bildung von NETs%®

, jedoch ist der beschriebene Zusammenhang von IK* CD4*
T-Zellen und der Thrombenbildung ein Novum.

Schlussfolgernd ergibt sich, dass CD4* T-Zellen IK Gber ihre Fcyll- und Feylll-Rezeptoren binden und
internalisieren kénnen. Dies geschieht mit groRRerer Effizienz als bei anderen Leukozyten. Gleichzeitig
bewirkt die Bindung und Internalisierung von IK durch T-Helferzellen eine verstarkte Assoziation mit

Fibrin und Thrombozyten, die so nur noch bei Neutrophilen, jedoch in deutlich geringeren Umfang, zu

finden ist.

5.4Rolle der T-Helferzellcluster im fortgeschrittenen Infektionsverlauf

Nachfolgend wurde die Rolle der T-Helferzellen im fortgeschrittenen systemischen Infektionsverlauf
untersucht. Mit zunehmender Infektion kam es intravaskuldr zu einer steigenden Clusterbildung der
T-Helferzellen. Interessanterweise waren haufig auch B-Zellen Bestandteil der intravaskuldaren T-
Helferzell-Cluster.

Zwar ist aus der Literatur bekannt, dass bei Infektionen und Entziindung in der Blutzirkulation generell
vermehrt intravaskulare Leukozyten-Aggregate auftreten, doch wurden bisher speziell CD4* T-Zellen
nicht damit im Zusammenhang gebracht!*’. AusschlieRlich von CD8* T-Zellen konnte man bisher in den
LebergefaRen eine Cluster-dhnliche Strukturbildung beobachten*,

Die verminderte Fibrindeposition in der Mikrozirkulation der Leber nach Behandlung mit Rivaroxaban

reduzierte die Anzahl von T-Helferzellclustern. Die Tatsache, dass gleichzeitig auch die Fibrin-
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Assoziation der intravaskuldren Cluster nach Rivaroxaban vermindert war, ldsst vermuten, dass die
Interaktion mit Fibrin flr die Clusterbildung verantwortlich ist.

Lymphozyten-Aggregate, bestehend aus T- und B-Zellen und stabilisierenden Zellen wie Fibroblasten
treten vor allem aullerhalb von GefdlRen auf, wo sie am Ort der Entzlindung tertidre lymphoide
Strukturen (TLS) bilden kénnen#®1°, TLS tragen wiederum zur Aktivierung der T-Lymphozyten bei'>!,
Bei etwa einem Drittel der intravaskular arretierten T-Helferzellen im fortgeschrittenen
Infektionsverlauf handelte es sich um cTfH-Zellen, die Bestandteil von intravaskularen TLS-dhnlichen
Strukturen sein kdnnten. Eine der Hauptfunktionen der cTfH-Zellen stellt die Aktivierung von naiven B-
Zellen dar, wodurch diese zu antikérperproduzierenden Plasmazellen oder B-Gedachtniszellen
differenzieren®™. Gleichzeitig waren etwa 80% der TfH-Zellen positiv fir FOXP3*, sodass es sich bei
diesen Zellen um regulatorische cTfH-Zellen (cTFR) handeln kdnnte, welche, um Antikorperreaktionen
zu optimieren und die Bildung von Auto-Antikorpern zu unterdriicken, die Aktivierung von B-Zellen
negativ modulieren kénnen’ >3, Dass im Verlauf der bakteriellen Infektion eine Interaktion zwischen
T-Helferzellen und B-Zellen in der Zirkulation stattgefunden hatte, ist daran ersichtlich, dass die Anzahl
in der Mikrozirkulation arretierter B-Zellen nach Depletion der T-Helferzellen zuriickging. Die
Aktivierung von B-Zellen durch koagulations-vermittelte T-Helferzell-Cluster sollte Gegenstand
weiterer Forschung sein.

Im spateren Infektionsverlauf konnte eine grofRe Anzahl an CD4* T-Zellcluster im Gewebe detektiert
werden, welche verstarkt fibrin-assoziiert waren. In diesen extravaskuldren Clustern befanden sich
neben T-Helferzellen auch B-Zellen (Daten nicht gezeigt). Auch hier kdnnte es sich um eine funktionelle
Einheit dhnlich der TLS handeln.

Zusammenfassend zeigte sich, dass das Vorhandensein von Fibrin ein wichtiger Ausloser fir die
Aggregatbildung der T-Helferzellen in den GefaRen und im Gewebe ist. Gleichzeitig kann angenommen
werden, dass es sich bei den T-Helferzellclustern mit eingeschlossenen B-Zellen um wichtige

funktionale Einheiten der Immunabwehr handeln kénnte.
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5.5 Einfluss des Alterns auf die Koagulationsantwort bei bakteriellen und viralen
Infektionen

In einem weiteren Teilprojekt sollte die Frage beantwortet werden, inwieweit das Alter des
Modellorganismus Maus und des Menschen bei systemischen bakteriellen bzw. viralen Infektionen

Einfluss auf die Koagulationsantwort hat.

