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Zusammenfassung 

Einführung 

Interferone (IFN) sind sowohl in der viralen Immunabwehr von Sars-CoV 2 Viren als auch 

in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen wie dem primären Sjögren Syndrom 

(pSS) von wesentlicher Bedeutung. Gleichzeitig sind die Zellen des adaptiven Immun-

systems maßgeblich an der spezifischen viralen Immunabwehr 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-

Signalmolekülen (STAT1/2, IRF1, IRF9) in T- und B-Zellsubpopulationen analysiert. Zu-

sätzlich wurden relevante Phosphorylierungsstellen nach IFN Stimulation untersucht und 

die Krankheitsaktivität, sowie klinische und serologische Merkmale ausgewertet.   

Ergebnisse 

Es konnten erhöhte STAT1, STAT2 und IRF9 Moleküle 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 Verläufe eine Tendenz zu niedrigeren IFN-Signalwegmolekülen im Vergleich zu 

leichteren Verläufen. Nach 48h IFNα und IFNỿ Stimulation fanden sich deutlich erhöhte 

STAT1 Proteine in Gesunden und in milden COVID-19 Erkrankten. Diese Erhöhung fiel 

bei schweren COVID-19 Verläufen weniger deutlich aus. 

 

Im zweiten Teil wiesen pSS Patient:innen  in den meisten T- und B-Zellsubpopulationen 

erhöhte Werte von Molekülen des IFN-Signalweges auf. Zusätzlich lag bei pSS Pati-

ent:innen im Vergleich zu HDs ex vivo im Grundzustand ein geringeres Verhältnis von 

phosphoryliertem STAT1 und STAT2 zum entsprechenden unphosphorylierten Protein 

vor. Gleichzeitig zeigten B-Zellsubpopulationen von pSS Patient:innen erhöhte STAT1 

Phosphorylierungen nach IFN-Stimulation. Hohe STAT1- und IRF9-Konzentrationen in 

B-Zellen beim pSS waren signifikant mit einer Hypergammaglobulinämie sowie mit Anti-

SSA Autoantikörpern verbunden. Des Weiteren konnte STAT1 als Biomarker zur Identi-

fikation von pSS Patient:innen mit extraglandulären Manifestation genutzt werden. Die 
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IRF9-Werte korrelierten in T- und B-Zellsubpopulationen mit dem Krankheitsaktivitätsin-

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 Verläufen reduziert ist.  

Es konnte beim pSS eine verstärkte chronische IFN-Signalwegaktivierung in T- und B-

Zellen gefunden werden. Diese Dauerstimulation spiegelt sich in erhöhter serologischer 

Autoimmunität wider. Zusätzlich konnte STAT1 als Biomarker für extraglanduläre pSS 

Manifestationen identifiziert werden, während IRF9-Werte als Biomarker für die Krank-

heitsaktivität eingesetzt werden können. 
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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 Sjögren'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 SjD.  

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 IFNα and IFNỿ 

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 Sjögren'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.  

SjD 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 veröffentlicht. Bisher wurden 21 Interferonun-

tergruppen (u.a. IFNα und IFNỿ) beschrieben, welche sich in drei große Interferonklassen 

(Typ I, II, III) unterteilen lassen. Je nach Interferonklasse werden unterschiedliche Re-

zeptoren und Signalwege aktiviert und führen 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 erhöhte Interferonaktivität mit der Entstehung und Aufrechterhaltung von Autoim-

munerkrankungen in Zusammenhang gebracht. Dies gilt insbesondere für Autoimmuner-

krankungen aus dem Formenkreis der Kollagenosen, wie dem systemischen Lupus 

Erythematodes (SLE) und dem primären Sjögren 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 primäres Sjögren 

Syndrom näher untersucht. 

 

1.1. Der Interferon-Signalweg 

 

Interferone binden extrazellulär an Interferon-Rezeptoren und initiieren eine intrinsische 

Signalkaskade. Diese klassische Signalkaskade beruht auf der Aktivierung der Rezepto-

ren durch IFN und einer ausgelösten Phosphorylierungssignalkette (2, 3).  

