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Zusammenfassung

EinfiUhrung

Interferone (IFN) sind sowohl in der viralen Immunabwehr von Sars-CoV 2 Viren als auch
in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen wie dem primaren Sjogren Syndrom
(pSS) von wesentlicher Bedeutung. Gleichzeitig sind die Zellen des adaptiven Immun-
systems malf3geblich an der spezifischen viralen Imnmunabwehr beteiligt. Auf der anderen

Seite spielen B-Zellen eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie des pSS.
Methoden

Periphere T- und B-Zellsubpopulationen von COVID-19 Patient:innen, pSS-Patient:in-
nen, sowie gesunden Kontrollen wurden hinsichtlich ihres Expressionsniveaus von IFN-
Signalmolekilen (STAT1/2, IRF1, IRF9) in T- und B-Zellsubpopulationen analysiert. Zu-
satzlich wurden relevante Phosphorylierungsstellen nach IFN Stimulation untersucht und

die Krankheitsaktivitat, sowie klinische und serologische Merkmale ausgewertet.
Ergebnisse

Es konnten erhdhte STAT1, STAT2 und IRF9 Molekile in allen T- und B-Zellsubpopula-
tionen von Patient:innen mit milder und schwerer COVID-19 Erkrankung im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe festgestellt werden. Interessanterweise zeigten schwere CO-
VID-19 Verlaufe eine Tendenz zu niedrigeren IFN-Signalwegmolekilen im Vergleich zu
leichteren Verlaufen. Nach 48h IFNa und IFNy Stimulation fanden sich deutlich erhdhte
STAT1 Proteine in Gesunden und in milden COVID-19 Erkrankten. Diese Erhdhung fiel

bei schweren COVID-19 Verlaufen weniger deutlich aus.

Im zweiten Teil wiesen pSS Patient:innen in den meisten T- und B-Zellsubpopulationen
erhohte Werte von Molekilen des IFN-Signalweges auf. Zuséatzlich lag bei pSS Pati-
ent:innen im Vergleich zu HDs ex vivo im Grundzustand ein geringeres Verhdltnis von
phosphoryliertem STAT1 und STAT2 zum entsprechenden unphosphorylierten Protein
vor. Gleichzeitig zeigten B-Zellsubpopulationen von pSS Patient:innen erhdhte STAT1
Phosphorylierungen nach IFN-Stimulation. Hohe STAT1- und IRF9-Konzentrationen in
B-Zellen beim pSS waren signifikant mit einer Hypergammaglobulindmie sowie mit Anti-
SSA Autoantikorpern verbunden. Des Weiteren konnte STAT1 als Biomarker zur Identi-

fikation von pSS Patient:innen mit extraglanduldren Manifestation genutzt werden. Die
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IRF9-Werte korrelierten in T- und B-Zellsubpopulationen mit dem Krankheitsaktivitatsin-
dex (ESSDAI).

Schlussfolgerung

Insgesamt zeigt die vorliegende Dissertation, dass bei Patient:innen mit COVID-19 Er-
krankung ein aktivierter IFN-Signalweg in T- und B-Zellen vorliegt, welcher in schweren
COVID-19 Verlaufen reduziert ist.

Es konnte beim pSS eine verstarkte chronische IFN-Signalwegaktivierung in T- und B-
Zellen gefunden werden. Diese Dauerstimulation spiegelt sich in erhdéhter serologischer
Autoimmunitat wider. Zuséatzlich konnte STAT1 als Biomarker fur extraglandulare pSS
Manifestationen identifiziert werden, wahrend IRF9-Werte als Biomarker fur die Krank-

heitsaktivitat eingesetzt werden kdnnen.
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Abstract

Introduction

Interferons (IFN) are essential in the viral immune defence of Sars-CoV 2 viruses as well
as in the pathogenesis of autoimmune diseases such as Sjogren's disease (SjD). At the
same time the cells of the adaptive immune system are significantly involved in the spe-
cific viral immune defence. On the other hand, B cells play an important role in the path-

ophysiology of S|D.
Methods

Peripheral T and B cell subsets of COVID-19 patients, SjD patients and healthy controls
(HDs) were analyzed for their expression levels of IFN signaling molecules (STAT1/2,
IRF1, IRF9) in T and B cell subsets. In addition, the phosphorylation sites were analyzed
after IFN stimulation. Disease activity, associated clinical and serological characteristics

were also evaluated.
Results

Increased STAT1, STAT2 and IRF9 molecules were detected in all T and B cell subsets
of patients with mild and severe COVID-19 disease compared to the healthy control
group. Interestingly, severe COVID-19 courses showed a tendency towards lower IFN
signaling pathway molecules compared to milder courses. After 48h of IFNa and IFNy
stimulation, significantly increased STAT1 proteins were found in healthy individuals and
in mild COVID-19 patients. This increase was not as pronounced in severe COVID-19

cases.

In the second part, SjD patients showed increased levels of IFN signaling pathway mole-
cules in most T and B cell subsets. In addition, SjD patients had a lower ratio of phos-
phorylated STAT1 and STAT2 to the corresponding unphosphorylated protein compared
to HDs ex vivo. At the same time, B-cell subsets of SjD patients showed increased STAT1
phosphorylation after IFN stimulation. High STAT1 and IRF9 levels in B cells in SjD were
significantly associated with hypergammaglobulinaemia and Anti-SSA autoantibodies.
Furthermore, STAT1 could be used as a biomarker to identify SjD patients with extraglan-
dular manifestations. IRF9 values correlated with the EULAR Sjogren's syndrome dis-

ease activity index (ESSDAI) in T and B cell subsets.
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Conclusion

Overall, the present work shows that patients with COVID-19 disease have an activated
IFN signaling pathway in T and B cell subsets, which is disrupted in severe COVID-19

courses.

S|D patients show increased chronic IFN signaling pathway activation in T and B cell
subsets, which maintains permanent stimulation of T and B cells. This is reflected in in-
creased serological autoimmunity. In addition, STAT1 was identified as a biomarker for
extraglandular SjD manifestations, while IRF9 values could be used as a biomarker for

disease activity.
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1. Einleitung

1957 entdeckten die beiden Virologen Alack Isaacs und Jean Lindemann das Zytokin
Interferon (IFN) (1). Seitdem wurden zahlreiche physiologische als auch pathologische
Erkenntnisse im Zusammenhang mit IFN verdffentlicht. Bisher wurden 21 Interferonun-
tergruppen (u.a. IFNa und IFNy) beschrieben, welche sich in drei gro3e Interferonklassen
(Typ I, I, 1) unterteilen lassen. Je nach Interferonklasse werden unterschiedliche Re-
zeptoren und Signalwege aktiviert und fihren zur Expression von bis zu tausenden IFN
stimulierter Genen (ISGs) (2).

Physiologisch nehmen dabei Interferone eine zentrale Rolle in der viralen Immunantwort
ein und dienen als Modulator des Immunsystems. Auf der anderen Seite wird eine patho-
logisch erhohte Interferonaktivitat mit der Entstehung und Aufrechterhaltung von Autoim-
munerkrankungen in Zusammenhang gebracht. Dies gilt insbesondere fir Autoimmuner-
krankungen aus dem Formenkreis der Kollagenosen, wie dem systemischen Lupus
Erythematodes (SLE) und dem primaren Sjogren Syndrom (pSS).

Im Rahmen dieser Dissertation wurde der Interferonsignalweg in T- und B Zellsubpopu-
lationen in der viralen Erkrankung Covid-19 und in der Kollagenose priméares Sjogren

Syndrom naher untersucht.

1.1. Der Interferon-Signalweg

Interferone binden extrazellular an Interferon-Rezeptoren und initileren eine intrinsische
Signalkaskade. Diese klassische Signalkaskade beruht auf der Aktivierung der Rezepto-
ren durch IFN und einer ausgelosten Phosphorylierungssignalkette (2, 3).

Typ | Interferone (u.a. IFNa) binden an die oberflachlichen IFN-alpha-Rezeptorketten und
initiieren dadurch eine Autophosphorylierung der assoziierten Janus kinases 1/Tyrosine
kinases 2 (JAK1/Tyk2). Dies fuhrt zur Phosphorylierung von Signal Transducers and Ac-
tivators of Transcription 1 (STAT1) und STAT2, welche als phosphorylierte
(P)STAT1/pSTATZ2 Heterodimer mit Interferon regulatory factor 9 (IRF9) interagieren (2).
Dieser Komplex wird als Interferon-stimulated Gene factor 3 (ISGF3) bezeichnet und ge-
langt zum Nukleus, wo er spezifisch am IFN-stimulated response element (ISRE) bindet
und zahlreiche Interferon assoziierte Gene aktiviert (2).

Typ Il IFN (u.a. IFNy) binden an den IFN gamma-Rezeptor und initiieren eine Autophos-
phorylierung der JAK1/JAK2-assozierten Rezeptorkinasen. Anschlielend wird STAT1
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phosphoryliert und bildet pSTAT1/pSTAT1 Homodimere, welche in den Nukleus wandern
und dort an der IFN gamma-activated site (GAS) Element binden und die Transkription
zahlreicher IFN assoziierter Gene (ISGs) ausldsen (2, 3).

Daruber hinaus wird die Transkription Interferon-induzierter Gene durch verschiedene
weitere IRFs reguliert. Unter anderem induzieren Typ | und Il Interferone den Interferon-

regulatory factor 1 (IRF1), welcher daraufhin mehrere ISGs beeinflusst (4).

type | IFN: IFN a type Il IFN: IFN y
®_o ®_o
&) [ J
& @
—
[ stam1 ) l ( star2 ) ( stam ) | " sTAT1 )
P P B —p

STAT1

STAT2 )
STAT1 )
STAT1

152 PROVOVOVNORVOVON 685 )0

Abbildung 1. Schematische Darstellung der Typ | und Il IFN Jak/STAT Signal-
kaskade in der Zelle.

Tyrosine Kinase 2 (Tyk2); Janus Kinase 1, 2 (JAK1, JAK?2); Signal Transducer and Tran-
scription 1, 2 (STAT1, STAT2); phosphorylated (P); Interferon Regulatory Factor 9 (IRF9);
IFN-stimulated response elements (ISRE); IFNy-activated site (GAS). Quelle: Original-
abbildung aus Ritter et al., 2024 (5).
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1.2. Interferone in der viralen Immunantwort bei COVID-19

In der physiologischen antiviralen Immunabwehr des angeborenen Immunsystems spie-
len Interferone eine entscheidende Rolle. Zu Beginn werden sie mal3geblich von Virus
infizierten Zellen und spater in gro3er Menge von plasmacytoid dendritic cells (pDCs)
produziert, den Hauptproduzenten von IFNa im Menschen (6).

Intrazelluldre Pattern recognition receptors (PRRs) erkennen pathogen-asscoiated
molecular patterns (PAMPS). Im Falle von Viren sind dies Nukleinsduren. Dies geschieht
durch endosomale Toll-like Rezeptoren (TLRs), insbesondere TLR3, 7 und 9, zytosoli-
sche RIG-I-like-receptors und zytosolische zyklische GMP-AMP Synthase (cGAS) (7).
Als Folge der Aktivierung kommt es unter anderem Uber verschiedene Kinasen zur Akti-
vierung der Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7, welches zur Produktion von Interfero-
nen und weiteren Zytokinen fuhrt (7). Durch die Produktion von Interferonen kommt es
zur Aktivierung von hunderten, so genannter Interferon-stimulierter Gene, welche in der
direkten antiviralen Abwehr, der Rekrutierung von Immunzellen, der Verhinderung von
viraler Replikation und in der Expression und Hochregulierung von Histokompatibilitats-
komplexen (MHC-I und MHC-II) beteiligt sind (8).

All diese Funktionen werden durch IFN Rezeptoren und folgender Aktivierung des IFN
Signalweges in den Zellen gesteuert und reguliert. Fehler in diesem komplexen Zusam-
menspiel kdnnen zu einer gestorten viralen Clearance mit schwereren Krankheitsverlau-
fen oder zu UberschieRenden Immunantworten, einschlief3lich autoinflammatorischer
Antworten, fuhren.

Wahrend der ab Februar 2020 auftretenden COVID-19 Pandemie nahm die kbrpereigene
virale Immunabwehr eine zentrale Rolle ein. Dies war auch darauf zuriickzufihren, dass
zu Beginn der Pandemie keine bestehende Grundimmunisierung gegen SARS-CoV 2
Viren in der Bevolkerung vorhanden war und Vakzinierungen noch nicht verfigbar waren.
Diese besondere Situation bot die einmalige Chance in gro3eren Kohorten primare In-
fektionen eines bis dahin unbekannten viralen Erreger zu analysieren. Die klinischen Ver-
laufe von SARS-CoV-2 Infektionen reichten von asymptomatischen Infektionen Uber
milde sowie schwere Erkrankungsverlaufe bis hin zu letalen Verlaufen. Neben Risikofak-
toren wie dem Alter oder Ubergewicht konnten auch Defekte in der Interferon Immunan-
twort festgestellt werden. Dabei wurden schwerere Verlaufe im Zusammenhang mit an-

geborenen Genfehlern in Interferon assoziierten Genen (z.B. IRF7, IRF3 und IFNAR1)
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beschrieben (9). Zusatzlich konnte in 2,6% der Frauen und in 12,5% der M&nner neutra-
lisierende Autoantikérper gegen Interferone detektiert werden, welche zu einer vermin-
derten IFN-Aktivitat fihrten und lebensbedrohliche COVID-19 Erkrankungen hervorriefen
(10). Wie sich die unterschiedlichen klinischen Manifestationen auf die IFN Signal-
kaskade des adaptiven Immunsystems, insbesondere T- und B-Zellsubpopulationen,
auswirken, ist bisher unklar. Teile dieser Dissertationsarbeit befassen sich daher mit dem
Interferonsignalweg in T- und B-Zellsubpopulationen bei Patient:innen mit milder und
schwerer COVID-19 Erkrankung (11).

1.3. Die Rolle der Interferone bei Autoimmunerkrankungen

Neben der protektiven und physiologischen Rolle des Interferons bei der viralen Abwehr,
wurde in den letzten Jahren auch eine pathologische und Gberstimulierende Wirkung von
Interferonen insbesondere bei Autoimmunerkrankungen beschrieben.

In dem Zusammenhang sind fur verschiedene Autoimmunerkrankungen erhohte IFN
Konzentrationen, Gberexprimierte IFN stimulierte Gene und Zusammenhange mit schwe-
reren Krankheitsverlaufen beschrieben worden (12, 13). Insbesondere bei Erkrankungen
aus dem Formenkreis der Kollagenosen (u.a. SLE und pSS) detektieren endoso-
male/lysosomale TLR7/9 PRPs koérpereigene single-stranded Ribonukleinsauren
(ssRNA) und double-stranded Desoxyribonukleinsduren (dsDNA) Immunkomplexe, wel-
che zu einer Uberschie3enden Interferonproduktion fuhren (14).

In diesem Rahmen konnte gezeigt werden, dass Siglec-1 (CD169) auf CD14" Monozyten
mit der IFNa Konzentration in SLE Patient:innen korreliert (15). Seitdem wird Siglec-1 als
Interferon- und Krankheitsaktivitditsmarker im SLE und auch zur Unterscheidung von Or-
ganbeteiligungen im pSS genutzt (16, 17). Neuere Studien konnten zuséatzlich Molekule
des Interferonsignalweges in Lupus B-Zellen untersuchen und bieten so moderne Bio-
marker an (18).

Insgesamt kommt den Interferonen in rheumatologischen Autoimmunerkrankungen eine
wesentliche Rolle zu, es bedarf jedoch einer genaueren molekularen Untersuchung und

Einordnung in der komplexen Pathophysiologie.
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1.4. Das primére Sjogren Syndrom

Das primére Sjogren Syndrom (pSS) stellt dabei eine Autoimmunerkrankung aus dem
Formenkreis der Kollagenosen dar und tritt mit einer Pravalenz von ca. 0,01% - 0,05%
auf (19). Auch beim pSS ist eine erhéhte Interferonsignatur beschrieben und ist ein wich-
tiger Faktor in der Pathophysiologie (13, 20). Charakteristisch fur die Erkrankung ist eine
Lymphozyten Infiltration in die Speichel- und Trénendrisen, die zu einer lokalen Inflam-
mation und Destruktion der Driuse fuhrt. Dies fuhrt bei Patient:innen zur klassischen
Sicca-Symptomatik bestehend aus einem trockenen Mund und Augen (Stomatitis sicca
und Konjunktivitis sicca). Begleitend kénnen bei Patient:innen Komorbiditaten wie Fati-
gue, Angst und Depression auftreten, die mit einer erheblichen Krankheitslast und Verlust
an Lebensqualitat einhergehen. Neben einer auf die Sicca Symptomatik beschrankten
Krankheitsaktivitat treten bei 30-40% der pSS Félle auch systemische, so genannte
extraglandulare, Manifestationen auf (21, 22). Diese kdnnen verschiedene Organsys-
teme betreffen, unter anderem die Gelenke und die Nieren und kénnen im Krankheitsak-
tivitatsindex (European Sjogren Syndrome Disease Activitiy Index = ESSDAI) erfasst wer-
den (23). Zu beachten ist auch das deutlich erhdhte Risiko ein B-Zell-Non-Hodgkin-Lym-
phom zu entwickeln (ca. 5% aller pSS Patient:innen) (19, 24).

Charakteristisch und Teil der American College of Rheumatology/European League
Against Rheumatism classification criteria sind die Anti-SSA/Ro Autoantikérper, welche
in 33-74% bei pSS Patient:innen vorkommen (25). Weitere serologische Auffalligkeiten
sind Anti-SSB/La Antikérper, ANA-Titer, Rheumafaktoren und eine Hypergammaglobu-
linamie (26). Therapeutisch steht die Symptomlinderung mittels Augentropfen und Spei-
chel-Ersatzprodukten im Vordergrund, wéhrend bei systemischer Beteiligung aktuell nur
unzureichend unspezifische medikamenttse Ansatze zur Verfiigung stehen (u.a. Hydro-
xychloroquin oder Glukokortikoide) (27).

1.5. DieRolle des Interferons in der Pathophysiologie des primaren Sjogren Syn-

droms

Die Pathophysiologie des pSS beruht zum grof3en Teil auf einer pathologischen B-Zell
(Hyper-)Aktivitat und einer gesteigerten Interferonsignatur.
Hypergammaglobulindmie, antinukledre Antikérper (ANAs) und Anti-SSA/Anti-SSB

Autoantikdrper deuten auf eine pathologische Aktivitat von B-Zellen und einen
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immunologischen Toleranzverlust hin (28). Zusétzlich sind Verdnderungen in der
Verteilung von B-Zellsubpopulationen im peripheren Blut beschrieben worden. Beim pSS
finden sich erhohte Frequenzen von naiven B Zellen und gleichzeitig erniedrigte pre-
switched- und switched-memory B Zellen (29). Aul3erdem sind die Expansion und
Aktivitat von autoreakiven B-Zellen im Blut und Gewebe bei Patient:innen mit pSS
beschrieben worden (30).

Neben den B-Zellen kommt dem Interferon eine weitere wesentliche Rolle in der
Pathophysiologie des pSS zu. Das Vorhandensein von IFN-Signaturgenen und die
Aktivierung des IFN-Systems gelten als Schlisselmechanismen in der Pathogenese des
PSS (20, 31). Zahlreiche Studien konnten die Uberexpression von IFN-induzierten Genen
in Speicheldrisengewebe und peripheren Immunzellen beschreiben (13, 32, 33) und mit
schwereren Erkrankungsverlaufen in Zusammenhang bringen (13, 34).

Daten zu IFN-Signalproteinen in verschiedenen T- und B-Zellsubpopulationen fehlen
jedoch und die Schnittstelle zwischen beiden pathophysiologischen Hauptmerkmalen ist

bis jetzt kaum untersucht.