5.5.1 Gesteigerte Thrombosebildung bei systemischen Infektionen in alten Mausen

Mause kdnnen bis zu zweieinhalb Jahre alt werden und gelten mit einem Alter von 3 bis 6 Monaten als
ausgewachsen, was einem menschlichen Alter von 20-30 Jahren entspricht’®*!>%, Ein Mausalter von
10-16 Monaten entspricht einem Alter von 38-47 Lebensjahren beim Menschen. Ein Lebensalter von
18-24 Monaten bei der Maus entspricht einem Alter von 56-69 Jahren beim Menschen®®. Fiir die
vorliegenden Versuche wurden daher insbesondere 8 bis 10 Wochen alte und 22 Monate alte Mause
als Modell fir junge bzw. alte Organismen eingesetzt. Erkenntnisse Uber die Immunantwort in
infizierten Mausen sind nicht vollstandig auf den Menschen Ubertragbar, jedoch ist auf Grund der
Ahnlichkeit der Immunantwort auf systemische Infektionen bei Miusen und Menschen davon
auszugehen, dass die Ergebnisse der Mausexperimente zumindest teilweise gesicherte Hinweise auf
die Immunantwort des Menschen geben kénnen.

Untersucht wurde die Bildung von Mikrothromben und GefaBokklusionen in den Lebersinusoiden alter
Mause wahrend systemischer bakterieller Infektion. Dabei wurde beobachtet, dass die Anzahl von
Gefallen mit Mikrothrombosen und Okklusionen bei alten Mausen um etwa ein Drittel héher lag als
bei jungen Mausen.

Um die potentielle Abhangigkeit des T-Helferzellarrest von der intravaskuldren Fibrinbildung zu
analysieren, wurde die Fibrinbildung mittels den Faktor Xa-Inhibitor Rivaroxaban inhibiert.

Nach Rivaroxaban-Behandlung war die Anzahl arretierter T-Helferzellen in den alten Mausen deutlich
reduziert. Der Arrest anderer Immunzellen, wie der CD8* T-Zellen, der Neutrophilen und der
klassischen und nicht-klassischen Monozyten blieb von der Fibrin-Deposition in den Lebersinusoiden
unbeeinflusst. Rivaroxaban induzierte auch eine massive Reduktion CD4" T-Zellhaltiger
Mikrothromben und GefaRokklusionen.

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass in alten Mausen von allen rekrutierten Immunzellspezies
CD4"* T- Zellen am starksten mit Fibrin interagierten und, dass Fibrin die Rekrutierung der T-Helferzellen

forderte.
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5.5.2 Negative Korrelation von GefdRokklusionen mit verringerter Anzahl arretierter CD4* T-
Zellen bei Patienten mit pulmonalen Infektionen

In der Lunge von Patienten mit COVID-19 bzw. Influenza konnte gezeigt werden, dass bei verringerter
CD4* T-Zellanzahl die GefalRokklusionen zunahmen und das beide Parameter stark negativ miteinander
korrelierten. Dies bestatigt vermutlich die in der Maus beobachtete Fahigkeit der T-Helferzellen zur
Reduktion der Fibrinbildung. Bei komplikationsreichen Verlaufen von COVID-19 wurden in allen
innaten T-Zellen eine gesteigerte Expression des Aktivierungsmarkers CD69 detektiert!?®. Da aus den
vorliegenden experimentellen Daten des Modellorganismus Maus hervorgeht, dass die Aktivierung
von T-Helferzellen die Koagulation negativ reguliert, ware dies eine moégliche Erklarung fir die negative

Korrelation zwischen der Koagulation und der Anzahl von T-Helferzellen.