Typ I Interferone (u.a. IFNα) binden an die oberflächlichen IFN-alpha-Rezeptorketten und 

initiieren dadurch eine Autophosphorylierung der assoziierten Janus kinases 1/Tyrosine 

kinases 2 (JAK1/Tyk2). Dies führt zur Phosphorylierung von Signal Transducers and Ac-

tivators of Transcription 1 (STAT1) und STAT2, welche als phosphorylierte 

(p)STAT1/pSTAT2 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 II IFN (u.a. IFNỿ) binden an den IFN gamma-Rezeptor und initiieren eine Autophos-

phorylierung der JAK1/JAK2-assozierten Rezeptorkinasen. Anschließend 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) auslösen (2, 3).  

Darüber hinaus wird die Transkription Interferon-induzierter Gene durch verschiedene 

weitere IRFs reguliert. Unter anderem induzieren Typ I und II Interferone den Interferon-

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

 

 

 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Typ I und II IFN Jak/STAT Signal-

kaskade in der Zelle. 

Tyrosine Kinase 2 (Tyk2); Janus Kinase 1, 2 (JAK1, JAK2); Signal Transducer and Tran-

scription 1, 2 (STAT1, STAT2); phosphorylated (P); Interferon Regulatory Factor 9 (IRF9); 

IFN-stimulated response elements (ISRE); IFNỿ-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 maßgeblich von Virus 

infizierten Zellen und später in großer Menge von plasmacytoid dendritic cells (pDCs) 

produziert, den Hauptproduzenten von IFN im Menschen (6).  

Intrazelluläre Pattern recognition receptors (PRRs) erkennen pathogen-asscoiated 

molecular patterns (PAMPs). Im Falle von Viren sind dies Nukleinsäuren. 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 über verschiedene Kinasen zur Akti-

vierung der Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7, welches zur Produktion von Interfero-

nen und weiteren Zytokinen führt (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 Histokompatibilitäts-

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 können zu einer gestörten viralen Clearance mit schwereren Krankheitsverläu-

fen oder zu überschießenden Immunantworten, einschließlich autoinflammatorischer 

Antworten, führen. 

Während der ab Februar 2020 auftretenden COVID-19 Pandemie nahm die körpereigene 

virale Immunabwehr eine zentrale Rolle ein. Dies war auch darauf zurückzuführen, dass 

zu Beginn der Pandemie keine bestehende Grundimmunisierung gegen SARS-CoV 2 

Viren in der Bevölkerung vorhanden war und Vakzinierungen noch nicht verfügbar waren. 

Diese besondere Situation bot die einmalige Chance in größeren Kohorten primäre In-

fektionen eines bis dahin unbekannten viralen Erreger zu analysieren. Die klinischen Ver-

läufe von SARS-CoV-2 Infektionen reichten von asymptomatischen Infektionen über 

milde sowie schwere Erkrankungsverläufe bis hin zu letalen Verläufen. Neben Risikofak-

toren wie dem Alter oder Übergewicht konnten auch Defekte in der Interferon Immunan-

twort festgestellt werden. Dabei wurden schwerere Verläufe im Zusammenhang mit an-

geborenen Genfehlern in Interferon assoziierten Genen (z.B. IRF7, IRF3 und IFNΑR1) 
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beschrieben (9). Zusätzlich konnte in 2,6% der Frauen und in 12,5% der Männer neutra-

lisierende Autoantikörper gegen Interferone detektiert werden, welche zu einer vermin-

derten IFN-Aktivität führten 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 überstimulierende Wirkung von 

Interferonen insbesondere bei Autoimmunerkrankungen beschrieben. 

In dem Zusammenhang sind für verschiedene Autoimmunerkrankungen erhöhte IFN 

Konzentrationen, überexprimierte IFN stimulierte Gene und Zusammenhänge mit schwe-

reren Krankheitsverläufen beschrieben worden (12, 13). Insbesondere bei Erkrankungen 

aus dem Formenkreis der Kollagenosen (u.a. SLE und pSS) detektieren endoso-

male/lysosomale TLR7/9 PRPs körpereigene single-stranded Ribonukleinsäuren 

(ssRNA) und double-stranded Desoxyribonukleinsäuren (dsDNA) Immunkomplexe, wel-

che zu einer überschießenden Interferonproduktion führen (14).  