1.6. Asymptomatische Anti-SSA Frauen und das Risiko fur einen kongenitalen

Herzblock bei Schwangerschaften

Autoantikdrper gegen SSA/Ro sind charakteristisch fir das primare Sjogren Syndrom,
kénnen jedoch auch in gesunden, asymptomatischen Personen auftreten. Im Falle einer
Schwangerschaft konnen Anti-SSA Antikdrper Uber die Plazenta an das ungeborene Kind
weitergegeben werden. Dort l6sen sie eine Fibrosierung des Reizleitungssystems aus.
Dieses kann zu einem AV-Block Grad I-1ll, einem sogenannten kongenitalen Herzblock
(CHB), fuhren (35). Dabei handelt es sich um eine seltene Komplikation, mit einer Pra-
valenz von 1:20.000 Geburten (35). Zuséatzlich zum Anti-SSA Autoantikdrper, spielen Typ
I Interferone eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie des CHBs (36). Die Identifizie-
rung und das Monitoring dieser seltenen Komplikation bleiben herausfordernd, da insbe-
sondere asymptomatische Frauen mit Anti-SSA+ Autoantikdrpern héufig erst durch
Schwangerschaftskomplikationen wie Aborte, Totgeburten und kongenitalen Herzblock
medizinisch auffallen. Lisney et al. zeigte bereits, dass Siglec-1 als IFN Typ | Signatur-
marker in CHB-Schwangerschaften erhoht ist und als Risikomarker fur diese Konstella-
tion dient (36). Es bedarf jedoch weiterer genauerer Untersuchungen dieser seltenen

Komplikation.



Einleitung 11

1.7. Therapeutische Optionen der Interferon-Blockierung und ihre Limitationen

Die prominente Interferonsignatur im pSS und deren Assoziation zu schwererer Krank-
heitsaktivitat hat dazu gefuhrt, dass sich aktuell moderne Therapieansatze auf die Beein-
flussung von Interferonen konzentrieren (37). Eine grol3e Herausforderung stellt dabei
die Heterogenitat der Erkrankung dar und die Frage, welche pSS Subgruppen von wel-
cher Therapie profitieren kénnten. Des Weiteren wird versucht, durch moderne moleku-
lare Untersuchungen neue Zielstrukturen zu identifizieren und Therapiestrategien zu ent-
wickeln, die sich spezifischer an der Pathophysiologie orientieren.

Insgesamt legen meine und andere Daten nahe, Interferone, IFN-Rezeptoren und Sig-
nalkaskaden therapeutisch zu adressieren. Mdgliche Zielstrukturen umfassen freie Inter-
ferone, den IFNa-Rezeptor mittels Anifrolumab, sowie JAK1- (Filgotinib) und TYK2-Inhi-
bitoren (Deucravacitinib). Erste Ergebnisse von einer randomisierten Phase Il Studie, die
Filgotinib (JAK1-Inihibitor), lanraplenib (SYK-Inhibitor) und Tirabrutinib (BTK-Inhibitor) in
Patient:innen mit Sjogren Syndrom untersuchte, zeigten jedoch keine Reduktion der
Krankheitsaktivitat und verfehlten so den priméren Endpunkt (38). Klinische Studien
kénnten somit von gezieltem Patienten:inneneinschluss, z.B. durch die Unterscheidung
von pathophysiologischen Subgruppen und einem studienbegleitenden IFN-Monitoring,
profitieren.

Zusammenfassend ist die Therapie beim pSS bisher unzureichend bzw. unbefriedigend.
Es besteht weiterhin ein grof3er Bedarf fur Therapien, die Uber die alleinige Symptombe-
handlung hinaus gehen. Insbesondere die Aufschliisselung der beteiligten B-Zellen und

der Interferonsignalkaskade lassen auf moderne zielgerichtete Therapeutika hoffen.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung maoglicher therapeutischer Zielstrukturen
im IFN Signalweg.

Interferon-alpha-Rezeptor (IFNAR), Janus kinase 1 (JAK1), Tyrosine kinase 2 (TYK2),
signal transducer and transcription 1, 2 (STAT1, STAT2), Phosphoinositid-3-Kinase
(PI3K), serine-threonine Kinase (AKT), mammalian Target of Rapamycin (mTOR), inter-
feron regulatory factor 9, 3, 7 (IRF9, IRF3, IRF7), Interferon-stimulated-Genes (ISG), IFN-
stimulated response elements (ISRE), IFNy activated site (GAS), Histone Deacetylase
Superfamilie (HDAC3), endoplasmatisches Retikulum (ER). Quelle: Originalabbildung
aus Verstappen et al., 2023, mit freundlicher Genehmigung vom Springer Nature Verlag
(37).
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1.8. Spezifische Fragestellung

Im Fokus dieser experimentellen Doktorarbeit steht daher die Untersuchung des Interfe-

ronsignalweges in T- und B-Zellsubpopulationen.

Dabei wurden zuerst Patient:innen mit COVID-19 analysiert, um die Rolle des Interferons
in der antiviralen Immunabwehr von Sars-CoV 2 Infektionen und dessen Verhdltnis zu
den klinischen Verlaufen zu untersuchen (Publikation 1: Rincon-Arevalo H, Aue A, Ritter
J et al. (2022) (11)).
Spezifische Fragen:
o Wie lauft die Interferon Signalkaskade (STAT1, STATZ2, IRF9) in Zellen des adap-
tiven Immunsystems bei COVID-19 Erkrankten ab?
¢ Gibt es abhangig von der Schwere der Erkrankung Unterschiede in diesem intra-
zellularen Signalweg?
e Wie verhalt sich der IFN Signalweg in Zellen von gesunden Kontrollen bei ver-

schiedenen IFN Stimulationen?

Ein weiterer Hauptschwerpunkt lag auf der Untersuchung des IFN-Signalweges in T- und
B-Zellsubpopulationen bei Patient:innen mit einem primaren Sjogren Syndrom. Dabei
sollte erstmalig die Schnittstelle aus beiden wichtigen pathophysiologischen Merkmalen
auf Proteinebene untersucht werden und mit der B-Zell Aktivitat und klinischen Merkma-
len in Verbindung gebracht werden (Publikation 2: Ritter J et al. (2024) (5)).
Spezifische Fragen:

e Wie funktioniert der IFN Signalweg in T- und B-Zellsubpopulationen bei primaren

Sjogren Syndrom Patient:innen?

o Wie tragt die IFN-Signaltbertragung zu den verschiedenen pSS-Merkmalen bei?

e Lassen sich therapeutische Zielstrukturen oder neue Biomarker identifizieren?

¢ Wie verhalt sich der IFN Signalweg bei Anti-SSA positiven gesunden Frauen (,at-

risk“) im Vergleich zu Frauen mit einem diagnostizierten Anti-SSA positiven pSS?

Fur beide Publikationen wurde auf Blutproben basierende Immunphé&notypisierungen mit-
tels Durchflusszytometer-Analysen, Isolierungen von Zellen und Stimulationsexperimen-

ten durchgefuhrt und mit klinisch-serologischen Parametern korreliert und verglichen.
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2. Methodik

2.1. Patient:innenkollektiv und Blutproben

Fir die Publikation Rincon-Arevalo H, Aue A, Ritter J et al. (2022) konnten insgesamt 30
COVID-19 Patient:innen rekrutiert werden (11). Diese liel3en sich unterteilen in milde CO-
VID-19-Erkrankte (n=17), welche nicht hospitalisiert werden mussten und schwere CO-
VID-19-Erkrankte (n=13), welche auf der Intensivstation behandelt wurden. Von den 13
Patient:innen mit schweren Verlaufen verstarben 6 Patient:innen aufgrund der COVID-
19 Erkrankung. Zusétzlich wurden 20 gesunde Kontrollen analysiert. Alle Teilnehmer:in-
nen oder deren gesetzlichen Vertreter:innen gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Die
Studie wurde von der Ethikkommission der Charité - Universitatsmedizin Berlin (Nummer
der ethischen Genehmigung EA2/066/20 Pa-Covid-19) genehmigt.

Tabelle 1. Studienpopulation der Publikation Rincon-Arevalo H, Aue A, Ritter J et
al. (2022).

Milde COVID-19 Schwere COVID-19 | Gesunde Kontrolle
Erkrankte Erkrankte
Anzahl (n) 17 13 20
Alter (median) 47,5 61 35
Geschlecht (w; m) 7w; 10m 1w; 12m 14w; 6m

Quelle: eigene Abbildung.

Fir die Publikation Ritter J et al. (2024) konnten insgesamt 34 Patient:innen mit einem
priméren Sjogren Syndrom eingeschlossen werden (5). Alle pSS Patient:innen erfillten
die ACR/EULAR-Kriterien (25). Die pSS Patient:innen konnten weiterhin entsprechend
der klinischen Manifestationen in zwei Untergruppen unterteilt werden. Eine Gruppe wies
eine ausschliel3lich glandulare (GL) Symptomatik (Sicca-Symptome) auf. Die andere
Gruppe wies zusatzlich systemische/extraglandulare (EGL) Manifestationen (z.B. Arhtri-
tis, Nephritis) auf. Die Krankheitsaktivitat wurde mit dem European Sjogren Syndrome
Disease Acitivity Index (ESSDAI) gemessen (39). Die Kohorte umfasste 13 Patient:.innen
mit glanduldren Manifestationen mit einem mittleren ESSDAI von 3,0 und 21 Patient:in-

nen mit extraglandularen Manifestationen mit einem mittleren ESSDAI von 7,23.
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Alle Teilnehmer gaben ihr schriftliches Einverstandnis, und die Studie wurde von der
Ethikkommission der Charité - Universitatsmedizin Berlin (Nummer der ethischen Geneh-

migung EA4/051/17) in Ubereinstimmung mit der Erklarung von Helsinki genehmigt.

Tabelle 2: Studienpopulation der Publikation Ritter J et al. (2024).

gesamte pSS Kohorte pSS Subgruppen
Glandulér Extraglandulér
Anzahl (n) 34 13 21
Alter (9, Range) 57 (31-85) 62,2 (36-82) 52,1 (31-85)
Geschlecht (w; m) 32w; 2m 13w; Om 19w; 2m
ESSDAI (@) 51 3 7,2

Quelle: eigene Abbildung.

2.2. Immunph&notypisierung im peripheren Blut

Von allen Patient:innen wurden periphere Blutproben (EDTA antikoaguliert, BD Vacutai-
nersystem, BD Diagnostics, Franklin Lakes, NJ, USA) und Serumproben (BD Vacutai-
nersystem, BD Diagnostics, Franklin Lakes, NJ, USA) gesammelt und diese fur die intra-
zellulare Farbung und durchflusszytometrische Messung vorbereitet. Daflr erfolgte die
Erythrolyse und Fixierung von 500ul frischen Vollblutes unmittelbar nach der Blutent-
nahme mit BD Phosflow Lyse/Fix Buffer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) fur 10 min
bei 37°C. Nach zwei Waschschritten mit kaltem PBS/0,5% BSA/EDTA (autoMACS
Rinsing solution/MACS BSA stock solution, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, NRW,
Germany, Zentrifuge: 310g, 5 min, 4°C) erfolgte die Permeabilisierung mittels BD Perm
Buffer Il (BD Biosciences, San Jose, CA, USA,; 12h, -20°C) und die anschliel3ende Lage-
rung Uber Nacht bei -20°C.

Am folgenden Tag wurden die Zellen erneut zweimal mit PBS/0,5% BSA/EDTA (PBE)
gewaschen und in Brilliant Buffer (BD Horizon, San Jose, CA, USA) re-suspendiert. Nach
der Inkubation mit FcR-Blockierungsreagenz (Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach, NRW,
Deutschland) erfolgte die Farbung mittels Fluorochrom markierter Antikorper.

Fir die IRF9- und STAT2-Analyse wurden die Zellen 30 Minuten lang entweder mit einem
unkonjugierten rabbit-IRF9-Antikdrper (Thermo Fisher, Isotyp rabbit-1gG, Klon 14H9L22,
1:100) oder einem unkonjugierten rabbit-STAT2-Antikorper (Cell Signaling, Isotyp rabbit-
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IgG, Klon D9J7L) inkubiert. Nach 30 min wurden die Zellen gewaschen und mit einem
sekundaren Antikdrper (AF488, donkey-anti-rabbit-lgG, Jackson Immuno Research, Iso-
typ donkey-anti-rabbit-IgG, polyklonal, 1:100) inkubiert und weitere 30 Minuten gefarbt.
Alle anderen Fluorochrom markierten Antikorper wurden fir eine Stunde inkubiert und
dann mit PBS/0,5% BSA/EDTA (PBE) gewaschen.

2.2.1. Antikorperliste

Tabelle 3 und 4 stellen die Antikdrperlisten fur relevante Expressionsmolekile fur zwei
verschiedene Zell-Phanotypisierungen dar.

Tabelle 3 mit CXCR5, CD38, CD11c, CD24 und CD10 beinhaltet eine besonders detail-
lierte B-Zell-Phanotypisierung, wahrend Tabelle 4 eine Farbung mit weiteren T-Zell spe-
zifischen Markern (CD3, CD4, CD8) auffuhrt.

Tabelle 5 enthalt die Antikérperliste mit den untersuchten Molekilen des Interferonsig-

nalweges.

Tabelle 3. Antikdrperliste mit Fluorochrom und Volumen zur genauen Immunpha-

notypisierung von B-Zellsubpopulationen.

B-Zell Farbung

Antikorper Fluorochrom Volumen
CDl1c BU737 1ul
CD14 CD3 BUV395 1ul
CD27 BV785 2ul
CD19 BV711 2,5ul
CD24 BV605 1l
CD10 BV510 5ul
CXCR5 Bv421 5ul
CD95 PE-Cy7 0,5pl
gD PE-CF594 0,1pl
CD38 APC-Cy7 0,1pl

Quelle: eigene Darstellung.
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Tabelle 4. Antikdrperliste mit Fluorochrom und Volumen zur Immunphanotypisie-

rung von T- und B-Zellsubpopulationen.

T- und B-Zell Farbung

Antikdrper Fluorochrom Volumen
CD14 BUV395 1ul

CD3 PE-Cy7 0,5ul
CD4 BV510 1l

CD8 BUV737 0,1pl
CD19 BV711 2,5ul
CD27 BV786 2ul

gD PE-CF594 0,1ul

Quelle: eigene Darstellung.

Tabelle 5: Signalmolekule des Interferonsignalweges.

Signalmolekile des Interferonsignalweges

Antikdrper Fluorochrom Volumen
STAT1 PE 5ul
STAT2 unkonjugiert 0,5ul
IRF9 unkonjugiert 0,5ul
IRF1 PE 2,5ul
pIRF7 APC/AF647 5ul
pSTAT1 Serin 727 APC 2ul
PSTAT1 Tyrosin 701 FITC 7,5u
pPSTAT2 Tyrosin 690 AF647 10ul
Sekundar Antikdrper FITC/AF488 0,128l

Quelle: eigene Darstellung.
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2.2.2. Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrische Analyse wurde mit einem BD FACS LSR Fortessa X-20 (BD
Bio-sciences, Franklin Lakes, NJ, USA) Durchflusszytometer durchgeflhrt. Gemessen
wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat (Median Flourescence Intensity, MFI) der ver-
schiedenen Marker. Um technisch stabile Untersuchungsbedingungen zu garantieren,
wurden Cytometer Setup and Tracking Beads (CST Beads, BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA), sowie Rainbow Calibration Particles (BD Biosciences, Franklin Lakes,
NJ, USA) verwendet. Zur Qualitatskontrolle wurde zu jeder gemessenen Patient:innen-
probe mindestens auch eine gesunde Kontrollprobe gemessen, um maglichst vergleich-

bare Bedingungen in allen Messkohorten zu erhalten.

2.2.3. T-und B-Zellsubpopulationen

Zunéchst wurden Lymphozyten mittels Forward versus Siteward scatter Plot (FSC vs.
SSC) anhand der Gro3e und Granularitat (Komplexitat) identifiziert. Als Nachstes folgte
der Ausschluss moglicher Dubletten mittels FSC-H (H, Height) vs. FSC-A (A, Area) Plot
um nur Single cells weiter zu untersuchen. Danach folgte die Aufteilung in CD3"* T Zellen
und CD19* B Zellen.

Die T-Zellsubpopulationen wurden wie folgt identifiziert: CD3" CD4" T-Zellen (CD3"
CD4"); CD3" CD8" T-Zellen (CD3* CD8"); CD3" CD4" CD8" T-Zellen (CD3* CD4" CD8")
und CD3" CD4 CD8" doppelt negative (DN) T-Zellen (CD3* CD4 CD8). (Gating-Strate-
gie in Abb. 1B).

Die B-Zellsubpopulationen wurden wie folgt identifiziert: naive- (CD19* CD20" CD27
IgD"); pre-switched memory- (psw; CD19* CD20" CD27* IgD"); conventional memory-
(mem; CD19" CD20" CD27" IgD"); doppelt negative- (DN; CD19" CD20* CD27 IgD") B-
Zellen und Plasmablasten (PB; CD19* CD20"°" CD27*").



Methodik 19

] s T o

>

Q

< | T a
8 8 8 CO19+
m LL U 108
CD19 BV7 1wy

CD19+ CD20+

P~ Ty Ty

& R R

3 2 @

l.'ﬂ M~ [ )

© ™~ ™~
(] 3 i 03 o 0 e a3
U s K 453 U U 2,70 To7
CD4 BV510 =—p CD20 BV421 =—p IgD PE-CF594 =—p

Abbildung 3: Gating-Strategie der Durchflusszytometrie.

Mittels FSC vs. SSC und FSC-H vs. FSC-A werden Lymphozyten isoliert und Doubletten
ausgeschlossen. Danach folgt die Aufteilung in CD3™ T Zellen und CD19" B Zellen.
CD3" T-Zellen kénnen weiterunterteilt werden: CD3* CD4" T-Zellen (CD3" CD4"); CD3"
CD8* T-Zellen (CD3* CD8'); CD3* CD4* CD8* T-Zellen (CD3* CD4* CD8") und CD3"
CD4 CD8 doppelt negative T-Zellen (CD3" CD4 CD8"). CD19" B-Zellen kénnen weiter-
unterteilt werden: naive- (CD19" CD20" CD27" IgD"); pre-switched memory (psw; CD19"*
CD20" CD27" IgD"); conventional memory- (mem; CD19* CD20" CD27" IgD"); doppelt
negative- (DN; CD19" CD20*" CD27 IgD’) B-Zellen und Plasmablasten (PB; CD19"
CD20"¥ CD27*'"). Quelle: modifizierte Abbildung aus Ritter et al., 2024 (5).

2.3. Siglec-1 Expression auf CD14" Monozyten

Zur Bestimmung von Siglec-1 (CD169) wurden 200 ul frisches Vollblut mit 2 mI BD Pharm
Lyse (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) fur 15 min lysiert. Es folgten zwei
Waschschritte mit 3 ml PBS/0,5% BSA/EDTA (autoMACS Rinsing solution/MACS BSA
stock solution, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, NRW, Germany, Zentrifuge: 310g, 5
min, 4°C). Danach wurde mittels FcR-Blockierungsreagenz (Miltenyi Biotec, Bergisch
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Gladbach, NRW, Germany) fur 5 min bei Raumtemperatur (RT) eine unspezifische Bin-
dung zu IgG-Fc-Rezeptoren verhindert. Nachfolgend wurde die Immunphanotypisierung
durchgefihrt und folgende Antikérper fir 15 min bei 4°C genutzt: Anti-CD3-PB, Anti-
CD19-PECy7, Anti-CD20-BV510, Anti-CD27-FITC, Anti-CD14-APCH7 und Anti-Siglec-
1-APC. Es folgte ein letzter Waschschritt mit 3 ml PBS/0,5% BSA/EDTA. Kurz vor der
durchflusszytometrischen Messung erfolgte die Zugabe von DAPI (4',6-Diamidin-2-phe-
nylindol) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, 1 yl von 300nM). Die Messung erfolgte an dem
Druchflusszytometer BD FACS Canto Il (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA).

2.4. Gewinnung von PBMCs mittels Ficoll-Losungen

Mononukleare Zellen aus peripherem Blut (peripheral blood mononuclear cells = PBMCs)
wurden aus Vollblut durch Dichtegradientenzentrifugation mittels Ficoll-Paque PLUS (GE
Healthcare Bio-Sciences, Chicago, IL, USA) gewonnen. Dafur wurde EDTA-Vollblut mit
PBS verdinnt und Uber Ficoll Pague PLUS geschichtet. Anschlie3end erfolgte eine Zent-
rifugierung ftr 20 Minuten mit 1800 rpm ohne Bremse. Gefolgt von zwei Waschschritten
(1400 rpm, 10 min, RT) wird die Zellzahl mittels Horiba ABX Micros 60 (Horiba, Kyoto,
Japan) bestimmt. Abbildung 4 zeigt die schematische Isolierung von PBMC Zellen aus

Vollblut und die Auftrennung nach der Zentrifugation.