Gleichzeitig geben die Analysen zur Assoziation von uPA und PAI-1 mit den T-Helferzellen einen
wichtigen Hinweis darauf, dass T-Zellen nicht nur die Fibrinolyse fordern, sondern diese auch
inhibieren kénnen. Die Daten zeigten, dass die CD4* T-Zellen der COVID-19-Patienten im starkeren
Malie PAI-1 und weniger ausgepragt uPA exprimieren. Bei den T-Helferzellen der Influenza Patienten
war das Ausmald der Positivitat flir uPA und PAI-1 in etwa ausgeglichen, jedoch waren im Vergleich zu
den T-Helferzellen der COVID-Patienten tendenziell mehr CD4* T-Zellen mit uPA bzw. weniger mit
PAI- 1 assoziiert. Da in den Influenza-Patienten auch weniger okkludierte GefdalRe im Vergleich zu den
COVID-Patienten zu finden waren, scheint zusatzlich zu der geringeren Anzahl an intravaskuladren T-
Helferzellen bei COVID-19 im Vergleich zu Influenza auch ein Switch der verbliebenen T-Helferzellen
zu einem anti-fibrinolytischen Phanotypen stattgefunden zu haben. Dass T-Helferzellen auch anti-
fibrinolytische Marker exprimieren kdnnen, konnte bereits in unserem Mausmodell auf mMRNA-Ebene
gezeigt werden. Neu ist jedoch der Aspekt, dass CD4* T-Zellen unter besonderen Umstdnden
gezwungen zu sein scheinen, ihren Phanotypen in einem Art ,,Rescue“-Verhalten zu andern. Hierbei
kénnte ein Zusammenhang mit dem ,Exhaustion“-Phanotyps der T-Helferzellen vorliegen, welcher
bisher vor allem bei zytotoxischen CD8" Effektor T-Zellen 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 anderem ihre
Fahigkeit zur Sekretion von Zytokinen vermindert, auRerdem weisen sie eine erhéhte Expression von
inhibierenden Rezeptoren auf®’. Ob es sich bei den CD4* T-Zellen, welche anti-fibrinolytische Marker
exprimieren, um ,exhausted” T-Zellen handelt, misste durch Untersuchung der fiir ,Exhaustion”

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

Nachfolgend wurde der Frage nachgegangen, welchen Phdnotypen Neutrophile bei systemischer
Infektion aufweisen und ob hier Unterschiede im Zusammenhang mit dem Alter zu beobachten sind.
AulRerdem sollte der Einfluss des Alters des Individuums sowie der Fibrinbildung auf den Prozess der

NETose untersucht werden.

5.6.1 Verminderte Rekrutierung von Neutrophilen und gesteigerte NETose nach Rivaroxaban
Die Rekrutierung der Neutrophilen in die Mikrozirkulation der Leber wahrend systemischer bakterieller
Infektion war in jungen und alten Mausen prinzipiell vergleichbar. Das Alter schien nur insofern Einfluss
zu haben, als zu friihen Zeitpunkten der Infektion die Fahigkeit der Neutrophilen zur NETose bei alten
Mausen gegenliber jungen Mausen tendenziell erhéht 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 mit Rivaroxaban sowohl in jungen als
auch in alten Mausen verringert und gleichzeitig deren Fahigkeit zur NETose erhoht.

Eine mogliche Erklarung fir die erhohte NETose nach Rivaroxaban-Behandlung kdnnte sein, dass bei
verminderter Thrombosebildung die NETose kompensatorisch erhéht ist. Bisher wurde dies in vivo
noch nie so gezeigt, in prinzipieller Ubereinstimmung konnten Yu et. al. mit Hilfe eines in vitro
,Vollblut-Perfusions-Modell” zeigen, dass die Menge gebildeter NETs negativ mit dem Vorhandensein
von Thrombin/Fibrin korreliert'*,

Die Forderung der Neutrophilenrekrutierung durch lokale Koagulationsaktivierung kdonnte unter
anderem durch das von Neutrophilen exprimierte Integrin Mac-1 (CD11b/CD18) vermittelt werden,
welches an die D-Domé&ne von Fibrin(ogen) oder Degradierungsprodukte von Fibrin binden kann®°,
AuBerdem kann Mac-1 an ICAM-1 binden'3**!3 welches unter anderem von Endothelzellen bei
erhdhter Fibrindeposition verstarkt gebildet wird!3%14°, Damit kdnnte die Adhision der Neutrophilen
an die Fibrinfasern des Thrombus erleichtert werden und so den gesteigerten Arrest von Neutrophilen
in der Zirkulation bei erhohter Fibrindeposition erklaren.

Die Bindung der Neutrophilen liber Mac-1 an die Fibrin66-Fasern kdnnte auch die Clearance der

160,161 Djes kdnnte auch eine

Degradationsprodukte des Fibrins Uber Phagozytose ermdéglichen
Erklarung fur die verminderte NETose bei erhdhter Fibrindeposition darstellen, da Neutrophile

Phagozytose und NETose nicht gleichzeitig betreiben kénnen'®2,
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5.6.2 Aktivierung von Faktor XIl durch den Nukleosom-Kernpartikel ONO

Der Mechanismus der NETs-induzierten Koagulationsaktivierung ist noch weitgehend ungeklart.
Zukiinftige Experimente missen kldaren, inwieweit neben der Linker DNA auch Histonkomponenten an
der Aktivierung von Faktor Xl durch Nukleosomen der NETs beteiligt sind. In der vorliegenden Arbeit
wurden verschiedene Nukleosom-Kernpartikel auf ihre Wirkung auf die FXII-Aktivierung analysiert.
Hierbei zeigte sich, dass FXIl am starksten durch den Nukleosom-Kernpartikel ONO aktiviert wird.
Deutlich schwacher war die Aktivierung durch 40N40, die Aktivierung durch 147bp dsDNA war dagegen
im mittleren Bereich.