In diesem Rahmen konnte gezeigt werden, dass Siglec-1 (CD169) auf CD14+ Monozyten 

mit der IFNα Konzentration in SLE Patient:innen korreliert (15). Seitdem wird Siglec-1 als 

Interferon- und Krankheitsaktivitätsmarker im SLE und auch zur Unterscheidung von Or-

ganbeteiligungen im pSS genutzt (16, 17). Neuere Studien konnten zusätzlich Moleküle 

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 primäre Sjögren Syndrom 

 

Das primäre Sjögren Syndrom (pSS) stellt dabei eine Autoimmunerkrankung aus dem 

Formenkreis der Kollagenosen dar und tritt mit einer Prävalenz von ca. 0,01% - 0,05% 

auf (19). Auch beim pSS ist eine erhöhte Interferonsignatur beschrieben und ist ein wich-

tiger Faktor in der Pathophysiologie (13, 20). Charakteristisch für die Erkrankung ist eine 

Lymphozyten Infiltration in die Speichel- und Tränendrüsen, die zu einer lokalen Inflam-

mation und Destruktion der Drüse führt. Dies führt bei Patient:innen zur klassischen 

Sicca-Symptomatik bestehend aus einem trockenen Mund und Augen (Stomatitis sicca 

und Konjunktivitis sicca). Begleitend können bei Patient:innen Komorbiditäten wie Fati-

gue, Angst und Depression auftreten, die mit einer erheblichen Krankheitslast und Verlust 

an Lebensqualität einhergehen. Neben einer auf die Sicca Symptomatik beschränkten 

Krankheitsaktivität treten bei 30-40% der pSS Fälle auch systemische, so genannte 

extraglanduläre, Manifestationen auf (21, 22). Diese können verschiedene Organsys-

teme betreffen, unter anderem die Gelenke und die Nieren und können im Krankheitsak-

tivitätsindex (European Sjögren Syndrome Disease Activitiy Index = ESSDAI) erfasst wer-

den (23).  Zu beachten ist auch das deutlich erhöhte 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 Autoantikörper, welche 

in 33-74% bei pSS Patient:innen vorkommen (25). Weitere serologische Auffälligkeiten 

sind Anti-SSB/La Antikörper, ANA-Titer, Rheumafaktoren und eine Hypergammaglobu-

linämie (26). Therapeutisch steht die Symptomlinderung mittels Augentropfen und Spei-

chel-Ersatzprodukten im Vordergrund, während bei systemischer Beteiligung aktuell nur 

unzureichend unspezifische medikamentöse Ansätze zur Verfügung stehen (u.a. Hydro-

xychloroquin oder Glukokortikoide) (27).  

 

1.5. Die Rolle des Interferons in der Pathophysiologie des primären Sjögren Syn-

droms 

 

Die Pathophysiologie des pSS beruht zum großen Teil auf einer pathologischen B-Zell 

(Hyper-)Aktivität und einer gesteigerten Interferonsignatur. 

Hypergammaglobulinämie, antinukleäre Antikörper (ANAs) und Anti-SSA/Anti-SSB 

Autoantikörper deuten auf eine pathologische Aktivität von B-Zellen und einen 
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immunologischen Toleranzverlust hin (28). Zusätzlich sind Veränderungen in der 

Verteilung von B-Zellsubpopulationen im peripheren Blut beschrieben worden. Beim  pSS 

finden sich erhöhte Frequenzen von naiven B Zellen und gleichzeitig erniedrigte pre-

switched- und switched-memory B Zellen (29). Außerdem sind die Expansion und 

Aktivität 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 Schlüsselmechanismen in der Pathogenese des 

pSS (20, 31). Zahlreiche Studien konnten die Überexpression von IFN-induzierten Genen 

in Speicheldrüsengewebe und peripheren Immunzellen beschreiben (13, 32, 33) und mit 

schwereren Erkrankungsverläufen 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 für einen kongenitalen 

Herzblock bei Schwangerschaften 

 

Autoantikörper gegen SSA/Ro sind charakteristisch für das primäre Sjögren Syndrom, 

können jedoch auch in gesunden, asymptomatischen Personen auftreten. Im Falle einer 

Schwangerschaft können Anti-SSA Antikörper über die Plazenta an das ungeborene Kind 

weitergegeben werden. Dort lösen sie eine Fibrosierung des Reizleitungssystems aus. 