36ml Zell —— Plasma
Ldsung
—1— PBMCs
—1— Ficoll
14ml Ficoll Erythrozyten und
Ldsung Granulozyten

>

Zentrifugation

Abbildung 4:Schematische Darstellung der Gewinnung von PBMC Zellen aus Voll-
blut.

Quelle: eigene Abbildung.
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2.5. Funktionelle Analysen durch IFNa und IFNy Stimulationsexperimente

Zur weiteren Untersuchung der relevanten Phosphorylierungsstellen von STATL1
(pSTAT1 Tyrosin 701) und STAT2 (pSTAT2 Tyrosin 690) Molekulen wurden Stimulati-
onsexperimente mit IFNa und IFNy durchgefihrt und die Zellen fir 30 min und fur 48h

stimuliert.

2.5.1. Kurzzeitstimulation

Insgesamt wurden die isolierten PBMCs (1 Mio. Zellen) in 100 yl RPMI Medium (Gluta-
MAX, Life Technologies, Paisley, UK) tberfuhrt und mit IFN-a2a (100 ng/mL) (rekombi-
nant human, Miltenyi) oder IFN-y1b (100 ng/mL) (rekombinant human, Miltenyi) fir jeden
Zeitpunkt separat stimuliert. Die Stimulation wurde nach 2, 5, 8, 15 und 30 Minuten durch
Fixierung gestoppt. Daraufhin wurden die Zellen geerntet, gewaschen, lysiert, permeabi-
lisiert und mit dem oben beschriebenen Protokoll und Féarbungen inkubiert und durch-

flusszytometrisch analysiert.

2.5.2. 48h Langzeitstimulation

Die Langzeitstimulation erfolgte mittels Zellkultur, bei der Medium (RPMI,10% Fetal Bo-
vine Serum und 1% Penicillin/Streptomycin, Gibco by lifetechnologies/Thermo Fisher,
Paisley, Scotland) mit IFNa oder IFNy (jeweils 5 ng/ml) genutzt wurden und fir 48 Stun-
den stimuliert wurden. Nach 48 Stunden wurden die Zellen dann geerntet, gewaschen

und wie oben beschrieben analysiert.

2.6. Statistik

Die erhobenen Daten der Durchflusszytometrie wurden mittels FACSDiva-Software (Bec-
ton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) und FlowJo-Software (Version 10.6.1, TreeStar,
Ashland, OR, USA) ausgewertet. Die graphische und statistische Datenanalyse erfolgte
mit GraphPad Prism (Version 9.00, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) und R (Ver-
sion), einschlief3lich des Corrplot-Pakets (R Foundation for Statistical Computing, Ver-

sion).
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Die statistische Signifikanz zwischen zwei stetigen, nicht-gepaarten, nicht-normalverteil-
ten Variablen/Gruppen wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test (MWU) und fur zwei ge-
paarte Gruppen mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test berechnet. Fir die Analyse
von mehr als zwei Gruppen (Mehrfachvergleiche) wurde der One-Way ANOVA Test
(Kruskal-Wallis Test) gefolgt vom post-huc mehrfach vergleichenden Dunn’s Test ver-
wendet. Korrelationsanalysen wurden mittels Spearman-Korrelationskoeffizient durchge-
fahrt. Korrelationsmatrizen wurden mittels R und corrplot package berechnet und visua-
lisiert. Zur Bestimmung der Sensitivitat, Spezifitdt und der Cut-off Werte fur STAT1 Bio-
marker wurden Receiver-Operating-Characteristics (ROC)-Kurven erstellt. Die Flache
unter der Kurve (area under the curve (AUC)) wurde errechnet und statistisch signifikante
Unterschiede werden angegeben.

Wenn nicht anders angegeben, stellen die Streuungs- und Balkendiagramme Mittelwerte
mit der Standardabweichung (SD) dar. Als statistisch signifikant werden p-Werte <0,05
gewertet und sind in den Abbildungen wie folgt dargestellt: * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p<
0,001; **** p<0,0001.
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3. Ergebnisse

3.1. Erhohte Interferon Signalmolekile in COVID-19 Erkrankten

Interferone sind von wesentlicher Bedeutung in der antiviralen Immunabwehr des ange-
borenen und adaptiven Immunsystems. Ca. 10% der schweren COVID-19-Erkankten
wiesen neutralisierende Autoantikdrper gegen IFNa und/oder IFN-w auf, wahrend diese
in mild oder asymptomatisch Erkrankten nicht nachweisbar waren (10). Das fehlende IFN
lasst auf eine gestérte antivirale Abwehr schliel3en, welche sich in klinisch schwereren
Verlaufen widerspiegelt.

In der Publikation von Rincon-Arevalo H, Aue A, Ritter J et al. (2022) wurde der Interferon
induzierten JAK/STAT Signalweg in T- und B-Zellsubpopulationen von SARS-CoV-2 In-
fizierten untersucht und mit den Krankheitscharakteristika assoziiert (Abb.5) (11). Es fan-
den sich signifikant erhohte STAT1 Molekile in allen T- und B-Zellsubpopulationen von
mild und schwer COVID-19 Erkrankten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (Abb.
5A und 5B). Interessanterweise zeigten schwere COVID-19 Verlaufe eine Tendenz zu
niedrigeren IFN-Signalwegmolekilen im Vergleich zu leichteren Verlaufen (Abb. 5A, 5B).
In der Publikation wurde dies zusatzlich fir STAT2 und IRF9 dargestellt (11).

Die Hohe der IFN-Signalmolekile (u.a. STAT1) korrelierte mit Siglec-1, einen Typ | IFN
Signatur Marker gemessen auf CD14" Monozyten (****p=0,0001; r=0,7493; Spearman
Korrelation) (Abb.5C).

Um eine chronische IFN-Exposition auf den Signalweg in T- und B-Zellen zu simulieren,
wurden PBMCs 48 Stunden mit IFNa oder IFNy stimuliert. Abbildung 5D zeigt die 48h
IFN-Stimulation in den verschiedenen Kohorten. Bemerkenswert ist die deutlich signifi-
kante Erh6éhung von STAT1 Protein bei Gesunden (IFNa ** p< 0,01; IFNy *** p< 0,001)
und bei mild COVID-19 Erkrankten nach 48 h IFN-Stimulation, welche bei schweren CO-
VID-19 Erkrankten weniger pragnant ausfiel (Abb.5D).

Insgesamt zeigt die Publikation einen aktivierten IFN-Signhalweg in T- und B-Zellsubpo-

pulationen, welcher in schweren COVID-19 Verlaufen gestort scheint (11).
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Abbildung 5: Erhéhte STAT1 Werte bei COVID 19 Erkrankten und in Gesunden

durch Langzeitstimulation mit Interferon.

(A) Expression von STAT1 in CD3*, CD4%, CD8" T Zellen, CD14" Monozyten (B) und in
CD19%, naiven- (naive, CD27", IgD"), psw-Gedachtnis (psw, CD27" IgD"), Gedachtnis-
(mem, CD27" IgD"), doppelt negativen- (DN, CD27 IgD") B Zellen und Plasmablasten
(PB, CD20°" CD27*"). (C) Spearman-Korrelation von STAT1 in CD19* B Zellen mit
Siglec-1 auf CD14* Monozyten. (D) STAT1 in CD19" B-Zellen nach 48h Langzeitstimu-
lation mit Interferon (IFN) alpha und gamma in gesunden Kontrollen, milden und schwe-
ren COVID-19 Erkrankten. Gesunde Kontrolle (HD) in blau; mild COVID-19-Erkrankte in
hellgrau; schwere COVID-19-Erkrankte in dunkelgrau. In Abb.5A, 5B wurde die statisti-
sche Signifikanz mit einem One-Way ANOVA Test (Kruskal-Wallis Test) ermittelt. Abb.5C
Spearman-Korrelation. Abb.5D Wilcoxon Rank Test. Statistisch signifikant nach *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. Quelle: modifizierte Abbildung aus Rincon,
Aue, Ritter et al., 2022 (11).

3.2. STAT1 Werte im Verlauf nach SARS-CoV-2 mRNA Vakzinierung

Im Zuge der COVID-19 Pandemie kamen auch erstmalig mRNA basierte Vakzinierungen

zum Einsatz. Die Translation von SARS-CoV-2 mRNA in antigenprasentierenden Zellen
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fahrt zur Prasentation von Proteinbruchstiicken auf MHC-1 und MHC-II Komplexen. Dies
l6st in der Folge eine zellulare und humorale Immunantwort aus. Der B-Zell-Rezeptor
erkennt das passende MHC Il Peptid und es kommt daraufhin zu einer Aktivierung und
Differenzierung von B-Zellen, in dessen Folge spezifische Antikérper gebildet werden.
Wir konnten erstmalig den intrazelluldren IFN-Signalweg in T- und B-Zellsubpopulationen
nach mRNA-Vakzinierungen in einem Follow-up untersuchen. Blutproben wurden an Tag
0, 7, 14 und 21 nach der ersten Impfung und am Tag 7 nach der zweiten Impfung (Boost,
Tag 28) analysiert. Insbesondere am Tag 7 nach der zweiten Impfung (Tag 28) zeigte
sich ein deutlicher Anstieg von STAT1 in T- und B Zellsubpopulationen (Abb.6A, 6C).
Dieser Anstieg fand sich auch bei IRF9 in T- und B Zellsubpopulationen nach der zweiten
Impfung (Abb.6B, 6D).
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Abbildung 6: STAT1 Werte im Follow-up nach Vakzinierung in T- und B Zellen.

(A) Expression von STAT1 und (B) IRF9 in naiven- (naive, CD27", IgD") und Gedachtnis-
(mem, CD277 IgD") B Zellen. (C) Expression von STAT1 und (D) IRF9 in CD4" und CD8"
T-Zellen an Tag 0, 7, 14 und 21 nach der ersten Impfung und am Tag 7 (Tag 28 nach
erster Impfung) nach der zweiten Impfung in gesunden Kontrollen. Quelle: eigene Abbil-

dung.
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3.3. Erhohte STAT1 Werte bei Anti-SSA positiven, klinisch asymptomatischen

Frauen mit einem erhéhten Risiko fur einen kongenitalen Herzblock

Neben der physiologischen Funktion von Interferonen in der viralen Immunabwehr haben
Interferone auch eine Bedeutung in verschiedenen pathologischen Autoimmunprozes-
sen. Ein Beispiel dafir sind gesunde Frauen, die Trager von Anti-SSA Autoantikérpern
sind. Diese kénnen wahrend einer Schwangerschaft tber die Plazenta an das ungebo-
rene Kind weitergegeben werden und dort einen kongenitalen Herzblock auslosen. Als
weiterer Risikofaktor gilt eine erhéhte Interferonsignatur (36).

Es konnten vorliegend 21 gesunde Frauen, 7 Anti-SSA+ gesunde Frauen (,at-risk“) und
11 Anti-SSA+ Sjogren Syndrom Patientinnen eingeschlossen werden. Von den 7 ,at-risk”
Frauen hatten drei Frauen eine Schwangerschaft mit einem kongenitalen Herzblock.
Insgesamt wiesen ,at-risk“ Frauen im Vergleich zur gesunden Kontrolle signifikant er-
hohte STAT1 Werte in allen untersuchten B-Zell-Subpopulationen auf (Abb.7A). Wah-
rend sich zwischen pSS-Patientinnen und ,at-risk Frauen lediglich ein leichter Trend zu
erhohten STAT1 Werten in pSS-Patientinnen und kein statistisch signifikanter Unter-
schied fand (Abb.7A).

In einem nachsten Schritt wurde die B-Zellverteilung untersucht. Beim pSS sind erhéhte
naive B-Zell Frequenzen und erniedrigte Frequenzen von pre-switched- und switched-
memory B Zellen beschrieben worden (29). Daten zu asymptomatischen Frauen mit po-
sitiven Anti-SSA Autoantikérpern (,at-risk®) fehlen. Somit konnte erstmalig ein Einblick in
die Verteilung von B-Zellsubpopulationen in ,at-risk“ Frauen erlangt werden. Insgesamt
verteilten sich die B-Zellsubpopulationen in ,at-risk“ Frauen ahnlich zu denen von gesun-
den Kontrollen (Abb.7B, 7C). Die Frequenz von naiven B Zellen war erniedrigt in gesun-
den Kontrollen und ,at-risk“ Frauen im Vergleich zu pSS-Patientinnen. Dagegen fand sich
eine erhohte Anzahl an pre-switched-memory- und switched-memory-B-Zellen im Ver-
gleich zu pSS Patientinnen. Interessanterweise war die Frequenz von Plasmablasten in
pSS und in ,at-risk® Frauen signifikant erhéht im Vergleich zu gesunden Kontrollen
(Abb.7B, 7C).
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Abbildung 7: IFN-Signalmolektle und die Verteilung von B-Zellsubpopulationen in
gesunden Anti-SSA positiven Frauen mit einem erh6hten Risiko fir einen kindli-

chen Herzblock.

(A) Expression von STAT1 in naiven- (naive, CD27", IgD"), psw-Gedachtnis- (psw, CD27*
IgD"), Gedachtnis- (mem, CD27" IgD"), doppelt negative- (DN, CD27" IgD") B Zellen und
Plasmablasten (PB, CD20"°% CD27""). (B) Der prozentuale Anteil von naiven-, psw-Ge-
déchtnis-, Gedéachtnis-, DN-B Zellen und Plasmablasten an CD19" B-Zellen fiir Gesunde,
Anti-SSA positive Frauen (at-risk) und pSS Patientinnen als Tortendiagramm und (C) als

Streudiagramm mit statistischer Signifikanz. Gesunde Kontrollen (HD) in blau, gesunde
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Anti-SSA positive Frauen (,at-risk) in Griin und Schwangerschaften mit einem kindlichen
kongenitalen Herzblock in Rot, Sjégren Syndrom Patientinnen (pSS/SjD) in Orange. In
Abb.7A, 7C One-Way ANOVA Test (Kruskal-Wallis Test). Statistisch signifikant nach *p
<0,05; **p = 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. Quelle: eigene Abbildung.

3.4. Jak/STAT Signalweg in T- und B Zellsubpopulationen im priméaren Sjogren
Syndrom

Das priméare Sjogren Syndrom ist eine Autoimmunerkrankung, bei der die Aktivierung von
B-Zellen und Interferone die Hauptmerkmale in der Pathogenese bilden (28, 31).
Insgesamt zeigten sich in fast allen T- und B-Zellsubpopulationen signifikant erhohte
Werte von STAT1, STAT2 und IRF9 Proteinen in pSS Patient.innen (Abb.8A-C).
Zusatzlich wurden die Phosphorylierungsstellen pSTAT1 Y701 und pSTATZ2 Y690 unter-
sucht. Nur pSTAT1 (Y701) in den naiven B-Zellen sowie in CD4*-, CD8"- und CD4" CD8"
T-Zellen von pSS Patient:innen war im Vergleich zur gesunden Kontrolle erhoht
(Abb.8D). Da gesteigerte Ausgangswerte fur STAT1/2-Molektle, aber keine eindeutigen
Unterschiede in den Phosphorylierungsstellen festgestellt werden konnten, wurde die Ra-
tio von pSTAT/STAT-Molekilen errechnet, um das Verhaltnis zwischen den Werten von
phosphoryliertem und unphosphoryliertem Protein besser zu verstehen. Es fand sich ein
signifikant verringertes Verhaltnis von pSTAT1/STAT1 in allen B-Zellsubpopulationen so-
wie in CD4*- und CD4" CD8" T-Zellen bei pSS Patient:innen im Vergleich zu gesunden
Kontrollen (Abb.8E). Da die IFN-Signatur im pSS eine bedeutende Rolle spielt und man
daher von einer chronischen IFN-Exposition bei pSS Patient:innen ausgehen kann,
wurde die (erhaltene) Reaktionsfahigkeit der STAT1-Phosphorylierung nach IFNa- und
IFNy-Kurzzeit-Stimulation untersucht. Nach kurzfristiger IFNa- und IFNy-Stimulation kam
es zu einem Anstieg von phosphoryliertem STAT1 (pSTAT1 Y701) in allen untersuchten
B-Zellen von pSS Patient:innen im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Abb.8F), sodass
von einer erhaltenen Reaktionsfahigkeit auszugehen ist.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse auf eine durch IFN chronische intrinsische

Pragung und Aktivierung von T- und B-Zellsubpopulationen bei pSS Patient:innen hin (5).
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Abbildung 8: Erhohte IFN-Signalwegmolektle in T- und B Zellen im priméren Sjog-

ren Syndrom.

(A) Expression von STAT1 (B), STAT2 (C), IRF9 und (D) pSTAT1 Tyr (Y701) in naiven-
(naive, CD27", IgD"), psw-Gedachtnis- (psw, CD27" IgD"), Gedéachtnis- (mem, CD27*
IgD), doppelt negative- (DN, CD27  IgD") B Zellen und Plasmablasten (PB, CD20"°"
CD27'") und in CD4", CD8"*, CD4" CD8" und doppelt negativen (DN) T Zellen. (E) Ver-
haltnis von pSTAT1 (Y701) und STAT1 in T- und B-Zellen von Gesunden und pSS Pati-
ent:innen. (F) MFI von pSTATL1 (Y701) in naiven B-Zellen von HDs und pSS Patient:innen
nach Kurzzeitstimulation mit IFNa und IFNy. HDs in blau, n=38; pSS Patient:innen in
orange, n=34; (fur STATZ2, n=11,; fur IRF9, n=24; fur IFN-Stimulation: pSS n=5; HD n=2).
In Abb. 8A sind repréasentative Histogramme der Molekiile (blaue/orange durchgezogene
Linie), des FMO (gestrichelte Linie) und des sekundaren Antikoérpers (hellgraue durchge-
zogene Linie) abgebildet. Die Streudiagramme stellen Mittelwerte + SD dar; die statisti-
sche Signifikanz wurde mit einem zweiseitigen MWU-Test (Mann Whitney U-Test) be-
stimmt *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. Quelle: modifizierte Abbildung
aus Ritter et al., 2024 (5).

3.5. IFN-Signalmolekile korrelieren mit der humoralen Autoimmunitat

In einem né&chsten Schritt wurde der Zusammenhang zwischen der Aktivierung des IFN-
Signalweges in verschiedenen T- und B-Zellsubpopulationen und den charakteristischen
serologischen Merkmalen (Gamma-Globuline, ANA-Titer, Anti-SSA und Anti-SSB Auto-
antikdrper und Rheumafaktoren IgA und IgM) untersucht (5). Es fanden sich starke Kor-
relationen zwischen den serologischen Befunden und der STAT1- und IRF9 Expression
in allen B-Zellsubpopulationen (Abb. 9A). Die Hypergammaglobulindmie im Serum kor-
relierte deutlich signifikant mit den STAT1-Spiegeln in allen B-Zellen (exemplarisch in
naiven B Zellen p<0,0001; r=0,7173) (Abb. 9B). Darliber hinaus zeigten pSS Patient:in-
nen mit hohen ANA-Titern erhéhte STAT1-Spiegel (**** p<0,0001) (Abb. 9C). Patient:in-
nen mit positiven Anti-SSA und Anti-SSB Autoantikdrpern zeigten die hdchsten STAT1
Werte in B-Zellen (Abb.9D) und die Titer des Rheumafaktors IgM korrelierten mit STAT1
(*** p< 0,001; r=0,5930) und IRF9 (* p< 0,05; r=0,4812) in naiven B Zellen (Abb. 9E).
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Abbildung 9: STAT1 und IRF9 Werte in B-Zellsubpopulationen korrelieren mit cha-

rakteristischen serologischen Autoimmunbefunden.