Die unterschiedliche Aktivierung von Faktor Xl durch die beiden Nukleosom-Kernpartikel |dsst sich
nicht auf unterschiedlich starke Bindungsaffinitdt zum "acidic patch" des Histon-Dimers (Histon 2A:
Histon 2B) zurlickfUihren, da der acidic patch bei beiden Nukleosom-Kernpartikel-Varianten
gleichermalien fiir cGAS zuganglich ist. Der bedeutsame Unterschied zwischen den beiden Nukleosom-
Kernpartikeln besteht in der 40bp-Linker dsDNA der beidseitig bei 40N40 nicht aber bei ONO vorhanden
ist¥. Jedoch kénnte es sein, dass FXII mit hoherer Affinitidt an den ,acidic patch” bindet als an die
dsDNA, was den Unterschied von ONO zu dsDNA erklaren wiirde, jedoch diese aktivierende Wirkung

durch das Vorhandensein der beiden 40bp-Linker dsDNA-Strdange im Falle von 40N40 inhibiert wird.

5.6.3 Erhohtes Vorkommen immaturer Neutrophiler in alten Madusen bei systemischen
Infektionen

Entziindungen und Infektionen erhéhen die Neutrophilenproduktion und verkirzen gleichzeitig die
Reifungszeit der Vorlauferzellen im Knochenmark, sodass es zur Freisetzung immaturer Neutrophiler
kommt!®3, Die Fahigkeit von unreifen Neutrophilen zur Phagozytose und zur ROS-Erzeugung ist

vermindert, auch die NETose ist beeintrachtigt!®,

Bei alten Mausen zeigte sich ein erhdhtes Vorhandensein immaturer Neutrophiler im Vergleich zu den
jungen Tieren in der friihen Infektionsphase in der Leber. In alten Menschen wurden in schweren Fallen
systemischer Infektionen wie COVID-19 und Sepsis ebenfalls vermehrt immature Neutrophile im
Blutkreislauf detektiert®®118119,

In der Lunge alter Tiere nahm die Anzahl immaturer Neutrophiler nach Behandlung mit Rivaroxaban
stark zu. In der Leber war dies ebenfalls tendenziell erkennbar. Eine moégliche Erklarung kénnte sein,
dass nach Inhibierung von Faktor Xa die koagulations-aktivierende Wirkung der maturen Neutrophilen
beeintrachtigt ist, sodass mehr Neutrophile in die Zirkulation freigesetzt werden miissen und

schlieBlich auch immature Neutrophile in die Zirkulation gelangen.
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Ein Zusammenhang mit der beobachteten gesteigerten NETose nach Rivaroxaban-Gabe ist jedoch eher
unwahrscheinlich, da zwar in immaturen Neutrophile NETosen spontan auftreten kdnnen, jedoch

NETosen hauptsachlich durch Aktivierung entstehen.

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

Die Analyse der zirkadianen Expression des Alterungsrezeptors CXCR4 auf Neutrophilen zeigte, dass
nach Infektion in jungen Mausen nahezu alle Neutrophilen den Marker CXCR4 exprimierten, in alten
Mausen dagegen nur maximal die Halfte. In nicht-infizierten M&usen sollten frische (CXCR4’) und alte
(CXCR4*) Neutrophile in den Morgenstunden etwa gleichmiRig verteilt sein®?, was auch so in den nicht-
infizierten alten Tieren zu beobachten war. Im Vergleich zu alten Mausen scheinen in jungen Tieren

die Bakterien die Expression von CXCR4 auf Neutrophilen besser anregen zu kénnen®’,

Die erhohte Expression von CXCR4 in Neutrophilen lasst vermuten, dass ein starker pro-
inflammatorischer Phanotyp bei den Neutrophilen vorliegt, wodurch diese unter anderem durch
gesteigerte NETose besser zur Bekdampfung der Pathogene befdhigt sind. Generell nimmt in
Neutrophilen die Fahigkeit zur Pathogenbekdampfung mit zunehmendem Alter des Patienten ab, was
mit einer schlechteren Prognose bei schweren bakteriellen Infektionen und Sepsis verbunden ist*?°,

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die deutlich gesteigerte Expression des Alterungsrezeptors
CXCR4 in jungen Mausen im Vergleich zu alten Tieren, unabhangig von den zirkadianen Rhythmen, den
Neutrophilen einen pro-inflammatorischen Phanotypen zur besseren Pathogenbekdampfung verleiht,
wobei dies durch Th17-Zellen reziprok verstarkt werden kdnnte'®>166, Dies kdnnte einer der Griinde

flr die schlechtere Prognose des Verlaufs systemischer Infektionen bei dlteren Patienten darstellen.