(A) Korrelationsmatrize der serologischen Merkmale (Siglec-1, Gammaglobulin in %, an-
tinukledre Antikdrper (ANA), Anti-SSA- und Anti-SSB-Antikérper und Rheumafaktoren
(RF) IgA/IgM mit STAT1, STAT2 und IRF9, in den verschiedenen B-Zellsubpopulationen
im pSS. MFI von STAT1 in naiven B-Zellen (B) korreliert mit Gamma-Globulin (%), (C)
exprimiert bei Patient:innen mit ANAs (ANA-Titer von HDs wurden nicht bestimmt, die
STAT1-Werte dienen lediglich als Referenz.), (D) verteilt entsprechend dem Anti-
SSA/Anti-SSB Status. (E) Korrelation von MFI STAT1 (grau, linke Achse) und IRF9 (rosa,
rechte Achse) in naiven B Zellen mit IgM-Rheumafaktoren im pSS. Abb.8C und 8D stellen
Mittelwerte + SD dar; die statistische Signifikanz wurde mit einem One-Way ANOVA Test
(Kruskal-Wallis Test) ermittelt. Abb.9B und 9E Spearman-Korrelation. Abb. 9A Korrelati-
onsmatrize mit Darstellung von Spearman rho (positive Korrelation = blau, inverse Kor-
relationen = rot), Gré3e und Intensitat der Farbe beziehen sich auf die Starke der Korre-
lation. Die statistische Signifikanz wird wie folgt dargestellt: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001; ****p < 0,0001. Quelle: modifizierte Abbildung aus Ritter et al., 2024 (5).
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3.6. Monitoring von Subgruppen und Krankheitsaktivitat im primaren Sjogren

Syndrom

Das primére Sjogren Syndrom stellt eine klinisch heterogene chronisch-entzindliche Au-
toimmunerkrankung dar, die durch ein breites Spektrum an klinischen Manifestationen
gekennzeichnet ist. Daher ist die Identifizierung neuer Biomarker erforderlich, um mole-
kulare Merkmale von Untergruppen zu charakterisieren und somit die Durchfiihrung von
klinischen Studien und Subgruppenidentifizierungen zu verbessern.

Insgesamt konnten die 34 pSS Patient:innen in 13 mit glandularen (GL) und 21 mit einer
systemischen/extraglandularen (EGL) Manifestation unterteilt werden (weitere Patient:in-
nen-Charakteristika befinden sich detailliert in den Tabellen der Publikation (5) ).

Die EGL-pSS Patient:innen wiesen deutlich erhdhte ESSDAI-Werte im Vergleich zu GL-
pSS Patient:innen auf (EGL ESSDAI 7,23 vs. GL ESSDAI 3,0: *** p<0,001) (Abb.10A).
In einem ersten Schritt wurde untersucht, ob sich die STAT1-Molekile zwischen den ver-
schiedenen klinischen pSS-Untergruppen (GL vs. EGL) unterschieden. In allen B-Zell-
Subpopulationen wiesen EGL-pSS Patientiinnen signifikant erhéhte STAT1 Werte im
Vergleich zu GL-pSS Patient:innen auf (exemplarisch in Plasmablasten GL vs. EGL **
p<0,01 Abb. 9B).

Daher wurde in einem zweiten Schritt untersucht, ob sich STAT1 als Biomarker sinnvoll
far die Unterteilung von pSS Subgruppen nutzen liel3e. Zur Validierung wurden ROC-
Kurven mit Cut-off-Werten und die area under the curve (AUC) errechnet (Abb.9b).

In den verschiedenen B-Zellen, insbesondere in Plasmablasten, konnte gezeigt werden,
dass STAT1 Cut-off Werte als Biomarker zur Unterscheidung zwischen Gesunden, GL-
und EGL-pSS Patient:innen genutzt werden kénnen (Abb.9b; Unterscheidung zwischen
GL- und EGL pSS Patient:innen: bei einem Grenzwert von STAT1 MFI von >2058 in
Plasmablasten, mit einer Sensitivitat von 87 %, Spezifitdt von 83 %, AUC=0,84).

In einem letzten Schritt wurden Korrelationen zwischen STAT/IRF-Molekulen und dem
Krankheitsaktivitatsindex (ESSDAI) untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass IRF9
in den meisten B- und in allen T-Zell-Subpopulationen mit dem ESSDAI korrelierte und
daher als Biomarker fur die Krankheitsaktivitat verwendet werden kdnnte.
Zusammenfassend konnen die STAT1-Werte als Biomarker fur die Identifizierung von
pSS Subgruppen mit glandulérer und extraglandularer Manifestation genutzt werden und

IRF9 als Biomarker fur die Krankheitsaktivitat dienen (5).
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Abbildung 10: STAT1 als Biomarker zur Identifizierung von Subgruppen und IRF9
als Krankheitsaktivitatsmarker.

(A) Verteilung von 34 pSS Patient:innen nach glandularer (GL) und extraglandulérer
(EGL) Manifestation und Krankheitsaktivitatsindex (ESSDAI) von GL- und EGL-Pati-
ent:innen. (B) STAT1-Expression von GL- und EGL-pSS Patient:innen in Plasmablasten
und Analyse einer ROC-Kurve mit Cut-off Werten der STAT1-Expression in Plasmablas-
ten zur Vorhersage einer extraglandularen Manifestation. (C) Korrelationsmatrize mit
STAT1, STAT2 und IRF9 in B-Zellsubpopulationen und (D) in T-Zellsubpopulationen von
pSS Patient:innen und deren Krankheitsaktivitatsindex (ESSDAI).

Abb.9A und B stellen Mittelwerte + SD dar; die statistische Signifikanz wurde mit einem
zweiseitigen MWU-Test (Mann Whitney U-Test) ermittelt. Abb. 9B ROC-Kurve: ROC-
Kurve und area under the curve (AUC) fur STAT1 in Plasmablasten, d. h. GL vs. EGL:
STAT1 kann zwischen GL- und EGL-Patient:innen differenzieren. (AUC; 95% Konfiden-
zintervall; CI). Abb. 9C und 9D Kaorrelationsmatrizen mit Darstellung von Spearman rho
(positive Korrelation = blau, inverse Korrelationen = rot), Gréf3e und Intensitéat der Farbe
beziehen sich auf die Starke der Korrelation. Die statistische Signifikanz wird wie folgt
dargestellt: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. Quelle: modifizierte Abbil-
dung aus Ritter et al., 2024 (5).
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3.7. Einfluss von Jak-Inhibition auf den Jak/STAT Signalweg in B-Zellsubpopula-

tionen

Die therapeutischen Optionen beim pSS sind bisher sehr begrenzt und fur systemische
Manifestationen stehen lediglich Glukokortikoide und verschiedene Immunmodulatoren
im Off-label Gebrauch zur Verfiigung. Dies unterstreicht die Notwendigkeit einer genau-
eren Untersuchung der Pathophysiologie des pSS und daraus ableitender méglicher the-
rapeutischer Zielstrukturen. Die Publikation Ritter J et al. (2024) legt den Einsatz von Jak-
Inhibitoren bei Patient:innen mit einem pSS und erhoéhter Interferon Aktivitat nahe (5).
Aktuell werden Jak-Inhibitoren jedoch lediglich bei Patient:innen mit einem pSS in ver-
schiedenen klinischen Studien eingesetzt. Daher wurde exemplarisch an Hand von vier
Patient:innen mit einer rheumatoiden Arthritis, die unter einer Therapie mit einem Jak-
Inhibitor standen, der IFN Signalweg analysiert. Insgesamt zeigte die Untersuchung, das
Jak-Inhibitoren zu einer Reduzierung der STAT1, STAT2 und IRF9 Level in den verschie-
denen B-Zellsubpopulationen fiihrt (Abb. 11). Dies deutet auf eine Reduktion der IFN
induzierten Aktivierung von B-Zellsubpopulationen hin und zeigt die Mdglichkeit, dass die
Molekiile des IFN Signalweges als Marker fiir die Ansprechrate beim Einsatz von Jak-

Inhibitoren in Patient:innen genutzt werden kdnnen.
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Abbildung 11: Einfluss von Jak-Inhibition auf Signalmolekile des Jak/STAT Sig-

nalweges in rheumatoider Arthritis.

Expression von STAT1, STAT2 und IRF9 in naiven- (naive, CD27", IgD"), psw-Gedacht-
nis- (psw, CD27" IgD"), Gedéachtnis- (mem, CD27" IgD"), Doppelt negative- (DN, CD27"
IgD") B Zellen und Plasmablasten (PB, CD20"°" CD27**) in Gesunden, Sjégren Syndrom
Patient:innen und rheumatoide Arthritis (RA) Patient:innen mit Jak-Inhibitoren. (HDs in
blau, n=38; pSS-Patient:.innen in orange, n=34; RA mit Jak-Inhibitor, n=4). Quelle: eigene
Abbildung.
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4. Diskussion

4.1. Kurze Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Interferon-Signalkaskade bestehend aus
STAT1, STAT2 und IRF9 in T- und B-Zellsubpopulationen bei viraler COVID-19 Erkran-
kung, COVID-19 Impfungen, gesunden Frauen mit Anti-SSA Antikérpern mit CHB Risiko
und schlie3lich bei Patient:innen mit einem priméren Sjogren Syndrom analysiert.

In der Publikation von Rincon-Arevalo H, Aue A, Ritter J et al. (2022) konnte gezeigt
werden, dass COVID-19 Erkrankte einen aktivierten IFN Signalweg in T- und B-Zellsub-
populationen im Vergleich zur gesunden Kontrolle aufwiesen. Bei schweren COVID-19
Verlaufen zeigte sich jedoch eine gestoérte Signalweiterleitung. Zuséatzlich konnte durch
Langzeit IFN-Stimulation bei gesunden Kontrollen, STAT1 Proteine hoch exprimiert wer-
den und unabhéangig von der Phosphorylierung agieren (11).

Die Publikation Ritter et al. (2024) untersuchte Patient:innen mit einem primaren Sjogren
Syndrom. Hier fanden sich deutlich erhohte STAT1, STAT2 und IRF9-Werte in verschie-
denen T- und B-Zellsubpopulationen, welche insbesondere bei Patient:innen mit extrag-
landularer Manifestation und mit serologischer Aktivitat (Anti-SSA Autoantikdrpern etc.)
nachweisbar waren. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass STAT1 als Biomarker fur die
Unterteilung in glanduléare und extraglandulare pSS-Subgruppen und IRF9 als Biomarker
far die Krankheitsaktivitét dient (5).

Gesunde Anti-SSA+ Frauen (,at-risk“) wiesen in T- und B-Zellsubpopulationen erhdhte
IFN Signalwegmolekiile auf, ahnlich zu den Werten von pSS Patient:innen. Interessan-
terweise war die prozentuale Verteilung der B-Zellsubpopulationen bei diesen Frauen
vergleichbar mit der gesunder Kontrollkohorte, wahrend nur die pSS Patient:innen eine

abweichende Verteilung der B-Zellsubpopulationen aufwiesen.

4.2. Interpretation der Ergebnisse und Einbettung in den Forschungsstand

Die Ergebnisse bezlglich erhohter Siglec-1, STAT1, STAT2 und IRF9-Werte bei Pati-
ent:innen mit COVID-19 Erkrankungen zeigen den Stellenwert von Interferonen in der
viralen Immunantwort. Gleichwohl sind bei schweren COVID-19 Verlaufen gestérte Inter-
feron alpha Produktion und Aktivitat und in ca. 10% der Félle Autoantikdrper gegen Typ

I IFN beschrieben worden (10, 40). In unserer Kohorte fanden sich niedrigere Siglec-1
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und STAT1 Werte insbesondere in Plasmablasten und Monozyten bei Patient:innen mit
schweren COVID-19 Verlaufen im Vergleich zu milden COVID-19 Verlaufen (11). Unsere
Daten legen daher auch eine gestorte IFN-Jak-STAT Signalweiterleitung in den Zellen
des adaptiven Immunsystems bei schweren COVID-19 Verlaufen nahe. Eventuell besteht
hier ein Zusammenhang zur eintretenden Anergie/Erschdpfung bei langwieriger Immun-
stimulation einschliel3lich der nachfolgenden TGF-beta Dominanz, die andere Signal-
wege als JAK/STAT benutzt (41).

Neben der klassischen, durch IFN ausgelosten Signalkaskade von phosphorylierten
pPSTATSs gibt es auch Publikationen, die auf eine durch chronische IFN-Exposition aus-
geldste Signalaktivitat von unphosphoryliertem (U-) STAT1, U-STAT2 und IRF9 hinwei-
sen (3, 42-44). Dabei fuhrte die initiale Aktivierung von pSTATs durch IFN Stimulation
nach einigen Stunden zur Reduktion des urspringlich gebildeten phosphorylierten
STAT1 und lie3 U-STAT1 innerhalb von 24 Stunden neu synthetisieren und ansteigen
(43). Diese Ergebnisse spiegeln sich in unseren Daten wider. Hohe Werte von unphos-
phorylierten STAT1in COVID-19 Patient:innen, lassen auf die persistierende IFN Aktivitat
mit erhohter Transkriptionsaktivitat wahrend der viralen Clearance schliel3en. Zuséatzlich
zeigten wir in 48 Stunden Stimulationsexperimenten, dass die Werte von STAT1 nach 48
h Stimulation mit IFNa und IFNy weiter anstiegen. Dies zeigten wir insbesondere in ge-
sunden Kontrollen, welche zuvor keine erhdhten Baseline IFN Signalmolekiile aufwiesen
(11).

In meiner Dissertation konnte ich Uber die Publikation hinaus den intrazellularen IFN-
Signalweg in T- und B-Zellsubpopulationen nach mRNA-Vakzinierungen in einem Follow-
up untersuchen.

Zusammenfassend konnte dabei die Aktivierung von T- und B Zellsubpopulationen, ins-
besondere nach der zweiten Booster Impfung, gezeigt werden.

Eine weitere wichtige Erkenntnis aus diesen Untersuchungen war, dass STAT1 und auch

IRF9 longitudinal als dynamischer Marker der Immunantwort anzusehen sind.

Autoreaktive B-Zellen, Autoantikorperproduktion (Anti-SSA, Anti-SSB) sowie eine promi-
nente IFN-Signatur sind Hauptmerkmale der Pathophysiologie des pSS. Allerdings sind
die Zusammenhange zwischen beiden Charakteristika auf funktioneller Ebene nicht gut
verstanden. In mehreren Studien wurde bereits die dominierende Rolle von IFN in der

Pathogenese vom pSS beschrieben (20, 45). Der Schwerpunkt der meisten Studien lag
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jedoch auf der Expression von Interferongenen (u.a. IF44, MX1) in peripheren Immunzel-
len und insbesondere dem Speicheldriisengewebe (20, 33, 46).

In meiner Publikation Ritter et al. (2024) konnte gezeigt werden, dass die MolekUlle des
IFN-Jak-STAT Signalweges auf Proteinebene in verschiedenen T- und B-Zellsubpopula-
tionen erhoéht sind, es jedoch keine eindeutigen Unterschiede hinsichtlich der Phospho-
rylierungen von pSTAT1 und pSTATZ2 gibt. Dartber hinaus ergab die Berechnung von
STAT1/pSTAT1 und STAT2/pSTAT?2 Ratios eine Prominenz von STAT-Proteinen in Ab-
wesenheit von einer Phosphorylierung (5). Dies deutet auf den Einfluss der chronischen
IFN-Exposition hin, welcher, &hnlich dem der viralen Clearance bei den COVID-19 Expe-
rimenten, zu einer Aktivitat des IFN-Jak-STAT Signalweges ohne Phosphorylierung fuhrt.
Wichtig im Vergleich zur Virusabwehr ist, dass im Gegensatz zur Rickbildung der IFN-
Signatur nach Viruselemination (Kontraktion), diese bei Kollagenosen wie dem pSS per-
sistieren. Diese chronische IFN Aktivierung unterhalt offenbar die Entzindung und die
Autoimmunitat im pSS.

Die Ergebnisse tUber STAT1- und IRF9-Molekile in Zellsubpopulationen, die mit der Au-
toantikorperproduktion korrelieren, legen nahe, dass IFN-Signale fur die B-Zell-Aktivie-
rung und die Bildung von Autoantikoérpern beim pSS von Relevanz sind. Dies wird durch
eine Studie mit Knockout-Mausen untersttitzt, welche zeigte, dass STAT1 und IRF9 in
der Signalkaskade des Typ-I-IFN-Rezeptors fur die Bildung von IgG-Autoantikérpern not-
wendig sind (47).

Vor Kurzem konnte Gupta et al. mittels RNA-Sequenzierung und Transkriptom-Daten
eine Aktivierung des IFN-Jak-STAT Signalweges in Speicheldrisengewebe in pSS Pati-
entiinnen zeigen. Zusatzlich testeten die Autoren Tofacitinib, einen semiselektiven
JAK3/JAK1 Inhibitor, welcher zu einer Inhibition der Phosphorylierung von verschiedenen
Jak/STAT-Signalmolekilen und zu einer Reduktion der ISG mRNA Expression in Spei-
cheldrisen Epithelzellen fuhrte (48). Meine Daten sind im Einklang mit Gupta et al. und
unterstitzen diese dartber hinaus. Wir konnten eine ahnliche Aktivierung und Charakte-
risierung in T- und B-Zellsubpopulationen beim pSS beschreiben (5). Zuséatzlich konnte
ich in einem ersten Proof-of-concept bei mit Tofacitinib (Jak3/Jakl1-Inhibitor) therapierten

Patient:innen mit rheumatoider Arthritis eine Reduzierung von STAT1 zeigen.

Insgesamt deuten die Daten darauf hin, dass die erhéhte molekulare IFN Signatur in T-
und B-Zellsubpopulationen sich in erhdhter klinischer Aktivitat von pSS Patient:innen wi-

derspiegelt und global alle untersuchten Zellsubpopulationen beeinflusst.
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Die Daten zu asymptomatischen schwangeren Frauen mit Anti-SSA Autoantikérpern und
einem erhohten Risiko fir einen kongenitalen Herzblock geben einen Einblick in eine
seltene Schwangerschaftskomplikation. Anti-SSA Antikorper kdnnen transplazentar an
das ungeborene Kind weitergegeben werden und dort einen AV-Block auslésen. Zuséatz-
lich zu Anti-SSA Autoantikérpern konnte IFN als Risikofaktor identifiziert werden (36).

Die Daten meiner Dissertation zeigen nun erstmalig die erhdhte Aktivierung des IFN-Sig-
nalweges in T- und B-Zellsubpopulationen bei klinisch gesunden Frauen mit Anti-SSA
Autoantikdrpern und einem Risiko fur ein CHB. Interessanterweise haben die asympto-
matischen ,at-risk“ Frauen mit Anti-SSA Autoantikérpern und einer Typ | Interferonsigna-
tur keine klinischen Symptome eines pSS. Beim pSS fuhrt neben der pathophysiologi-
schen Interferonsignatur auch eine B-Zell Stérung zur Erkrankung (28). Es wurde bereits
eine gestorte Verteilung von B-Zellsubpopulationen beschrieben (29). Diese pathologi-
sche B-Zell Verteilung konnte nicht in den ,at-risk® Frauen nachgewiesen werden und nur
die Ergebnisse zum pSS repliziert werden. Die Daten unterstiitzen daher die Hypothese,
dass fur die klinische Manifestation im pSS, neben der erhohten IFN-Aktivitat, auch eine

gestorte B-Zell Verteilung und deren Aktivierung eine Rolle spielen.

4.3. Starken und Limitationen

Diese Arbeit charakterisierte zum ersten Mal das Zusammenspiel zwischen IFN-Signal-
molekilen und deren Phosphorylierungsstatus bei peripheren T- und B-Zellsubpopulati-
onen bei COVID-19 und beim pSS. Auch wenn schon Daten zu IFN-bedingten Verande-
rungen auf Gen- und mRNA-Ebene bei pSS Patient:innen beschrieben wurden, konnte
meine Dissertation mit der Beschreibung der IFN Signalwegmolekiile auf Proteinebene
neue Erkenntnisse liefern. Insbesondere die Untersuchungen von STAT1 und IRF9 int-
razelluldr in den Zellsubpopulationen und auch als Biomarker, stellen Starken dieser Ar-
beit dar. Zusatzlich konnten neue Ergebnisse in Bezug auf Anti-SSA+ ,at-risk“ Frauen

gewonnen werden, welches eine seltene Konstellation darstellt.

Die oben genannten Studien weisen Limitationen auf. Das pSS stellt eine heterogene
Erkrankung mit unterschiedlichen klinischen Manifestationen und Verlaufen dar. Insge-

samt befand sich die pSS-Kohorte in einem milden Zustand und keiner der Teilnehmen-
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den litt an schweren systemischen Manifestationen, wie z.B. ZNS-Beteiligungen. Zwei-
tens kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Therapien der Patient:innen die Ergeb-
nisse beeinflusst haben. Dies wurde zwar fur die Publikation Ritter et al. (2024) statistisch
untersucht (siehe Supplementary figures) und ausgeschlossen (5), kann jedoch fur die
schweren COVID-19 Verlaufe in der ersten Publikation von Rincon-Arevalo H, Aue A,
Ritter J et al. (2022) nicht ganzlich ausgeschlossen werden (11). Weitere Einschrankun-
gen waren die begrenzte Stichprobengrol3e, insbesondere fur die verschiedenen Unter-
gruppen (schwere COVID-19 Verlaufe, ,at-risk® Frauen und pSS Subgruppen), die die
statistische Aussagekraft einschranken. Allerdings konnten trotz der mdglichen Ein-
schrankungen eindeutig statistisch signifikante Ergebnisse gefunden werden.

Neuere Studien werden zeigen, ob die Inhibition des IFN Signalweges (u.a. mit JAK-
Inhibitoren) erfolgsversprechend ist. Zuséatzlich werden die Biomarker STAT1 und IRF9

in weiteren gré3eren Studien und der klinischen Anwendung erprobt werden missen.

4.4. Implikationen fur die Praxis und zukiinftige Forschung

Eine gestorte IFN Signalweiterleitung stellt einen Risikofaktor in der Immunabwehr bei
viralen Infektionen dar und pradisponiert zu hoherer Mortalitdt und Morbiditét. Dies ist
insbesondere durch die hohe Relevanz viraler Infektionen fir die Allgemeinbevdlkerung
von Bedeutung. Die Ergebnisse beziglich einer gestérten IFN Signalkaskade in schwe-
ren COVID-19 Verlaufen kénnten sich daher auch auf andere virale Erreger tbertragen
lassen. Die ldentifizierung solcher Risikopopulationen kénnte langfristig zu einer besse-

ren Uberwachung fuihren und das Uberleben wahrend viraler Infektionen verbessern.

Nach wie vor fehlen zielgerichtete und wirksame Therapien in der Behandlung des pri-
maren Sjogren Syndroms (49). Eine bessere Charakterisierung der Pathophysiologie
(insbesondere der B-Zellen und des Interferons) und die Identifikation von Patient:innen-
subgruppen lassen hoffen, dass neue spezifische Therapien identifiziert und zugelassen
werden (27).

Meine Daten, zusammen mit anderen Studien, legen daher nahe, die Mechanismen in
der Regulation des Interferonsignalweges fir therapeutische Interventionen weiterge-

hend zu analysieren und ggf. therapeutisch zu adressieren.
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Neben der Charakterisierung des IFN-Signalweges lassen sich die Molekile, STAT1 und
IRF9, auch als Uberwachungs- und Stratifizierungsbiomarker bei heterogenen Erkran-
kungen, wie dem pSS nutzen. In diesem Zusammenhang kdnnen die Daten der Disser-
tation einen Beitrag leisten. STAT1 kann hier als potentieller Biomarker kandidieren, um
die IFN-Hemmung und Ansprechen zu evaluieren.

Der Einschluss von undifferenzierten und zu breiten Patient:innensubgruppen, die wo-
maoglich unter unterschiedlichen Pathophysiologien leiden, kénnte einen entscheidender
Fehler in der Durchflihrung von klinischen Studien beim pSS darstellen. Mittels enger
definierter Einschlusskriterien, die auch pathophysiologische Aspekte miteinbeziehen,
z.B. durch Messungen der basalen STAT1 Levels, kdnnten bereits frihzeitig mogliche
Responder angereichert werden, die von einer anti-IFN-Therapie profitieren kénnten.
Identifikation von Patient:innensubgruppen, spezifische Biomarker zur Stratifizierung und
Uberwachung in klinischen Studien geben Grund zur Annahme, dass die Therapie des
priméren Sjogren Syndrom in Zukunft verbessert werden kann. Insgesamt unterstreichen
meine Daten die bedeutende Rolle des IFN-Jak-STAT Signalweges in pSS-Patient:innen

und legen diese als therapeutische Zielstruktur nahe.
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5. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend beschaftigt sich diese Dissertation mit der Charakterisierung des IFN
Signalweges in T- und B-Zellsubpopulationen. Neben einer besseren Charakterisierung

wurde auch der Einfluss einer chronischen IFN-Exposition auf die Zellen untersucht.

In der ersten Publikation konnte bei schweren COVID-19 Verlaufen eine deutlich gestorte
Signalweiterleitung und damit eingeschrankte IFN-Aktivitat festgestellt werden. Zusatz-
lich konnte durch Langzeit IFN-Stimulation bei gesunden Kontrollen STAT1 Proteine

hoch exprimiert werden (11).

Bei Patient:innen mit einem pSS ging die kontinuierliche Immunaktivierung von T- und B-
Zellsubpopulationen mit serologischer und Klinischer Aktivitat einher. Hier konnte mit
STATL1 ein neuer Biomarker fur die ldentifizierung von Patientiinnensubgruppen be-

schrieben werden (5).

Im Ergebnis deuten diese Daten auf eine vielschichtige Rolle des Interferons in viraler
Abwehr und in der Autoimmunerkrankung pSS hin. Insbesondere fir das pSS geben die
Ergebnisse neue Biomarker vor und unterstreichen die Rationale fur Anti-IFN gerichtete

Therapien.
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©  Altered increase in STAT1 expression and
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The interferon pathwey, a key antiviral defense mechanism, is being considered as a ther-
apeutic target in COVID-19. Both, substitution of interferon and JAK/STAT inhibition to
limit cytokine storms have been proposed. However, little is known about possible abnor-
malities in STAT signaling in immune cells during SARS-CoV-2 infecton. We investigated
dowmstream targets of interferon signaling, including STAT1, STATZ, pSTAT1 and Z, and
IRF1, 7 and @ by fow cytometry in 30 patients with COVID-19, 17 with mild, and 13 with
severe infection. We report upregulation of STAT1 and IRFY in mild and sewers COVID-19
cases, which correlated with the IFM-signature assessed by Siglec-1 (CD169) expression on
peripheral monocytes. Interestingly, Siglec-1 eand STAT1 in CD144 monocytes and plas-
meblasts showed lower expression among severe casas compared 1o mild cases. Contrary
to the baseline STAT1 expression, the phosphorylation of STAT1 was enhanced in severs
COWVID-19 cases, indicating & dysbalanced JAK/STAT signeling that fails to induce ran-
scription of interferon stimulated response elements (ISRE). This abnormality persisted
after IFN-o and IFN-y stimulatdon of PBMCS from patients with severe COVID-19. Data
suggest impaired STAT1 transcriptional upregulation among severely infected patients
mey represent a potental predictive biomarker and would allow stretification of patients
for certain interferon-pathway targeted reatments.
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Introduction

Following wiral infecdon, @ oomplex regulasory system of innase
and adapive immune mechanisms 15 inisfaved vo defend agains:
viral imvasion. One of many responses 0 viral infecdon 15 the
Inducdon of the plesoeropic cytoline IFN [11. It acts as a key Unk
betwean the innawe and adapdve immune symem. FN-o (gype 1
IFM) &5 maindy sacresed by plasmacyold DCs, while IFN-y (eype
I [FM) &5 predominantly produced by NE cells and by certain T
cells and macrophages. Both, type | and eype I [FN, have diverse
bt complementary antviral afisces such as inducton of apopao-
sls and aczivasdon of macrophages, NE cells, as well s B and T
lymphooyes [2, 3].

Regarding sevare acus resplramory syndrome coronavires eype
2 [SARS-CoV-2) Infeceion, IFN-related ansviral response aseractsd
arrension since Inborn errors of gype [ IFN and the presence of
auroantibodies against cype 1 IFN were found o be assoclaed
with a sevare course of the disensa [4, 5]. Roughly, 10% of coro-
navirus dissase 2019 (OOWID-19) padents with savere pneumo-
nia produce newstralizing amcandbodies againse FN-e, [FN-w, OF
baoth, while pastents wizth no or mild disease have no detectable
auroantibodies [4]. Purcher, it has been shown that pastents with
severs OOVID-1% have a highly impatred [FN type 1 signature,
with reduced [IFN-c producton and sceivity [6].

Typa I IFN5 signal through JAK and STST pathway and cherehy
stimulate gene expression. Afeer specific binding to the 1FM-a
recepeor (IFMAR), consistng of two chadns ([FMNAR] snd IFNARD),
anrophosphoryladon of the newly formed complex laads to phos-
phorylation of the recepeor-azsociazed JAK] and Tyrosine Kinmse 2
(TYEZ] [T, B]. Subsequently, further phosphoryladon of cproplas-
matic STAT] and STATZ indweces s dimerizadon and interaction
with IFM regulawory facror 9 (IRFJ), a strong enhancer of translo-
cadion w0 the mucleus [5-11]. The activadon of STATT 15 achieved
by wyrostne phosphorylation on Y701 that 1= followed by nuclkear
accumubation [12].

The formasion of 2 complex called 1PN -ssimulated gene Factor
3 (15GF3) binding vo IFN-sumulated response elomenss (ISHE)
fnally resules in sdmulaton of gene axpression [12]. Likewlse,
the sume sequence of bochemical peocesses leads oo the wran-
sriptional influence of 1FN-y (type II IFN), Involving che [FN-y
recepeor, JAKD and JAKZ2, and dimerizasion of the homodimer
STAT1 binding to IFN-p-acovaed de (GAS) [1]. Figore 1A
schematically depicrs JAK/STAT signaling. Although it has been
shown thae the virus proweins MSPS, ORFFa, N, and ORFG6 are
able 0 directly tnerfare with JAKSSTAT signaling by inhibidng
translocadon of STATS or inhilkddng their phosphoryladon in
SARS-Cov-2-infeceed culnmred cells [13, 141, it is not fally under-
sto0d how JAR/STAT signaling & alserad in tmmune cells and 8
2 dyshalance in JAK/STAT signaling may contribue to disease
ayverity

Hare, we report an incrensed STATT axpression in mild and
savers DOVID-19 padients compared 0 conerobs. Severe COVID
cazas showed lower STAT1 expression than mild padents, accom-
panied by elevased phosphorylasgion of STAT at the pyY701 phos-
phosiee suggestng a diswrbance of signal eransducdon relaved o
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impadred STAT] transcripeion, which is not surmouneabde by adds-
tional [FN semuladon.

Results
Cohort characteristics

In the current cohore, we inchided 17 owspadems with mild
COVID-19 during ehedr guaransine (WHO 8-point ordimal scale 1
and 2) and 13 hosplealized pavents meared for severs COVID-
19 pneumonda on an Intensive Care Unde (1ICU0) (WHO 8-poine
aedinal scale = 4) (Tabla 1) [15]. Age and days pose-symptom
onsat wera not significantly differen: between both groups, while
mose patenss with mild COVID-19 ware female. Among patients
with severa disease manifestadon, six padents subsequently died
becawse of COVID-15.

Reduced STAT1 expression in patients with sewvers
COVID-19

Simca severe COVID-19 has a highly impaired 1FM type 1 signatura,
with espacially reduced [FN-o production and actwiey [16], we
Inittally asked how the major effecor downstream sargets of gype
11PN are affeced among pasants with COVID-19. We found a sig-
nificansly increased STAT1 proweln expression in all snabymed cell
subsess from whole blood analysts, including T cells (CD4* and
CD&E*), B calls (gD (D27 (Nalva), Ig0r- D27+ (PreSwitched),
IgD-CR27* (PostSwizched), and IgD- (D27~ (double negaive),
plasmablass ((D20~(D27eh), and monocyees (CD14*) from
all padents with COVID-19 compared t0 healthy controls (Fig. 1C-
E). Mose nowably, reduced STATT was obsarved in severe COVID-
19 cases compared 0 mild COVID-19 cases, in pardeular, in
CIN4+ monocyees and plasmablases, respecdwely (Flg 10 and E).
W also observed an increased STAT2 expression in CD14, COd+
calls, and all B cell subsets from padents with mild QOVID-19
compared w0 conwrols (Suppordng Informadion Flg. S1A). STAT2
axpression in plsmablass and preSwich B cell was reduced in
paden:s with seware COVID-19 compared w0 patients with mild
COVID-19 (Supporing information Fig. STA).

Since STAT] signaling is mainly regulared through phosphory-
lation, we wera intereseed in the phosphorylased form of STATT.
Bazeline pSTATT was significantly inmeased in monocyves, COd-+
and CDE+ T cells, preswiched B cells (1g0+Co27+), and plas-
mablams from severa COVID-1% padenss compared w0 healby
conerols (Fig. 1F-H).

To bewar undarstand the reladon betwesn the axpression
of full prosein STAT1 and phosphorylaved proweln (pSTAT1),
the ratio of pSTAT1/STATT was obtained. A redweced rasio of
PSTAT1/STATT was observed in plasmablasis and CDI4* calls
from COVID-19 padents with mild disease compared w0 those
with sevare disease (Suppording informaton Figo S1B). Mo
differences in pSTAT2 levels wera obsarved among study groups
(Supportdng informasion Fig. 51C). These resules mgpese thae
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DN} as well a5

Negrtive,
CD4+ and CD8+ T oells (C) kpwsenumlumg:m baselne expression of STAT? on 8 cells from healthy controls (grey), mild (blue), and severs

(red) COVID-15 pati (D) M ence ty (MFT) of STAT1in CD3+, CD15+, and CD14+ cells. (E) MFI0f STAT1in T- and 5-cell subsets
(as described in B). (F) Representative hi ofb ica of pSTAT1 on B cells from healthy controls (grey), mﬂ.d(um).nndm[md)
COVID-15 patients. {G) MFI of STATI in CD3+, CD13+, :ndmxu::lh (H) MFI of pSTAT in T- and B-cell subsets (as described in B} Median and

data from healthy controls (o =

20), mild COVID-12 (n = 17), and severe COVID-19 (n = 13) patients. (B-H) Data shown are representative from

nine independent experiments. Two-way ANOVA with Sidack post-test. *p < 0.05, *p < 0.01, **p = 0.001, and ***p < 0.0001. Deceased patients are

indicated as purple quadrats

mikdly affecced COVID-19 patienss Increased thelr STAT1/STAT2
expression, bue noe thelr detecable Jevels of phosphorylation,
while saverely affected COVID-19 patients showed a greater
increase of phosphorylation in relation to the increase of toeal
STAT] expression. Thus, there Is a substandal impairment to
increase STAT1 ranscripeion In severe COVID-19 thar especially
affecs CD14+ monocytes and plasmablasts.

© 2071 The Authors. Europesn Journal of Immunciogy published
Wiley-VCGH GmbH J o i

Reduced IRF9 expression in patients with severe
COVID-19

STAT? Is part of IFN-mediated viral response, representing a

kay componen: of complexes like ISGF3 and GAS, responsible
for amplified IFN-mediated signals [12]. To better understand
the nature of STAT1 alteration in padents with COVID-19, IRF9
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Table 1. Fatient characteristics

-
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"

Mild COVID (n = 17)

Severs COVID (n = 13) Healthy controls (n = 20)

Age (median, 108) 47.4 (34.0; 57.0)
Fermnale 7
Days post-symptom onsat 7 {10 5.5)
Concomitant antibiotic reatment ]
Immunosuppressive treatment 4

before COVID
Dexamethasons
Tocilizumab
Remdesivir
CHEP mgfdL
WHO Crdinzl scale 1
WHO Ordinal scale 2
WHO Ordinal scale 5
WHO Ordinal scale 6
WHO Crdinzl scale 8

HREOODO
R

&1 (53.5; 69.5) 15 (20.0:47.0)
1 1

10 (E.5; 15)

[

1

12
1
1

116 (B5.75; 188)

expramion (one component of 15GF3 and GAS complaxes) was
evaluated. An increased [RFY expression was found in CDEY T
cells, Ighrt(D27-, [gh*C027+, 1gD-CD27+, and Igh-CO2Z7- B
cellz, PR and CD14+ calls from patienss with mild COVID-19 com-
pared oo heakhy conerols (Fig- 28, ). Similar o STAT1, severe
COVID-19 was characterized by reduced |RF9 expression com-
pared w0 mild COMVID-19, in PR and CD14+ oells (Fig. 2 AAC).
Patienes with sevare COVID-19 had lower [RFD expression com-
pared to mild cases, constseent with 2 reduced STAT1 exprassion.

Reganding the expression of IRF1, 2 modecule well known o
diractly bind and impace the ISRE [12], we found no difference
batwesn hanlthy controls and padents with COVID-19 irrespactive
of saverity in T cells, and 1gDCD27, IgDTCD27*, 18D (D27,
and IgD- (D27~ B cells while In CD14+ monocytes and plas-
mablasts, IRF1 was significandy increased among patents with
mild or severe COVID-19 compared v healthy conerals (Fig. 20-
F).

Expression of tneracellular phosphorylated (pS477/pS479)
IRF7 did not significandy diffar besween all groups stedied and
batween the differant T- and B-cell populations (Fig. 2G-1). Only
In monocyees, TRFF was reduced in sevensly affected QOVID-19
padents comparad vo mild cases and healihy conerols.

Correlation of STAT] with IFN signature

we wondered how these fAndings tmerrelae especially with
regand vo the IFN-signasure, which was assessad by the expression
of the surrogare marker Siglec-1 (CD165%) on monocyres [16]. In
our cofiore, we observed a significan: reduceion of Siglec-1 axpres-
sion n severely affecrad COVID-19 patents (Fig. 3A). Siglec-1
and 5TAT1 showed a significant correladon among CD3+ T calls,
019+ B cells, and monocyes (Fig. 3B), whila pSTAT1 did not
significamly correlase with Siglec-1 as a surrogare for 1PN signa-
ture ar age (Fig. 3C). Also, STAT1 and IRF9 both components of
the 15GF3 did not correlase (Flg. 30).

@ 70 The Authcoes. Ewopear Journal of Immumclogy published
Wiley-VCH GmbH w &l E

Reduced STAT1 response upon IFN stimulation in
severe COVID-19

To farthar evaleate the Ancdonaliey of typea T and 10 1FM signaling
in the consext of our finding of reduced baseline whole prowein
axpression of STAT1, we sdmulored PEMCs of healthy conerals,
mildly and severely affectsd COWID-19 patenss with low dosas
of either IFM-a or [FN-y for 46 h. As a control unsdmulased calls
[RPMI) of each grosp were wsed. Stmubadon with 1PN-a led
o 3 wranscrprional upreguladon of STATI In CD3+ T cells and
CD15+ B cells in healthy congeols and tn mild COVID-19 cases
in CO194 B cells (Flg 4A). In severs COVID-19 cases, o endency
of upregulaton of STATT was observed (Fig 4A). The phospho-
rytadon of STAT] afer low-dose 1FN-2 or IFN-y sdmulation for
48 h remained enchanged in healthy conerols and mildly affeceed
COVID-19 patienss, while &t was enhanced in severaly affeced
COVID-19 paslenis already in unsimubaved cells and withoue fur-
thar increase afer 48 h incubadon with 1FN-a or IFN-y (Fig. 4B).

As expecsed, a persimen: increase of STAT1 expression in
CD3+ and D19+ cells from COVID-19 padenss (both mild and
seware) oompared o controls was observed in shor-serm culiare
(5 min, Flg. 4C). The short-tarm simuladon with higher dosas of
1FM-o was able w0 increase pSTATT In CD3+ from congrals but noe
10 COVID-19 cases (Flg. 40). Abo, higher pSTAT1 axpression was
seen In padenss with savers QOVID-19 compared 0 pasients with
mild COVID-19 and controls in unsdmubated culsures and 1FM-y
seimilated culsires bat not in IFN-o ssimulaed culssres in CO3+
cells (Flg. 413). IFM-y stmulason did not impact STAT] phospho-
ryladon (Flg. 40, E).

Discussion
COVID-19 15 characeerized by excessive producton of muldple

proinflammatory cyvokines [17, 18] and pasens with seware
COVID-19 have a highly impalred IFN type 1 signmwure, In
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Figura 2 Enhanced intrecellular [BF9 expression in severs OOVID-15.