5.6.5 Zahlreiche CD117* Neutrophile in jungen Madusen im Gegensatz zu alten Tieren

Nahezu alle Neutrophile, die in der Leber und der Lunge von jungen infizierten Mausen detektiert
wurden, waren positiv fir den Marker CD117, von dem angenommen wird, dass er die Population der
neutrophilen Vorlduferzellen im Knochenmark beschreibt®. In alten Tieren war der Anteil CD117*
Neutrophiler im Gegensatz dazu deutlich geringer.

Das Vorhandensein von CD117* Neutrophilen ist unerwartet, da man in der Literatur bisher kaum
einen Hinweis auf preNeu in der Zirkulation findet. Im Rahmen einer Infektion mit S. pneumoniae
wurde allerdings von einer CD117* Vorlaufer-Neutrophilen-Population, die in der Milz ansassig ist,

berichtet. Dort durchlaufen die Neutrophile ahnlich wie im Knochenmark einen Reifungsprozess,
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welcher durch Krankheitserreger getriggert wird'®”1%8, Auch wurde postuliert, dass im Falle einer
Tumorerkrankung GMP-Zellen das Knochenmark verlassen kénnen und extramedullar in Milz, Leber
und dem Blutkreislauf zu maturen Neutrophilen heranreifen kénnen!®. Die CD117* Neutrophilen, die
im Rahmen dieser Arbeit analysiert worden sind, sind jedoch sowohl immatur als auch matur, sodass
diese Erklarung hinfallig ist (Daten nicht gezeigt). Nichtsdestotrotz kdnnte der groRe Unterschied
zwischen jungen und alten Tieren in der CD117* Expression eine Erklarung fiir die verminderte
Fahigkeit von Neutrophilen in alten Individuen in der Pathogenbekdampfung darstellen. Dies wiirde
vorauszusetzen, dass die Expression von CD117 nicht ausschlieBlich eine Vorlaufer-Neutrophilen-
Population beschreibt, sondern auch eine Population bestimmter Pathogen-bekdampfender reifer

Neutrophil-Subtypen.

5.7 Wechselspiel von CD4" T-Zellen und Neutrophilen bei der Regulation der
Immunothrombose

In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass mit Zunahme des Alters die Resolution von Thrombosen
beeintrachtigt wird?®. Auch kénnte es bei &lteren Menschen zu einer persistierenden
Gerinnungsaktivierung mit gleichzeitig verminderte Fibrinolyse kommen?’%.

Die Resultate der immunohistochemischen Analysen der Lungen von Patienten, die an COVID-19 bzw.
Influenza verstorben waren, bestatigten die ausgepragte mikro- und makrovaskuldare Thrombosierung.
Im Falle der COVID-19 und Influenza-Proben konnte gezeigt werden, dass bei verringerter
CD4*T- Zellanzahl die GefaRokklusionen zunahmen und intravaskuldre T-Helferzelllevel und
GefaBokklusionen negativ miteinander korrelierten. Dies bestatigt die in der Maus beobachtete
Fahigkteit der T-Helferzellen zur Fibrinolyse und ,Negativen Regulation der Koagulation” bei
systemischen Infektionen in einem humanen pathologischen Modell.

Bei dem Probenmaterial aus dem Menschen wurde darauf geachtet, dass die Altersverteilung der
verschiedenen Gruppen (Kontrolle, Influenza, COVID-19) vergleichbar war. Jedoch 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 Herzinfarkt oder Krebserkrankungen, wurden die
Patientenproben nicht beriicksichtigt. Jedoch waren alle Patienten wahrend ihres
Krankenhausaufenthalts mit Heparin behandelt worden, wodurch die Koagulationsantwort reduziert
wurde.