(A Representative histogmms of baseline expression of IRF9 on

B cells from healthy controls (grey), mild (blue), and severs {red) COVID-19 patients. (B) Median fucresoence intensity (MET) of RF3 in O34, CD134+,
and a4 cells. §C) MF of IRF2 in T- and S.cel]l subsets (a5 described in Fig 18). [0} Repressntative histograms of baseline expression of ®F1
on B cells heslthy controls (grey), mild (blue) and severe (ned) COVID-13 patients. (E] MIF1 of IRF1 in COS+, 0494, and G044 oells. (F) MFT of IRF1
in T- and B-cell subsets (2= described in Fig. 1B} (5 Repeesentative histograms of baseline expressicn of [RF7 on B cells from healthy contmols
(grey, mild (blue), and severs (red) COVID-19 patients. [H) MET of IRF? in (D34, (D154, =nd CD144 cells. {1) MFI of IRFT in T- and B.cell sub-
sets (25 described in Fig. 18). Madian and data from hezlthy controls {p = 20, mild COVID-13 [0 = 17), and severs COVID-1S |n = 13) pabsnts. (A-0)
Datz showm are representative from nine independent experiments. Teo-way ANOVA with Sidack post-test "p = 005, ™p < 0,01, *™p < 0.001, and

ety = 0.000) Deceased pabients are indicated as parple quadrats

pardcular, reduced [FN-z producton and aciviey [6]. A common
sigmaling rouse of cyuoldnes incloding IFNs i5 the JAKSSTAT
slgraling pathway [19]. Jaks and STAT: provide a highly complex
st orchestraved sysvem of heserogeneows molecules with spacific
sigmaling through defined recepror complexes including recrufe-
ment of different STATE and resuldng in specific downsiream
eran=ripHon [7].

In this sudy, we describe an wpregulation of STAT1 and
IRF? In mildly and severaly affected COVID-19 patients, which
corralated with the FN-signawre reflected by Siglec-1 surface
expression. Both Siglec-1 and STATT were lower among severely
affeced COVID-1% patdents compared o mildly afectad COVID-

& 7] The Aunthors. European Jowrnz] of Imemunclogy published by
Wiley-¥VCH GmbH

19 padents, aspecially in plasmablases and monocytes. This 5
of partdcular invarest since, these cells are considered the main
players of prhogenasts in severe COVID-18 [20, 21]. The dua
suggas thae certain wiral ficeors may lmit propar STATY and [RED
functom in severs COVID-19 padents in these cells and that the
inhibidon of translocdon of STATS s more pronounced than the
inhibidon of phosphorylation [13, 14]. An alernative explanadon
is thae some individuals reace differently to the same viral load,
resulting in the dewimental aleratons of pSTAT1/IRFS. Thesa
resulis are in accordance with other awchors, showing Siglec-1
expression comealatas with viral load tn mild COVID pasients, bt
not In sevare COVID padents [22].
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Figure 3. SigniSicant correlation of STAT! and Siglec-1 (CD163). (A) Siglec-1 (CD163) expression ca CD144 monocytes in mild and severs COVID-19

pat (8) G
cells, or D14 4+ Y

of Siglec-1 exp
Each point rep

oa the surface of CD14+4 monocytes with i llular STAT1 exp
2 donor. Mann-Whitney U test. ‘p <= 0.05, “p < 0.01. (C) 5 ‘s correl

mcn3+'rcdls.cms+s
jon matrix sh g the

mmhnmofaﬂxmymdpmm (STAT1, pSTAT], pSTATZ, IRF1, IRF7, ardmrs)mrdgpmmtheana}yudcﬂlpap\ﬂauws(ncdls.Toells.

Y or blue (p

and ytes). Cor

are represented by red (negati

) circles. Size and intensity of color refer to the

mgthdmdammufmmheﬂ&:ywnuokm mmldmmxs(n_xnandmcwm -13 {n = 13} patients. (A-Q) Data shown
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are representative from nine independent experiments. Only correlations with p < 0.05 are indicated.

quadrats

Increased levels of STAT in B cells were previously reported
In SLE patients that correlate with Siglec-1 expression on CD14+
monocytes [23]. In 2 simifar way, SLE padenss have increased
leveks of the STAT1 protein in CD4+ T cells, alteration associaed
with persurbed homeos:sis of Treg and disease severity [24).
Discordant to the whole proteln levels, the phosphorylation

@

202_1"&.: Authors. Ewopean Journal of Immunclogy published by

patients are indicated 2s purple

of STAT1 Is enhanced in severely affected COVID-19 patients
suggestng a dysbalanced JAK/STAT signaling thae fails to induce
transcription of the ISRE. An increased pSTAT is also presens
without sdmulation in cultured PBMCS (here CD194+ B oalls
and (D3+ cells) and no further increase by IFN-a or IFN-y
sdmulaton s achieved. Further, this interveation could noe
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Figura 4. Attrouated pSTAT] response upon [FH type 1 and 11 simulation in sevens COVID-139. (4] STAT1 and (B} pSTAT1 expression in (034 T cells
and COo154 B cells in culture of PEMCs from healthy controls (grey, n = £), mild (blue, 0 = 5), or severe (1ed, n = 7) COVID-19 patients. Cells were
stimulated for £8 h with either [F-2 (5 ngfmL) ar IFM-y (S ng/mL}, or caly RFMI as 2 control. (C) STAT1 and (D) pSTATYL expression in PEMCs of the
same donors as in (&) sEmulated with IFN-0 (100 ng/ml) or IFK-y {100 ngmL) for 5 min. (E) Deltz of pSTAT! expression in o=l] populations after
sEmulation with IFN-2 (left] or IFN-¥ (@ght) for 5 min in the three study groups. Unireated control valees of pSTATL were subtmcted to show the
individuzl increase of STAT1 phosphorylation. Datz are presented as edar diagrams. Teo-way AROWA with Sidack post-test. °p = 005, *p = D01,

*4p = D.001, and *=p = 0.0001

demonsirase o wranscripional inoreass of STATT which would
indicaee paversibilisy of this condidon. Interesdngly, high expres-
sion of unphosphorylased STAT2 and REQ leads v enhanced IL-6
expression in response w0 NE-«B aceivasors [25], which could ba
ralevane for proper response n QOVID-19, compromised In sevens
paEtienes.

Ineeramingly, phosphoryladon of STATY in responsza o 1IFN
sdmuladion can perss: for howrs, bue newly synthesired unphos-
phorylated STAT] induced by pSTAT] can persist for several days
[26]. This suggems high levels of unphosphorylared STATI in
COVID patenss wera synthesized in responss oo persiseent gype [
IFM sigmaling. It 1s wordh t0 noee that cells eeaved whh lensivirus
which exhibised an Increass in 5TATI, did noe completely phos-

D 7] The Aunthors. Europesn fournal of Ismemology published by
Wiley-VH GmbH

phorylate tn response o IFN sdmulaton [27]. The role of STATT
s noe complesely dependent on phosphoryladon [26, 271, which
suggans 3 role of abernasive unphosphorylased STATY-mediarad
pachways in COVID-19.

The reduced Siglec-1 expremion on the surface of CD14+
monocybas of patenss suffering from sewvare COWID-19 compared
o patenss with mild COVID-19 15 consistent with publizhed
data [2B-30]. As a resuls of this Gnding and efident anabysls of
Slglec-1 on (D14+ calls, we sarted 1o roudnely measare Slglec-1
in all padenss with COVIT-159 admived w0 KOs wo dissinguish
betwaen padents with high and low [FN sigramre w0 st the
hypothests of an assoctadon of IFN signamre and ourcome of the
patienis.
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The absence of corralaton betwesn STAT1 and pSTAT1 with
[RFY, suggests thar an alernatve [RFY independens signaling
[12] could have a rode in OOVID-19. Previoushy, i was repored
for IRFY knockour mice chat eype [ IFN mediases o povent
Inflammatory response amoctared with 2 more zavers peuro-
logical diseasa [31]. Varicella roster virus prevents type [ IFM
responza reducing IRF and inhibision of STAT2 phosphorylaton
In infected cells [32). IRFY alw prevems exhausion of CDE+
T calls in lymphocpde choromendngitls Infection [33]. Intarest-
Ingly, SARS-CoV-2 spike eranshected cells secrese miR-148a and
580 wia axosomes which induce degradadon of 1RFS in human
microglia [34].

Currently, opttmal trexment for padents with COWVTD-19 15 sl
encareain and both inervendons, blocking of 1PN sgnaling by
JAKSSTAT inhibition [35, 36] or the wse of different types of [FN
as subsdmeions, have been suggested as a teasment for OOVID-
15 and showed efficacy in small chinical wials [37, 38]. Thus, the
kay queston ruses which imervendon & appropriase for which
padem? In paslents with high IFN signaling that are likely in an
early stage of the disease, inhibition strasegles appear o be oerac-
tva especially during the phase of cytokine sworm. On the odher
hand, padents with an tnabiliey 1o Increase amiviral response are
likely in savera stage of disease, IFN subsHeudion may hold more
promise than furthar inhdbidon.

The current das indicase severe impairmen: of STAT1 and
IRFR i severcly tnfected COWID-19 patients consistent with
Inappropriate cype IFN upregulasion as o potendal mechanizm
for enhanced disease saveriry It appears of urmos: Imporsence
to undersand the underlying mechanizms in more detad as
padents with diminished eype [FN response may bensfit from
targesed therapes. In this regard, JAK/STAT inhibision may hold
promise for padents with higher STATT expression (mild cases),
while patients with low Siglac-1 and unabla inabiliey to Increass
antiviral responss may benefic from [FN subsshution.

Study participants

Peripheral blood mmples (EDTA andooagubared waccusadner sys-
tem, Beceon Dickinson Biosclences, BI, NJ, USA) from 30 healhy
conerods and 30 OOVID patenss were anmalyzed, 17 with mild
(WHO 8-point ordinal seale 1 and 2) and 13 with 3 severe course
of the disease (WHO S-point ordinal scale = 4) [15]. Donor
Information 15 summarized in Table 1. Sevare cases were pardc-
Ipanes in the CAPSID erial that inmvestgared convalescent plasma
therapy (EudraiCT2020-001210-38; NCTO44339100). Samples for
this swudy were oollected at baseline prior vo administradon of
the invesigation drug. All parscipants or thedr logal reprasenia-
twas gave wrzen Informed consent aocosding wo the approval of
the ethics commines 2z the Charisé Universizy Hospleal, Berlin
(EAZ/DE6,20 Pa-Covid-19) and Undversty of Ulm (CAPSID ergal
(115,20 and 488,20) [39, 40].
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Analytical methods and flow cytometry

All procedures adhemad o puidalines for the use of Aow cytom-
atry 2nd cell sorving in immunological sudies [41). Imracedlalar
phenoeyping of STAT1, pSTAT], pSTATZ, TRF1, and IRF7 levels
in B and T cells was conduceed a5 previously publizhed [23).
Griafly, peripharal whole blood (500 pL) was lysed and fixed the
same day of acquisidon using 5 mil. BD phosflow lysesfix bafhar
[BD, 10min, 37°C) considerng the manufacurers prowocol
(mix of 1:5 in disdllased agqua). After two washing sseps using
lce-cold PEE Dulbecon [Biochrom GMEH, Berlin, Garmany) (530
£, Bmin, £°C), permesbilization was parformed using 200 kL
BD Perm Buffer I (BD, 12h, —207C), fodlowed by owernighe
seorage at —20°C. Wexe, cells ware washed twice with PES
Dulbecoo containing 0.5% BSAJEDTA (530 = g, 8min, 47C)
and resuspended in S0pL of PBS with 20% Brilllant boffer
(BIY). Aftar incubasion with 25 pL of Foil blocking resgens
(Mihenyl Biowes, NRW, Germany) for 5 min, saining for 15 and
sulmequent fow cysomesry analyss were carried oue on the mme
day.

All Aow cyromesry analyses wene performed using 3 BD FACS
Fortassa (BIY). To ensure comparable M overdme of the analy-

ses, Cyromeser Sorsp and Tracking beads (BD) and Rainbow Cali-
beation Particles (BD) were used. For fow cyrometric analysls, the
following fluorochrome-labeled andbodies wera used: BUWVIES
ant-CIN4 (BD, clone M5EZ, 1:50), PE-Cy7 ant-CD3 (BD, clone
UCHT1, 1:100), BVS10 and-CD4 (BD, clone SK3, 1:50), BUWT37
ant-CDE (BD, cone SK1, 1:500), BV711 antd-CD19 (BD, cone
§J25(1,1:25), BV421 and-CD20 (BD, clone ZHT, 1:25), BV7EE
ant-CI2T (BD, clone L128, 1:50), PE-CF594 ansd-1gD (Biolegend,
A, UEA, clone LAS-2, 1:500) for basic immunophenoyping of cell
populatons of interest. Quandiadve analysis was done using the
following iniracellular Ascrochrome-labelad andbodias: PE and-
STAT1 (BD, chone 1/5eatl, 1:10), FITC ans-pSTAT] (BD, clone 43,
3:20), AFGAT an:-pSTATZ (RED Systems, MN, USA clone 10210,
1:5], PE and-IRF1 (B0, clone 20,/TRE-1, 1:20), APS4AT and-IRF7
(BIy, clone K47-671, 1:10). For [RPS and STATZ analysis, an
unconjugared [RFS andbody (Thermo Flsher, OH, USA sogype
rabbde 1gG, clone 14H9122, 1:100) or STAT2 andbody (Cell =ig-
naling, PA, USA) was applied. After seaintng and washing cells, a
secondary andbody was used for specific binding of IRF? or STAT2
[Jadison Immunorasearch, PA, USA, isouype donkey and-rabbi
125, polyclonal, 1:100). Number of absoluee B calls was measured
with Trucount (BIY) and samplas wera processed according oo
the manufacrurers insrucdon. As a conerol, at least one healdhy
conerol sample was processed simobanecusly with padenss
samples. Siglec-1 (CDI65) expression amalysls on D144
monocyres was performed 2t baseline as previowsly described
[42].

Isolation of PEMCs

PEMC: ware obtained by density pradient centrifugasion using
Ficoll-Pagua PLUS (GE Healthcare Blo-Sclences, 1L, UISA).
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Functional analysis of [FM-x and IFM-y signzling
pathways

To evaluate the fancdonal cellular responsivensss upon IFM
sdmull, simulatdion experiments were carded ouz a5 previously
described [23]. In brief, we suspended isolated PEMCS In RPMI
medism (GlumMay, Life Technologies, Paislay, UK) and stimu-
lazed with [FN-aZa (100 ng/ml for 5 min and 5 ng/ml 48 h)
(Recombinant Human) or IFN-y1b (100 ng/mL for 5 min and 5
ng/ml 48 h) (Recombinant Human, Mileny). Cells ware then
harvested, washed, lysed, permeabilized, and stined using the
same staining a5 mendoned above followed by fAow cyromesry.

Statistical analysis

Flow cywometry data wene analyzed using FACSDIva sofiware
(B and FlowJo vX (TreeStar, OR, USA). For graphical and sets-
eical analysts, GraphPad Prism (version 7.00, GraphPad Sofoware,
CA, USA) was used. Mann—Whitney tass were used for the com-
parison of two groups. For muldple group comparison, two-way
ANOVA with Sidiles pose-test for muldple comparison. Spearman
corralation coefficlent was culeulaed o detect possible assooia-
tions between parametars or disease aceiviey, respectively. p-values
less than 0.05 weare considared significant. Correlation matelx was
calculztad using bass R and corrplot package (R Foundasion for

Setiseic] Computing) using Spearman method.

Ethics Statement

This study was carrled out in accordance with the recommenda-
tions of the ethics’ commitees ar the Charied Universiy Hospieal
Barlin and Uniwarsity of Ulm with wristen informed consent from
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Patient consent staterment

All subjeces gave written informed consent in accordance with the
Declaradon of Halsinkd, according vo the suthorizaton of the local
Echical Committea.
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ARTICLEINFO ABSTREACT

Objectives: Autoreactive E cells and interferon (IFN) signature are hallmarks of primary sjogren”s syndrome {pSs1,
bbut beowy IFN sigmaling patiways influence sutoantibody production and clinical manifestations remain unclear,
More detadled shodies hold promdse for improved disgnostic methodologies and personalized treatment.
Methade We anialyzed peripheral blood T and B cell subsets from 34 pSS patients and 38 bealthy donors (HDs) at
baseline and upon stimulation regarding their expression levels of type | and 1 [FN signaling molecules (STAT1S
2, IRF1, IRFY). Additiomally, we investigated how the levels of these maoleroles comelated with serobogical and
clinieal characteristies and performed ROC anakysis.

Resilre Patients showed shevated [FN pathway molecules, including STAT1, STATZ2 and 1RF9 among mest T and
H cell sobsets. We found o redweed ratio of phosphorylated STAT] and STAT2 in patients in comparison to HDs,
alttough B elks from patients were highly responsive by incressed phosphorylation opon [FN stimmlation.
Correlatiom matrices showed fanther interrelations betwesn STAT1, [RF] and IRFS in pSS. Levels of STAT1 and
IRF9 in T and B cells cormrelated with the I[FN type | marker Siglec-1 (CD169) on monocytes.

High levels of STAT] and [RF9 within p&S B cells were significantly associnted with hypergammaglobulinemin as
well ns antl-S54 /antl-558 sotoantibodies. Elevwbed STATI levels were found in patients with extraglandlar
disease and could serve as a biomarker for this subgroup (p < 0010 Notmbly, IRFS levels in T and B odlls
comrelated with EULAR Sjdgren’s syndrome disease activity index (ESSDATL.

Conchigem: Here, we provide svidence that in sctive piS patients, snhariced IFN signaling imcl. unphosphorylatsd
ETAT] and STAT2 with IRFs entertain chromic T and B cell activation. Porthermore, increased STAT] levels
candidate as biomarker of ecmaglandular disease, whils [RF9 levels can serve as biomarker for disease acthicy.

1. Introduction

Primary gjogren’s gynidrame (p53) iz a chronic auimmmume digeage,
leading to sicca symptome and substantial systemic disease burden
manifestations and chow an increased rizk of developing B cell non-

Hodghin's bymmphoma [1]. The heterogeneity of oymptoms and variahle
subsetz to gain a desper understanding of the dicease and to facilitate
inidividualized trextment otrategies [2].

B lineage call abnormalities, requlting in hypergammaglobulinemia
i the presence of anti-medear antibodies (ANAz), in particular ant-

* Comesponding author German Rhematiem Research Center (DREE) and Department of Rheammatalogy and Clinieal Immusalogy, Charitd - Universithtomedizin
Berlin corporate member of Frede Universitat Berlin and Humboldt-Undversitat zu Berlin, Chariteplatz 1, 10117, Berlin, Germany.

E-muni address: thomas.doemerichariee.de (T. Domer).
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mﬂoﬂhmpﬂhmh\nﬂ:pﬂﬁ 4]. Inailsﬁl:mn. T call subsstz
play a role in piS pathophymiology by producing pre-inflammatery of-
tokines, infilrating salivary glands [5-7] and promoting formation of
germinal centers (GC) [2]. Howewer, the medhanizme of induction and
‘mainterance of autoreactive T and B cell abnormalities in pS& remain
largely unbmown.

In terms of cytokine abnormalities, presence of PN zignamre genes
ani] activation of the IFN oyotem iz regarded ac key mechaniom in the
pathogenesiz of pS5 [5]. Especially the oversxpression of mumerousz
[Fi-inducible genes in galivary glands and peripheral immune cells fram
P55 patients [10,11] and their aseociation with clinical characteristics
[2,12] have been described. In thic regard, Siglec-1 (CD165), 2 currogate
‘marker of pype | [FN expression on CD1 4+ monocytes, was characterized
a2 hiomarker of extraglndular p&S manifestations [13,14].

Depending on the binding of either type | or type [I [FN, differen:
Jamuz kinaes, Signal Transducers and Adtivators of Transcription (Jak/
STAT) signaling cascades are triggered (summarized in Fig. 1AL Type |
[P (Le IFN) gigrals wia binding to the IPN@-receptor chaine, falloved
by the autophcephordation of the amociated JAK]/ Tyh2 kinases Thiz
leaids to the formation of heterodimers of phomhorylated (pISTATLY
pETATZ which interart with interferon regulamey Eactor 9 (IRP9) [15].
Thiz complex, called interferon-stimulated genss factor 3 (130F3), ope-
dﬁuﬂyh&nﬁhlm-zﬁmuhm]mpmnedm{m]. Tepell IFN (Le
[Fiéy) cignals via the [Py recepoar, JAKL/JARD kinaces suboequently
forming homodimers of pSTATI [15,16]. Finally, interferon regulatory
fartor 1 (IRF1) ic directly induced by both, type I and 1l IFN, and reg-
ulates mmdltiple TPN-otimulated genes (15000 [17,16].

Apart from the conventional PN triggered cascade of pSTATa, recen:
sdies reparted that long-term [FM expogure can lead to signaling ac-
fivity of inphosphorgated (U-) STAT1, U-STATZ and [RP9 [16,17]. In
regponoe to high levels of [FN, after the initially formed phosphorylated
STAT] decreased UMSTAT] increass within 34h of [PN stimuolation amd
prolong the IPN regponse for several daye, increacing the expression of
peveral IPN induced genes like IPI44 amd even STATID imelf [15].
‘Purthermare, Cheon =t al. showeed that a prolonged sxposure of cells o
type | IPN induced the expression of U-5TAT2 and [RFS, which together
with U-5TAT] form the UHIS0F3 complex [19,20). Interestingly,
L-H50P3 and U-GTAT] are capable of binding to DMA and itoelf able o
drive [FN induced gene expresgion [19,21,27). Pollowing chronic
long-term PN expooure, U-5TAT] forms with U-STATZ2 and [RPY the
LHI50F3 complex and prolongs the expresmion of [50z [21,27). However,
ﬂumﬂumn:ufchumclmmmmﬂunphmpbmﬂmdlm

signaling in pS5 patients iz pocrly mderstood.

Therefore, identification and charactarization of involved molscales
[eg 5TATe) including key tranocription factors (g IRFz, unphoo-
phorylated STAT) in dhwonic inflammation like p5S holds promize o
delinsate cell type dependent [FN imprinte and their relation to clinical
subgroupz.

So far, a limited numbes of studies characterized the crom-talk be-
twesn p55 lrmphocyte abnormalities, [FY signaling molsooles and their
phocphorylation stans among peripheral T and B cell subsetn. Since new
therapy ctrategies targeting [PN and JAF/STAT are evolving [23-25], it
appears crucial to better imderstand how [PN cignaling may contribute
to different p55 characterictics.

In thiz smdy, we imvestigated the relationchip between clinical
‘manifesmtions in pSE patients and functional abnormalities in T and B
cell TPM cignaling molecules. Thersfore, we uwsed a flow cytometry
approach o amalyze different downstream molecules of the 1PN
rignaling pathway and amesoed it in the context of clinical and sero-
logical chararterictics. Elevated STATI, STATZ and [RPY leveks in pS5
patients with extraglandular manifestationa w.g:g:ﬂtdnm: framscrip-

mmﬂhﬁ@ﬁ[mﬁmrh:trhmmlmﬂ:ma}rmnamd
biomarker for thiz diseage.

Jowrrad af Astolneaay |67 (X000 J0E343
2, Material and methods
21. Saudy participants and cohort defmition

We collected peripheral blood samples (EDTA anti-coagulated, BD
Varstsinersyotern, BD Dizgnostica, Franklin Lakes, NJ, USA) from 34
PS5 patients from our outpatient unit at the Department of Rheuma-
tology and Clinical Immunalogy at Charies - Univergitsomedizin Berlin
All participant gave written informed consent, and the stody has bean
approved by the ethics committee of the Charite - Univeritstemedizin
Berlin (mumber of ethical approval B44,/051,/17) in accordance with the
data of the patients are summoarized in Table 1 and Suppl. Table 1.

According s dinical mamifectations, we subdivided our p&5 patien:
cohort into two gubgroups: one group with glandular sicea onby (0L) and
another group with additional extraglandular (BOL) manifestations.
Both GL and BOL pS& subgroups fulfilled the ACR,/BLULAR criteria for
P55 [26]. Whenever pocible dlinical and serological data was collectsd
during the outpatient vizsit and disease activity index was amemed wing
ESSDAI score [27]. Crr cohort included 13 glandular p5S patients with a
mean BESEDAL of 3.0 and 21 extraglandular pS5 patients with a mean
ESEDAI of 7.2 (Table 1, Suppl Table 1) Noteworthy, most patients were
treated with knadroxgchlaroquine (HEY) and/or Losw-doce prednisolone,
1 patient received azathioprine (Table 11

22 Loboratory fodings for correlation analysiz

Autcantibodies (ant-nuclear antbody titer (ANA), anti-533A/558,
rheumatoid factor (AF) and Ig0 were determined by routine diag-
noctic laboratory.

23 Introcellular staining

Intracelular pexinings of STATI, pSTAT, STATZ, pSTATZ, [RF1 and
IRPY in T and B cells were performed 2= previoudhy described [20,29].
immediately after blood drawing using BD Phooflow Lyze, Fix Buffer (BD
Bisoriences, San Joze, CA, USA, 10 min, 37 *C) according to mammfac-
turer’s ingtructons. After two washing stepe permeabilizasion was per-
formed wzing BD Perm Buffer Il (BD Bicociences, San Joge, CA, USA; 12
b, - 20°C), fallowed by overnight storage at — 20 °C. On the following
by, celle were waghed twice and remmpended in Brilliant: Buffer (BD
Horizon, Samn Joge, CA, LISAL After incubation with PcR blocking reagent
(Miltenyi Biotec Bergioch Gladbach, NRW, Qermany) cells were stmined
(Suppl Table 2). For IRPY and STATZ analyzic, cells were incobated for
30 min with either imconjugated rabhit [RPY antibody (Thermo Fidher,
izotype rabbit [g0, clone 14HL22, 1:1000 or an unoonjugated rabbit
STATZ ansibady (Cell gignaling, isotype rabbit g0, cone DSUIFL). After
\m:h.h:.g.adl.:minu.lh:.tﬂd with [AR4BE) ﬂnnh:;:mi—m]ﬂ:i.t[gﬂ
secondary  antibody (Jacdkoon [Immumo Research, iootype donkey
anti-rabbit Ig0, polyclonal, 1:100).

Flow cytometric analyin was performed using BD PACS LER, Porteaa
X-20 (BD Bicociences, Pranklin Lakea, MJ, USA) Median fluorescence
intencity of different marker: was mesqured. Az quality contral, daily
Cytometer Setup amd Tracking beads (CST besds, BD Bioociences,
Franklin Lakes, MJ, USA) and Rainbosw Calibration Particles (BD Bio-
sciences, Pranklin Lakes, MJ, USA) were wsed. Az 2 control, at leact one
healthy control sample was included ar each analyziz.

24 Isolation of peipharal Blood mononuclear cells (FEMCs)

Pezipheral blood monomeclear cellz (PEBMGa) were obtined from
whole blood by denzity gradient centrifugation using Ficoll-Paque PLUS
{0E Healthcare Bio-Sciences, Chicage, 1L, USA)L
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Fig. 1. STAT1 and IRF9 levels is increased in T and B lineage cells from pSS patients.

(A) Scheme of the JAK/STAT signaling pathway of type [ and type 11 interferon. (B) Hepresestative gating strategy for the cell subsets analyzed: Naive (marve;
gD CIET™), pre switched (pew; 1T CD27), memory (memy; gD C0ETT), dooble pegative (O8; [gDC0ET) B cells and plasmablasts (FR; COG0lowCDET ).
D4 T eells; COE™ T cedls; COMTCDE™ T cedls and CO4™CDE™ double negative DM T cells. (Ch Representative histogram for COGT B cells and median foorescence
imtensity of STATY, (D) STATZ, (E) IREF9 and (F) of pSTATT (¥701) of T and B cell subsets obtained from HDs and patients with pSS. (G Ratio of pSTATT (Y701) and
STAT] in T and B cells from HDs and patients with pSS. (H) MF1 of pS§TAT] (Y701) among save B eells from HDs and patients with pS% after short term stimulation

with [Fiéa and [FNy.

(HDs in bloe, o = 38; p&5 patients in oramge, n = 34, (for STATZ2, n = 11; for IRFY, o= 24, for [FN stimulation, p&S o = 5; HD' n = 2. Graph (A) created with
Edorender. Scatter plots represent means = 50 statistical significance was determized using two-tailed MWL (Mane Whiteey [f test] *p < 0.05, **p < 000, **"p <
0.001, ****p < 0.0001. Representative histograms of maolecules (hluesornge solid line), FMO (dashed line) and secondary antibody (light grey solid lime) are shown.

Table 1
Demographic data of the patients with primary Sjogren’s Syndrome.
all pa oS pateas
paticsts wualegriai
Glandsl Extrag
anldy (L) (EGL)
Exlividimals (=) 34 ia H
g, s (raoge], yeass =7 623 52,1 [#1-85)
{3185y (35210
emmle, o (4} 2041 15 0100 W) B0 (952 %)
=l
i it dariticn, swsin {117 .7 [2-15] 13.4 [3-33]
[Fnge] in pearg (i [2-33)
aviilabde)
ESADAL meas 51 3 7.2
extrmggl il lies
st fetatione
iy ghind irvulvement, 5 (14.F 2 3
= (W) 5]}
e, o () (265 o @
5]}
oy, o (%) -] o -]
lemcocyiodaitic vasculie, o 1 (29 %) o ]
%)
PHE sywmplass, o (%] I(50%) O 2
Enterstitial bty dissee, 5 =] o =]
%)
Intersitial seplairs, o (%) I (219 %) o (]
B el lyssphuosion, o (ules b= 2 (5.0 %] o 2
he pasr)
walicaticn af saugEse
btrusphlonauine, o H2EE 800 mg) 13 (2308 mg)
{neez]
predeslons, o (S 107 2[5 mgd & (B4 mg)
Ll
ratbioprine, o (s LB0mg) 0 1 (50 =)
st libodbes: & (%)
AMNA e - 0160 & (mes) 31 11 [1:1207) 30 [1:2996)
12071
asli-Sa 5 (BLE B [&1.5 %) (95D )
=)
sli-SE 15 (el 1(7.6%) 14 (857 W)
5]}
astl- B34 positive and and- IS (e
S58 positive L] 10{7.6%) 14 (657 %)
BF g U ml 130.20(n 1045 {n = 17ag (n= )
= &5) iy
BF IgM UsmlL TES; (= 15%{n= 13E (= 1)
= 33 12
prmnagltaline o serum 74 = 127 (== &) Biikm= 15
Ew = 21}

Demographics, clinical coursss, and labordory starus of the 34 patients enrolled.
Gl = glandular; BGL = extmglandular; ESS0A1 — EULAR Sjogren’s syndrome
disease activity index; AMA = anti-suclear antibody; BF = rheumatodd factor.

We svaluated the phosphorylation responaivenss in B celk upon [FY
deocribed [29]. In cumemary, isolated PBMCz (1 Mio cells) were ooz
pended in 100 1l medinm (GhotabAX, Life Technologies, Paizley, UK)
an]:bﬁmﬂnmdmdﬂ!.w-ﬂﬂaﬂm.qul.}[kumbinmwmm}ur

IFH-y1b (100 ng/ml) (Recombinant Human, Miltenyi) for each time-
point ceparately. 54 jon was stopped after 2, 5, 8, 15 and 30 min by
stained uzing the pame smining a= mentioned followed by fow cyto-
metric analyziz.

26 Surfoce stoining of Siglec-1 on CDN4+ monocytes

Siglee-1 (CD169) exprassion on CD14" menocytes, 2= a moarker for
type | [FN cignatwe, was determined as previoumly described [14].

27 Idemsification of B and T eell subsers

B]inu.g::n'ﬂ.mblﬁ!miﬂu:ﬁﬁedazmmﬁnnﬂlnﬂhc[mlf
CD27 1507}, pre-switched memory (pow; CDN9" €027 1507 con-
ventional memory (mem; CO19 CO27F 1507 T double negative (DN;
CD1S+ D27~ IgDr) B cells and plasmablaces (PB; CD19+ CD20=
cozry

T cell suboets were identified az CD4* T ealls (CD5 D4 ) CDET T
cells (CDE" COET ), CO4 €A T cells (CO5* CD4™ CDE™) and CD4-
D8~ double nagasive T calls (CO3" CO4~ CDE 7L (Dating strategy in
Fig. 1B, Suppl Fig. 1AL

2.5 Smestes! analysis

Dieacriptive statistics were used to describe the demographic feamres
of the study participantn. Flow cytometric dats were analyzed wing
FACSDiva software (Becton Dickincon, Pranklin Lakes, MJ, USA) and
Flowelo (vemsion 10, TreeStar, Ashland, OR, USA). Craphical and sta-
tistical data analyzic was performed using OraphPad Prism (verzion
200, GraphPad Software, La Jolla, ©A, USA) and B incheding corrplot
package (R Poumdation for Statistical Computing).

Statiztical significance between two groups waz determined wing
twor-tmilored Mamn-Whitney-U (MWU) test. For multiple comparisona,
Frugkal-Walliz tect waz wsed Spearmam correlation coefficient was
caloulated to detect possible correlations betweeen readouts or diseage
activity and phenotypes. Unles: smted otherwise, ocatter and bar plots
repregent means 4+ 50U

To detarmine enitiviey, spacificity and cut off values for STATI,
reported.

Statiztical significances were conzidered for p values lem than 0.05
and are depicted in figures az: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001;
ettp o 0LO0DL.

3. Regulis

3.1. Toesl STAT1/Z and [AFF levels are increased in T and B cells from
P53 patiens

To imvestigate the stamz of PN cignaling in T and B cells of p&5
patients, we menmmed total levelz of STATL, STATZ, RPY and IRP1
proteing acs well az baseline phosphorylation of STAT proteing (pETATI
¥701, pETATZ ¥690) in patients and healthy donars (HD) (Fig. 11
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In p55 patents, total STAT] protein levels were elevated inoall T and
B cell subsetz compared w0 HD (Fig. 1C). A similar finding was oboermed
with regard to toml STAT2 protein level: bezides plasmablagt, all other
inmvectigated T and B cell subcets chowed higher levels in pS5 patiants
compared to HD (Fig. 1D0L

Jourrad af Astodnsacaty 147 (X024 10543

In a next otep, we analyzed [RF] and [APP levels a important tran-
scription factors. Becides plasmablacts and CO4 COBY T cellz, we foumd
elevated [AFY in all T and B cell suboerz in p5S patient compared to HD
(Fig. 1 E). Interectingly. we did not detect any diffsrence between levels
of [RF1 in T and B cells from patienss and HDs (Suppl Fig S1EL
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Fig. 2. STAT1 and IRF9 levels is co-regulated in T and B lincage eells of pSS | its eorrelate with [FM rype [ signature.

() Correlation matrix depicting Spearman rho (positive correlation = bioe, negative correlations = red) of STAT], STATZL, IRFS and 1RF1 among B cell subsets of the
psS and HD cohoet. Size and intensity of color refer to the stresgth of correlation [patients & = 34; HD n = 34). (B} Correlation matrix depicting Spearman rho
(positive correlation = biue, negative correlations = red) of STAT], STATZ, IRF% and IHF] in T cell subsets of the patient’s and HD cohort (patients n— 34; HD n =
3E). (C) STAT] in E cells commelates with Siglec-] expressed by G047 monocytes of piS patients (omege). (D) STAT] in T cell nshsets correlates with Sighee:1 levels

on CD14™ mosocytes of pSS patients [orange].

Spearman’s rank test and coefficient (r) was calealated to identify correlatices between the parameters. *p < 0U05, *p< W01, *"p < 00O, *=**p < 0.0001. (1) and
*p are indicoted ooly for patients (orange), HD plotted as peference. Correlation matrix depicting spenrman riw (positive comelation = blse, inverse cormelations =

red), Size and intensity of color refer to the strength of coerelation.
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Purthermare, we dd not find amy influence of our patents” medication
on the levels of STATL, STAT2 and IRF9 in B cell muboetz (Fuppl. Fig. 52
Thuz, elevased STATL, STAT2 and [RPY cignaling proteing suggest
activated [FY dgnaling arrom T and B cell mobostn.

32 pSTATI/Z protrins show discordant pattern compared with total
STATL/2

STAT proteing, we imectigatsd phoophorylasion sres of pSTAT1 Y701
and pSTATZ Y650, Here, we found that levels of pETAT] (Y701) ware
elevated only in the nafve B cell cuboet, 2z well ag in CO4F-, DG - and
Co4" 08" T cells of p5S patients compared to HD, while there were no
diffsrances in other B :n'ﬂ..ru]uﬂ:!orDNTadL:I:'F’.g. 1F). \'\ilhrcmjln
BETATZ (Y530), we &d not find amy differences in the frequency in T ar
B cellz of patients compared to HDg (Suppl. Fig. 31C).
nnmubnﬂ'wddmmdbu:line“T&Tmnhnﬂ.clemLthmdu:
compared ratios of pETAT/STAT mdecu.llu: u:h'l.mdu—n.mj rh.e:da.l:m
betveeen the level: of imphosphorplated and phosphorpased protein.
W found a reduced ratio of pSTAT1/5TAT] in all B lineage cells ag well
23 €04~ and OO C0E" T cells in patients compared to HD (Fig. 1G]
In contrast, the ratio of pETATZ/STATZ in T and B cells chowed no
difference betwesn patients and HD with the only exception for CD4
CoE' T celln with a reduced ratio of pPETATZ/STATZ in p&S (Suppl

Fig. S1TI.
3.3 [FN pathway can be octivard in pS7 upon strmulmtion in viro

IFM 2z an important cytokine in the disease pathophymiclogy and
therefore ascuming the chronic [FY expogure in piS patients [30,31], we
imvectigated the nduction and responsiveness of STAT] phoopharyls-
tion upon [FYT and PNy stimmlation.

After short term [PNa and 1PNy stimuolation we observed an incresce
of phocpharylated STAT1 (pETATI ¥701) in all analymed B celk of pS&
patients compared to HDa (Fiz. 1H, Suppl Figa. S1E and 517) demon-
strating that thege cells remain regponcive to [FNE and [Py stimuolation.

In summary, o resolts show that TPV cignaling baceline protein
levels of STATL, STATZ and [RPS of T and B c=ll subsets fram p33 pa-
tientn are elevate] compared to HD while IRF1 chowed no difference.
Limited bageline alterations were found regarding the phosphorylation
statun while chort-term stimulstion wasg able to induce a pSTATI in-
crexse. The increaced protein lewel of STATI suggects a long-term
inrinsic imprinting by [FY on T and B calls in piS pasdene.

34 STATI and IRF? lovels are co-regulated in T and B incage cells of
35 patienty and cormdlatr with gype [ IPN signehare

To analyze the relationchip between levels of STAT1/2, IRPY and
[RF] in different cell subsets, we analyzed the comelation between theoe
proteine. The correlation matrices (Fig. 24; Fig. 28B; Suppl Fige. 534 and
538) chow different molscular patterns betweeen HD and pS5 patients
highlighting an activated JAF/STAT signaling in patients.

In detail levels of STAT] and IRPY were srongly associzted acroes
all imvestigated p5S T and B cell suboets (Fig. 24 and B; Suppl Fige. 544
ani] 540). Noteworthy, none of theee coarrelations were found in HD T
and B cell subsetn. Interestingly, there was no correlation between
STATI and STAT2 in p5& T and B cells or [RP9 and STATZ within B cellz
(Fig. 24 and B).

Although RF1 iz not differentially expresced in pSS patients
compared with HD (Suppl. Fig. S1E), we found a pocitive correlation
between STAT1 and IRF1 levels in nafve-, preswitched- and double
negative B cells (Fig. 24, Suppl Fig. 548) az well a0 in CDM*-, CD4
CDE* T celln and DN T cellz from p&S patient (Fig. 28, Suppl. Fig. S4EL
Moteworty, none of these correlations were found in HD T and B cell
subgetn. Moreower, thers wag a correlation between [RP1 and [RPY in pSS

Jowrrul of Astoinensly 147 (X)) 105343

patisnts’ name-, p:rwmdmd mﬂnnq,r—mdﬂm.tblemg:m'rﬂadl.
{Fig_ 24, Suppl. Fig. 54C) a0 well a0 in CD4*- and CDE* T cellz (Fig.
Suppl. Fig. 54FL

In summary, our resaltz chow that haceline protein level: of STATL,
STATZ, IRFS and [RF1 are co-regulated in T and B cell zuboets from p&s
patients, suggesting an upregulated [FN type 1 and I signaling in pe-
ripheral lymphocytes that is not found in HD.