Bislang wurden Lymphozyten bzw. T-Helferzellen im Speziellen nicht in einen ndheren Zusammenhang
mit der Entstehung oder Manifestierung von Immunothrombosen gebracht. Interessanterweise stellt
das Neutrophil-zu-Lymphozyten-Verhaltnis einen der wichtigsten unabhangigen Risikofaktoren fir
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einen schweren COVID-19 Verlauf dar. Es zeigte sich in der Tat bei schwer erkrankten COVID-19
Patienten eine deutliche Zunahme der Neutrophilen und gleichzeitig eine Abnahme der Anzahl an T-
Lymphozyten gegeniiber Patienten mit leichterem Verlauf'’2. Auch korrelierten Lymphopenien, d.h.
ein Mangel der Lymphozyten im Blut, stark mit der Schwere einer COVID-19-Erkrankung'’3. Zusatzlich
wurde auch bei anderen Erkrankungen, die im Zusammenhang mit der Bildung von Thrombosen
stehen, ein erhdhtes Neutrophil-Lymphozyten-Verhiltnis beobachtet, welches ebenfalls ein Risiko flr
einen schweren Krankheitsverlauf darstellt'74-17,

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

Zusatzlich dazu geben die Analysen zur Assoziation von uPA und PAI-1 mit den T-Helferzellen einen
Hinweis darauf, dass T-Zellen nicht nur die Fibrinolyse férdern, sondern diese auch inhibieren kénnen.
Erhohte Konzentrationen von PAI-1 gelten als zuverldssiger Biomarker fiir die Schwere des Verlaufs
einer COVID-19 Erkrankung®”’.

Die Daten deuten darauf hin, dass die CD4* T-Zellen der COVID-19-Patienten starker PAI-1 und weniger
ausgepragt uPA binden. Bei den Influenza-Patienten scheint das Verhaltnis von uPA-Bindung und
PAI- 1-Bindung in etwa ausgeglichen. Da bei den Influenza-Patienten auch weniger okkludierte GefaRe
im Vergleich zu den COVID-19-Patienten vorliegen, kdnnte zusatzlich neben der geringeren Anzahl
intravaskuldr arretierter T-Helferzellen auch ein Switch zu einem mehr anti-fibrinolytischen
Phanotypen in den T-Helferzellen stattgefunden haben.

Gleichzeitig scheint auch der Phanotyp der Neutrophilen die Interaktion mit den T-Helferzellen zu
beeinflussen: So erleichtert die erhdhte Expression von CXCR4 das Eindringen in den Lymphknoten, wo
sie schlieBlich antigenspezifische Reaktionen in T-Helferzellen auslésen®?. Th17-Zellen wiederum
fordern durch sezerniertes IL-17F/A die Rekrutierung von Neutrophilen und regulieren zusatzlich die

Granulopoese (iber G-CSF6>166,

Im Gegensatz dazu wird durch Phagozytose der gealterten
Neutrophilen (CXCR4* Neutrophilen) die Freisetzung von IL-17 durch T-Helferzellen verringert, was die
Produktion von G-CSF im Knochenmark hemmt und so die Produktion und Mobilisierung von
Neutrophilen verringert6®,

Uber immature Neutrophile, welche in dlteren Individuen bei systemischer Infektion verstirkt zu
finden waren, ist bekannt, dass diese das Uberleben von T-Zellen férdern und deren Proliferation durch
Freisetzung von Interferon-y (IFN-y) induzieren. Im Gegensatz dazu hemmen mature Neutrophile die
Proliferation von T-Zellen7®,

Das potentielle Zusammenspiel von CD4" T-Zellen und Neutrophilen bei der Entstehung von

Immunothrombosen in alten Individuen ist beispielhaft in Abbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 33 — Modell fiir das Wechselspiel von CD4* T-Zellen und Neutrophilen bei der Regulation der Inmunothrombose wdhrend systemischer Infektionen in alten Individuen

Die Bildung von Immunothrombosen, bestehend aus Fibrin, Erythrozyten und Thrombozyten, in den LebermikrogeféfSen wird vor allem durch die NETs-Bildung getriggert. Viele der maturen
Neutrophile haben bereits den zirkadianen Alterungsmarker CXCR4 gebildet und weisen dadurch einen verstdrkt pro-koagulatorischen Phdnotyp auf. Neben den maturen Neutrophilen finden sich
auch zahlreiche immature Neutrophile, die bei alten Individuen vermehrt auftreten. Die Gegenspieler der Neutrophilen, die T-Helferzellen, sind nur in geringer Zahl vorhanden, die Zahl der
Neutrophilen ist hingegen deutlich erhéht, somit weisen die Patienten folglich einen hohen NLR-Wert auf, was ein Hinweis auf einen pathologischen Verlauf der Inmunothrombose gibt. Die uPAR-
Expression der CD4* T-Zellen nimmt im Infektionsverlauf zu. Gleichzeitig ist die Expression von PAI-1 gegeniiber uPA durch die T-Helferzellen verstdrkt, es hat folglich ein Switch von einem pro-
fibrinolytischen Phénotpyen hin zu einem anti-fibrinolytischen Phdnotypen stattgefunden. Durch die Einschrénkung der fibrinolytischen Eigenschaften der T-Helferzellen ist der Abbau der Thromben

beeintrdchtigt.
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Anhang
Legenden zu Videos 1-5