3.5 STATI and IRFY lovels correlote with Siglec-1 @ type | IFN signature
biomorker

To further explore the association of STAT] and IFPS levels in T and
B oell of patients with IPM cignature, we sinul taneoucly assesoed Siglec-
1 (CD169) expression on CD14" monocytes, a validated surrogate
biomarker of type | [FY aignature [14]. hefwmdpnamnmdm
between Siglec-] expression levels on CD147 monocyies with STATI
and [RPY levels in all imvestigated T and B cell subzets in the p55 cohort
only (Fip. 20 and D). Purthermore, the phosphorylation statuz of
PETAT1 (Y701} correlated with Siglec-] expression in naive-,
pre-switthed- and memory B cells, a0 well as in C00* T cells (Suppl.
Fig. 53E). We aloo found a correlation betwesn Siglec-]1 expreszion on
D14 momocytes andd [APS levels in moet T- and B cell subsets (Suppl.
Fig. G3EL Nome of these comrelations were found in HD.

These fndings emphacize that p&5 patiens exhibit a globally act-
vated PN cignature on various immune cells which ic detectable in the
]:-u':.pl:ﬂ'_!,r:.nﬂ uh:q'lmﬂykadmmhmhjmmmalmmty
with increased levels of PN associated molecules.

3.6, STATI and IRFY levels in B lincage cells correlate with autnantibody
production in seropositive p38 paticnts

Mext, we svaluated potential associstion of levels of IPN dgnaling
molerules with laboratmey characteriotics in pSS patients by correlating
the protein levels of STAT1, STATZ and [FP9 in T and B cells with total
Izi0 levels, ANA titers, presence ar aboence of awtoantibodies againat 354
and 556 and titers of rhevmatoid factars (IgA and g (Fig. SA; Supal.
Tig. 554

Remarkably, we found ctrong correladon: betwesn cerological
findlings am expression levels of STAT] in all B cell subsets amd moat T
cell ouhosts except COE" T cells (Fig. 34 Suppl Figo 55AL In dessil,
serum by inemia correlated with STAT] levelh inall T
and B linesge cellz with the exception of CDG* T cells (Fiz. 5B, Supal.
Fig. G5B In addition, an increased level of STAT] in T and B celk was
ammncizead with ANA siters in pS3 (Fig. 30 Suppl Fig. 5501

Highest level of 5TAT] inall B cell subsets were observed in patients
positive for anti-55A and anti-558 autantibodies (Fig. 3D, Notably, the
levels of STAT] protein could distinguich betwssn pSE patienm that
were pogitive for anti-Z54 and anti-558 autcantibodies (double pogitive)
and patientz only pocitive for anti-55A autcentibodies compared to HD
{Fig. 30). Importantly, STAT] levels in plaomablacs cegregated seso-
negative and double positive pSS patients (Fig. 30, Deuhle positive p&5
patientz chowed aloo higher STAT1 lewvels in certin T cell subsets
{Suppl Fig. 550 In contrast, only double positive p&5 patients showed
increased IRFS levels compared o HD in most B cells and €04 and DN
T celks (Suppl. Fige. S6E and 56F). Another pogitive comrelation was
foumd between [RPS and ANA titers in nafve- and pre-owitched memory
Bealls and in CDB¥ - and DN T cella (Fig. 34; Suppl Fige 554, 56C, 560

Regarding theumatoid factors, titers of rheumaswid factor IgM and
IgA correlated with STATI levels in all B cell subsets (Fig. SE, Supgpl.
Figa. 57A and 575) and in all T cell mibeets begide CDE T cella (Suppl.
Fig. S5EL Titero of rheumamid factor (Igh) chowed a correlation with
[RPS levels in maiive and pre switched memory B cells (Fig. SEJ, 2z well
a0, in CDB and DN T cells (Suppl. Fig. S5E).

In summary, high levelz of STAT1 melBDdlmbnetnmchm
acterictic of patiens with ia incressed AMA
titern and pesitive anti-Z5A sutoantibodies. STATI Levels comrelated with
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Fig. 3. STAT1 and IRF9 levels in B lineage cells eorrelate with autoantibody production in sutcantibody positive pSS patients.

[A) Coerelation matrix depicting (positive correlation = blue, inverse correlations = red) of serclogical chamcteristics (gamma-globulin in %%, antiuclear antibody
titers [ANA], ant-554 and anti-558 antibodies and resmaroid factors (RF) [gMTgA) with STAT], STAT2 and IRFS expressed by B cell subsets of the studied patients.
Size and intensity of cobar refer to the stresgth of comelation. (B) MFL of STAT] correlates with gamma-globulin (%) iz patients B cells. (C) MFI of STAT expressed
tey B cells in patients with antinoclear antibody (ANA) titers. ANA titers of HD were not defermined but STAT] levels are shown as reference. () MEF1 of STAT1 in B
cells according to their serological profile (negathve for antl-55A or 558, anti-55A single positive or antl-S5A/anti-25H double positive). MWU test was performed
with the double negative group and HDs as reference. (E) Scatterplot of MFL of STATI (grey, left axis) and [RP9 (pink, right wxs) in B cell subsets of patients and

references levels of IgM rheumatedd factor.

Sentter plots represent menns = SD; statistien] significance wos determined using two-tailed MWU (Mans Whitmey U test). Sintstical sigeificance is depdeted as

follows: *p < OU05, **p < 0.01, ***p < Q.001, ****p < OLOOOL.

typical pS5 autoantibodies. These fndings suggect a link between PN
activity anid continuous activation of the dharacteriotic humoral
autoimemmmdty.

3.7 Inoreased levels of STAT] in B lincage cells muork patierts with
Y .

Although and-53A aumantibodies and hypergammaglobulinemia
are common in p5G patients, pSS iz a heterogensoun chronic inflam-
matary autoimmune dizeage characterized by 2 wide spectrm of din-
iral manifestationa. Novel biomarkers are nesded to identify molecular
characterizticz of mabgroupe which can improve the performance of
clinical smdies.

Cnur 55 eohort inchuded 34 patienes, 13 with limired glandular (GL)
and 21 with systemic organ memifestations (ie arthritio; BOL) (Table 1;
Suppl Table 1; Fig. 4A) BOL patients presented with an incresse BESDA]
level (BAL 7,25 va L 3,0 p < 0.001) (Fig. 4B] comaintent vith elevated
clinical diosace activity.

In a firot otep we imrestigated if STAT molecles can distinguich
between different clinical p5S subgroupa. In thiz regard MF] levels of
STAT1 i all B call subosts could distinguizh bervwesn GL and BGL pSs
patientn (Fig. 4C and D). Interestingly, we did not detect any difference
betveeen levels of STATZ and only IRPS in DN B cells and plasmahblasts
distinguich between OL and BOL patients (Suppl. Fige 534 and SEE).
ﬁztmmdiﬂ:’mh:.lhclevdnofqﬂﬂl "TﬂT"ml[H.ngu.T

Tnﬁlﬂtaw]uim"TnTlunbunmaﬂufwm‘}g:uwugng:hm,
we ayahare] the ares under the cores (AUC) and BOC cures to teot
whether STAT] could discriminate the pS3 subgroups fom HDe
{Fig. 40LFL STAT1 Levels by plazrnblasts coudd dissinguizh berveen HE:
wersus GL and BOL pS5 patients. The AUG for HD and OL p55 patients
waz 0,73, The defined cut-off for STAT] was = 1695, which gives 75 %
senitivity and 76 % specificity (Fig. <EJ. Par HD and BOL p55 patients
the cut-off walue for STAT] of the MPI wag = 2031 corregponding to 57 %
penzitivity and 92 % opecificity (Fig. 4F). Purthermore, a cut off for
STAT1 MFI of = 2053 could diztinguich benwesn OL and BOL pS5 pa-
g with 3 sensisiviny of 37 % and 3 spacificinr of 85 % (Fig. 400 The
AUC for 6L and BOL piE patiens was 0,34,

3.8 RFY loels corrdatr with ESSDAT

far no biomarker has been establiched, we evaluated correlations be-
tween STAT/TRF molecules and ESSDAL In this regard, we found thas
R levels in nafve-, memory-, DM B cells and T cell suboets correlated
with ESSDIAI (Fig. 40 and H). Surprisingly, STATI levels in T and B calls
did not corzelate with BESSDAI ocores, and STATZ level: imeersely
correlated with the ESSDAL (Fig. 40 and H).

In mummary, the study provides svidence that STAT] levels distin-
tiseace while [RPD levels correlated with the BESDAL

4, Dhoeuszion

Auntoreactive B lineage cells producing  aumantbodies (eg

h-pug:.m.lm.g] hlhnﬂma,a.nh—ﬂﬂn,m-ﬁﬂﬂ]anjﬂumﬂu@u:mem
imrmme characteriatica of pGS, but the relationchip between both at a
functional level remoing poocly underctocd. In our soady, we evaluaed
the levels and cignaling molecules involved in the [FY cignaling in pe-
ripheral T and B linsage cell suboets of patients with pSS. Here we found
elevated baseline molecule levels of STATI, STATZ and [RP9 but no
clear phosphorylation difference of pSTAT1 Y701 and pSTATZ Y680
among peripheral T and B cell subsets. Thus, we conclude that a loang-
high levels of [FN zignaling molecules without a distinct phosphoryla-
tiom activity. Humoral antoimmmmity was linked to the prominent [FN
sigranare and we identified correlations for STAT] and IRPY proteinz in
T and B cell mubeetn with hypergammaglobulinemia AMNA titers and BP.
We found that patients with poaitive and-554 and ant-55B autoant-
bodien presented with highest levels of STATI in all B cell subsets.
STATI molecule levels were aloo distinctly increased in the subgroup of
BOL p5S and candidstes ag potential biomarker to segregate HDOg from
0L and BOL pS5 patients, respectively. The overall dats indicate that
incressed clinical activity comverge into molecolar dignatores of
incressed PN activity in T and B cell subsetz of p&5 patientz and allows
patient stratification for specific anti [PN-targeted therapies.
Several omdies have jizei] the dominant rale of [FN in the
pathogenesiz of p&5 [9,32,37]. Transcriptomic studies identified high
expreszion of [FN signatume gensc in total CD19" B cells and salivany
tiomue [11,32-34], but listde io knowmn about the levels of PN pathwany
proteing and particularly in peripheral T and B cell suboets. Here, we
repast for the firct time alevarsd STATL, STATZ and [RFD protsin lavels
in peripheral T and B eell mubcets in pS5 patient. Inperectingly, we did
not find a clear difference regarding phosphorplation sites pSTAT] and
PSTAT2 in T and B celk in comparison to control:. However, an
increszes] phosphorylated STAT1 after chort term PN otimulation
demonatrated that pathway activation iz comserve. Puture experiments
wiill have o disoect, if the increae in phosphorylated STAT] in cxused by
an incrsassd bassline amount of STAT]. Neverthalsss, Cheon et al.
zhowed that the increased amount of STAT] was not additionally
phomhorylated in responce to [P stimuelation and acted independantly
[20]. Therefors, our results point towand: a proper pathway activation
while imphosphorplated STAT] reflect 2 chronic signanme of elevated
Barly IFM responoe iz characterized by increased phosphorylation
statuz and has been oboerved in p5S PEMCs after divect IFN otimulation
[15,35]. leﬁ:uﬂ:ﬂrhmj mﬂmd:mmdlﬁuphnﬂphnnhhmof
W&Tmlea;h!hnumcmaryforh:mmphm:lach\m[ 6,19 36,
37]. Chronic expoqure to [PN was reported to nduce unphosphorylaed
(U 5TAT1, U-STATZ and IRFY to form U-IS0P3 and act a= U-tran-
scription factor in late regponze to PN exposure [19,35]. A recent SLE
lation) directly entertin chronic hyperinflammation [39]. In our study,
only nafve B cellz and some T cell suboets of patisnt exhibited elevated
phomhorylation of STATI (pSTATI 701) at bageline. Otherwize, we
found incresced baseline STATL, STAT2 and [RP9 protein levels
compared to HD likely related to percictent [FN expomre in chronic
dipeane [n this context, we recently described a tranceriptional increage
of STAT] maolecules in T and B cells in HD after 45 h long-tesm [FN
stimmulation [29]. In the same shady, COVID 19 patients dhowed high
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Fig. 4. High levels of 5TAT] in B lineage eells identifies extraglandular p5S patients.

(A) distributicn of 34 pSS patients according o glandular (GL) and extmglasdular (BGL) dissase. (B) ESSDAL of GL versos BGL patlents. (C) STAT] levels in GL versas
EGEL pS% patients in B cell subsets. (DY) Receiver Opemating Chamcteristic curve (ROC oarve) analysis and ost-offs of STAT] kevels by plasmablasts from GL versus BGL
piS patients to predict extraglandular disease, (E) HD versos GL and (F) HD versus BGL p&S pattents. (&) Correlation matrix depicting STAT], STAT2 and (RE9 levels
oy B ol subsets and (H) by T cell sobsets of p&S% patlents and disanse activity index (ESSDAT

ROC oarve: ROC curve and aren under the ROC curve (AUC) for 5TAT] in plasmablasts, .2 HD va. Gl: 5TAT] can differentiate between HD and GL patients,

Area under the corve (ALC), (95 % confidence inberval; CT).

Graph (A) created with Elorender. Scatter plods represent means = S0y statistical sigrificance was determined using two-tailed MWL (Mans Whitney U test) *p <

005, "p = OUFD, **p < U, " p < DU .

Correlation matrix depleting Spenrmen rho (positive correlation = blue, inverse correlxtons = red), Size and intensity of calor refer to the strength of correlation.

levels of STAT] and no dear changes in pSTAT1, indicating a permanen:
terme o chromic [FN-driven dicesse like pSS [29] Our resultn are
conaigtent with chronic [FM imprinting across T and B cell subsets in p5S
patieni,

Interectingly, a mowse study using lmoduwout mice showed that

5STATI and IFPS ac dowmotream molecoles of type | [FN receptoms are
neceszary for the generation of lg0 autoantibodies [40]. Our fmdinge of
STATI and [RPY molecules in cell subestn correlating with antoantibody
production, ouggest that IFN cignals may be important for B cell act-
vation and autoantibody formation in pSS.

The clwgical activation of B cells and generation of antbody
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producing plasmablacts relies on germinal center-dependents T/B cell
imteraction [0,41,42]. In particular germinal center T follicular helper
(Tth) cells play a key role in thiz procesa [2]. Tihlike calls are deocribed
to be elevated in the peripheral blood of p&s [45] and promote the
maturation of B eells [7]. In'ﬂ!inmhud,m.:\e;ulu'maii;umdiuITNi!
affacting T cell activation acroas different T cell suboets. Recendy, a TOX
moleculs vwas describe to diffsrentiaste CD4" T cells oo T calls via IFN
alpha signaling [44]. Cur resultz are in line with thees fndings, ag we
found boseline IPN cignaling protsing elevated in C04° T cells, The
perzistent activation of CO4 T cells by 1PN and subosguent Tih cell
induction in pGS may promote a constant B cell induction in the contex:
of a (exira-) follioolar resction. Future studies moay focos on the impace
of [FN on regulatocry T and B cells to imvestigate their potentially
abnormal suppreszive function and role in tolerance breach In thic
context, a lupus mice stody described dendritic cells and ype 1 PN az
drivers of a T cell dependens exrafollicular plasmahlacs production of
autoantibodies [45]. The curent regultc of [FN cignaling molecules
elevated in T and B cells correlating with autoantibodies in p&S highly
cupport thiz mechaniom in pSS patientz. Pinally, the clinical walue of
CI+40 blockade [46] ag well ag and-CO20 [47] or anti-BAFF-R. [40] are
conzigtent with a T/B maintenance loop entertaining dhronic autoim-
ity in pBS.

Recenthy, the first recults from 2 phase 11 clinical trial for the we of
Flgotinib (JAK]-inhibitar), lanraplenib (Syh inhibivor) and tirabnatinib
[BTH inhibitor) in primary and secondary Sjogren’s syndrome patients
were publiched [45). The firot and second endpoines were not met, bus
there was a decreace in [FM zignature score, evaluated based on BMNA
expression of IFM related genes [45] with a srongest resporge to the JAE
imhibitor. There iz hope, that JAF,/STAT inhibition can interrupt the TFN
signaling cascade and block the activity of [FN dgnaling. In the light of
the current findingz, blocking Jak/STAT inhibiting acote phoaphoryls-
tion of the pathway mony subsequently aloo block the pocitive fzadback
loop of U-S5TAT] az signature of chronic IPN exposure. [n line with our
may serve to enrich responders for such clinical triale bt may ako serve
to monitor disease activity. Preliminary stodies in four BA patients
weated with approved JAK inhibitore chowed simul tameons decreace of
STAT] lawels in plmb]:m {data mot chown) Thos, STATI az a
biomarker can be measured to evaluate [P inhibition in differens cell
lines and autnimmme dizeacen. Since certain clinical trials Biled in p55
[50] and novel anti-[FY pharmacological druge are in development,
predefinition of responder subgrowpe in of great clinical relevance. In
this context, we chowed that levels of STAT] could distingnish patients
profiles. STAT] levels can be wed az 2 monitor and soasification mardker
to inchade particular patients for further angi-IPN trials. Our study also
found [RPY ac reliable marker to capture pSG diseace activity poasibly
indicating that type | and type [ PN together define immune activity.
While IRFY ac biomarker requires further validation, how and to which
individual extent type 1 and 11 IPN consribute, requires further snadies.

Thiz stidy has certain limitations. Pirntly, pSS iz a heterogeneouz
diseace and the patientz in our pE5 cohort were at rather low to mod-
organ moanifestations. Secondly, the limited sample gize, sspecially for
the different subgroupa, reduced the statiztical power. Thirdly, some of
our pSE patients received teatment and we cannot fully exclude that
thiz many have influenced our zmady.

To concluds, we found slevarsd STATI, STATZ and [RFS prowsin
levels in different T and B cell subsets in pS3. There waz no clear Jif-
ference in the bazeline phoophorylation of pSTAT] amd pSTATZ but a
reiduced phospho,/protein ratio of S5TAT] in pSS with simultnecudy
increaced basic protein levels. We conclude that mcreased levels of TFN
signaling molecules in pSS represent imprints of long-term [PN exposure
related to signatures of inflammation. Thiz continuous imemne activa-
tion of T and B cell mubsetn it amociated with typical serological ab-
normalities. Higher levels of STAT1 marked p5S patients suffering fram

Joisrrudl af Astolvisoaly |47 (X004) 103343

extraglanciular momifectatiors and could distinguich betwesn the
Gollectively, the dam highlight the role of [FY cignaling by T and B
cells among p&5 patients. High levels of STAT1 and IRP could serve ac
biomarkers and provide 2 rational for targeting JAK/STAT dignaling in
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of Anti-SSA positive asymptomatic women at-risk for congenital heart block

15th Sjogren Syndrom Symposium 2022; 07.-10.09.2022 in Rom, IT

Posterprasentation: Abnormality of Type | Interferon Signalling in B cells in primary

Sjogren’s syndrome and the impact on laboratory and clinical findings

EULAR Kongress 2022; 04.-06.06.2022 in Kopenhagen, DK

Posterprasentation: Abnormality of Type | Interferon Signalling in B cells in primary

Sjogren’s syndrome and the impact on laboratory and clinical findings

DGRh Kongress 2022; 31.08.-03.09.2022 in Berlin, GER
Vortrag: Abnormalities of type | and type Il Interferon signalling in B cells in primary

Sjogren’s syndrome were associated to subgroups with elevated serological activity
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Berlin-Oxford School 2022; Juni 2022 in Berlin, GER

Posterprasentation: Abnormalities of type | and type Il Interferon signalling in B cells in

primary Sjogren’s syndrome were associated to subgroups with elevated serological ac-

tivity

Autumn School of the german society for Immunology 2021; Merseburg; GER

Posterprasentation: Abnormality of Type | Interferon Signalling in B cells in primary

Sjogren’s syndrome and the impact on laboratory and clinical findings
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