Video 1 Bewegungsverhalten von CD4* T-Zellen wahrend E. coli Infektion

Multiphotonen-Mikroskopie der Mikrozirkulation der Leber von Mausen, wahrend einer und 6
Stunden nach Infektionsbeginn (E. coli). Gesamt wurden 3 Tiere untersucht und analysiert. Die Videos
zeigen reprasentative unidirektionales Crawling und riick- und-vorwarts Crawling von CD4* T-Zellen.
CD4* T-Zellen (CMPTX, rot), Blutfluss (FITC-Dextran, griin), Kupffer-Zellen (Autofluoreszenz,

weiB/grau). Messbalken ist 10 pm. Videos gehoren zu Abbildung 13.

Video 2 Verandertes Bewegungsverhalten von T-Helferzellen durch Blockade von LFA-1

Multiphotonen-Mikroskopie der Mikrozirkulation der Leber von E. coli-infizierten Mausen, die mit
aLFA-1 Antikorper oder Kontrollantikérper behandelt worden sind. Aufnahmen wurden zwischen einer
und 6 Stunden nach Infektionsbeginn durchgefiihrt. Gesamt wurden 3 Tiere pro Gruppe untersucht
und analysiert. Reprasentatives Bewegungs-Verhalten nach Blockade von LFA-1 und
Kontrollbehandlung. CD4* T Zellen (CMPTX, rot), Blutfluss (FITC-Dextran, grin), Kupfferzellen

(Autofluoreszenz, weilk/grau). Messbalken ist 50 um. Videos gehoren zu Abbildung 14.

Video 3 Wirkung von Rivaroxaban auf die Bewegungsverhalten von CD4* T-Zellen wahrend 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 durchgefiihrt. Gesamt wurden 3 Tiere pro Gruppe untersucht und
analysiert. Reprasentatives Bewegungs-Verhalten nach Rivaroxaban-Verabreichung und Vehikel-
Gabe. CD4* T-Zellen (CMPTX, rot), Blutfluss (FITC-Dextran, griin), Kupffer-Zellen (Autofluoreszenz,

weil/grau,). Messbalken ist 50 um. Videos geh6ren zu Abbildung 15.

Video 4 Bildung von T-Helferzell-Clustern in der Mikrozirkulation der Leber nach Infektion

Ansammlungen von immobilisierten CD4+ Zell-Cluster in der Mikrozirkulation der Leber, dargestellt
durch Multiphotonen-Mikroskopie. Aufnahmen wurden zwischen 10 und 16 Stunden nach
Infektionsbeginn durchgefiihrt. Gesamt wurden elf Tiere untersucht und analysiert. Reprasentatives
Video von Experimenten an 11 verschiedenen Mausen. CD4* T-Zellen (CMPTX, rot), Zellkerne (Dapi,
blau), Blutfluss (FITC-Dextran, griin), Kupffer-Zellen (Autofluoreszenz, weiRR/grau,). Messbalken ist 20

um. Videos gehoren zu Abbildung 18.
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Video 5 Aufnahme von IK durch gebilindelte CD4*'T-Zellen

3D-Bildprojektion von internalisierten IK durch CD4* T-Zellcluster, aufgenommen mit Multiphotonen-
Mikroskopie, 10 Stunden nach Infektionsbeginn mit E. coli. Mausen wurden fluoreszenzmarkierte BSA-
aBSA-IK injiziert. Gesamt wurden 3 Tiere untersucht und analysiert. CD4* T-Zellen (CMPTX, rot), IK
(AF488, griin), Blutfluss (Dextran-Blau, Pseudofarbe weil3). Messbalken ist 10 um. Videos gehoren zu
Abbildung 20.
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Zusatzliche Abbildungen I-VI
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Abbildung |

Anteil fibrin-bedeckende Gefdfsfldiche in CD4* T-Zell depletierten jungen Méusen im Vergleich zur Kontrollgruppe
8 Stunden nach Injektion von LPS. Jeder Punkt steht jeweils fiir ein individuelles Tier (c). Fehlerbalken zeigen SEM.
P <0.01 (**).
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Abbildung Il

Extravaskuldre T-Helferzellen (links) und Th17-Zellen (rechts) im Extravaskularraum der Leber junger Tiere in
Abhdngigkeit von Rivaroxaban 6 Stunden nach Infektion mit S. pneumoniae.

In Violinplots zeigen verstérkte horizontale Linien den Median und die gestrichelten Linien die 25te und 75te
Quatrtile an.
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Abbildung Ill — Vorhandensein von CD4* T-Zellen beeinflusst Arrest von B-Zellen

¢ Anzahl von Immunzellen 18 Stunden nach E. coli-Infektion in den Sinusoiden der Leber. Charakterisierung von B-
Zellen iiber CD19*, CD4* T-Zellen iiber CD4*, Neutrophiler iiber MPO*, klassischer Monozyten iiber CD115* Ly6Cst
und nicht-klassischer Monozyten iiber CD115* Ly6C""eh. B1a-Zellen wurden iiber CD19* und CD5* bestimmt. d
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Arretierte Immunzellen in den Lebersinusoiden 6 Stunden nach E. coli-Infektion in CD4* T-Zell depletierten jungen
Mdusen und der Kontrollgruppe. Charakterisierung von B-Zellen iiber CD19*, Neutrophiler tiber Ly6G*, klassischer
Monozyten iiber Ly6C*"™* CX3CR1*"h und nicht-klassischer Monozyten iiber Ly6C*""h CX3CR11"*. e Arretierte
CD19* B-Zellen 18 Stunden nach E. coli-Infektion in jungen Mdusen nach CD4* T-Zelldepletion und der
Kontrollgruppe.

Jeder Punkt steht jeweils fiir 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 (***).
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Abbildung IV

a, b Anzahl LPS positiver Kupfferzellen pro Gesichtsfeld (150 um?) 6 Stunden nach Infektion mit E.coli von jungen
Rivaroxaban-behandelten Mdéusen und der Kontrollgruppe (a) und von jungen Nur777- Méusen, des WTs und nach
,Rescue“-Injektion nicht-klassischer Monozyten in Nur777- Mdusen (b).

Jeder Punkt steht jeweils fiir ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM. P < 0.05 (*).
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Abbildung V
Verteilung von CD101" und CD101* Neutrophilen in nicht-infizierten alten Méusen, sowie 3 und 18 Stunden nach
E.coli-Infektion bzw. 6 Stunden nach S. pneumoniae-Infektion. Vor Infektion wurden die Tiere mit Rivaroxaban
bzw. der Vehikel-Lésung als Kontrolle behandelt. Zellisolate jeweils aus der Leber.
Daten zu Kontroll-behandelten, infizierten alten Tieren indentisch mit Daten aus Abbildung 27b, c, d und e.
Jeder Punkt steht jeweils fiir ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM.
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Abbildung VI
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Abbildung VI

a, b Verteilung von CXCR4" und CXCR4* Neutrophilen in nicht-infizierten alten Mdusen, sowie 3 bzw. 18 Stunden
nach E.coli-Infektion und 6 Stunden nach S. pneumoniae-Infektion in alten Mdusen. Vor Infektion wurden die Tiere
mit Rivaroxaban bzw. der Vehikel-Lésung als Kontrolle behandelt. Zellisolate jeweils aus Leber (a) und Lunge (b).
Daten zu Kontroll-behandelten, infizierten alten Tieren indentisch mit Daten aus Abbildung 28b, c, d und e.
Jeder Punkt steht jeweils fiir ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM.
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Abbildung VI

a, b Verteilung von CD117- und CD117* Neutrophilen in nicht-infizierten alten Mdusen, sowie 3 und 18 Stunden
nach E.coli-Infektion bzw. 6 Stunden nach S. pneumoniae-Infektion. Vor der Infektion wurden die Tiere zusdtzlich
mit Rivaroxaban oder Vehikel-Lésung behandelt. Zellisolate jeweils aus Leber (a) und Lunge (b).

Daten zu alten Kontroll-behandelten Tieren 3 Stunden nach E. coli Infektion aus a und b identisch mit Daten aus
Abbildung 29b. Jeder Punkt steht jeweils fiir ein individuelles Tier. Fehlerbalken zeigen SEM.

Abbildung ViiI

*

=

o
=
1

11

10°- ?

L] = |l T
Kontrolle Uberstand Thrombus

KBE / 100 pl

ATF ™ Thrombin Vv PPP

Abbildung Vil

Effizienz des Trappings und der Elimination von E.coli in Abhdngigkeit von der Zusammensetzung der Thromben
in vitro

Anzahl der koloniebildenden Einheiten nach 90-minlitiger Inkubation in vitro. Punkte beziehen sich jeweils auf
biologische Replikate. Fehlerbalken zeigen SEM.
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