Dieses kann zu einem AV-Block Grad I-III, einem sogenannten kongenitalen Herzblock 

(CHB), führen (35). Dabei handelt es sich um eine seltene Komplikation, mit einer Prä-

valenz von 1:20.000 Geburten (35). Zusätzlich zum Anti-SSA Autoantikörper, 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+ Autoantikörpern häufig erst durch 

Schwangerschaftskomplikationen wie Aborte, Totgeburten und kongenitalen Herzblock 

medizinisch auffallen.  Lisney et al. zeigte bereits, dass Siglec-1 als IFN Typ I Signatur-

marker in CHB-Schwangerschaften erhöht ist und als Risikomarker für diese Konstella-

tion dient (36). Es bedarf jedoch weiterer genauerer Untersuchungen dieser seltenen 

Komplikation. 
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1.7. Therapeutische Optionen der Interferon-Blockierung und ihre Limitationen 

 

Die prominente Interferonsignatur im pSS und deren Assoziation zu schwererer Krank-

heitsaktivität hat dazu geführt, dass sich aktuell moderne Therapieansätze auf die Beein-

flussung von Interferonen konzentrieren (37). Eine große Herausforderung stellt dabei 

die Heterogenität der Erkrankung dar und die Frage, welche pSS Subgruppen von wel-

cher Therapie profitieren könnten. 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. Mögliche Zielstrukturen umfassen freie Inter-

ferone, den IFNα-Rezeptor mittels Anifrolumab, sowie JAK1- (Filgotinib) und TYK2-Inhi-

bitoren (Deucravacitinib). Erste Ergebnisse von einer randomisierten Phase II Studie, die 

Filgotinib (JAK1-Inihibitor), lanraplenib (SYK-Inhibitor) und Tirabrutinib (BTK-Inhibitor) in 

Patient:innen mit Sjögren Syndrom untersuchte, zeigten jedoch keine Reduktion der 

Krankheitsaktivität und verfehlten so den primären Endpunkt (38). Klinische Studien 

könnten 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 großer Bedarf für Therapien, die über die alleinige Symptombe-

handlung hinaus gehen. Insbesondere die Aufschlüsselung der beteiligten B-Zellen und 

der Interferonsignalkaskade lassen auf moderne zielgerichtete Therapeutika hoffen. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung möglicher therapeutischer Zielstrukturen 

im IFN Signalweg. 

Interferon-alpha-Rezeptor (IFNΑR), 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), IFNỿ 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 Verhältnis zu 

den klinischen Verläufen zu untersuchen (Publikation 1: Rincon-Arevalo H, Aue A, Ritter 

J et al. (2022) (11)). 

Spezifische Fragen: 

• Wie läuft die Interferon Signalkaskade (STAT1, STAT2, IRF9) in Zellen des adap-

tiven Immunsystems bei COVID-19 Erkrankten ab? 

• Gibt es abhängig von der Schwere der Erkrankung Unterschiede in diesem intra-

zellulären Signalweg?  

• Wie verhält 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 primären Sjögren Syndrom. Dabei 

sollte erstmalig die Schnittstelle aus beiden wichtigen pathophysiologischen Merkmalen 

auf Proteinebene untersucht werden und mit der B-Zell Aktivität und klinischen Merkma-

len in Verbindung gebracht werden (Publikation 2: Ritter J et al. (2024) (5)). 

Spezifische Fragen: 

• Wie funktioniert der IFN Signalweg in T- und B-Zellsubpopulationen bei primären 

Sjögren Syndrom Patient:innen? 

• Wie trägt die IFN-Signalübertragung zu den verschiedenen pSS-Merkmalen bei? 

• Lassen sich therapeutische Zielstrukturen oder neue Biomarker identifizieren? 

• Wie verhält sich der IFN Signalweg bei Anti-SSA positiven gesunden Frauen („at-

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

 

Für beide Publikationen wurde auf Blutproben basierende Immunphänotypisierungen mit-

tels Durchflusszytometer-Analysen, Isolierungen von Zellen und Stimulationsexperimen-

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

2.1. Patient:innenkollektiv und Blutproben 

 

Für die Publikation Rincon-Arevalo H, Aue A, Ritter J et al. (2022) konnten insgesamt 30 

COVID-19 Patient:innen rekrutiert werden (11). Diese ließen 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 Verläufen verstarben 6 Patient:innen aufgrund der COVID-

19 Erkrankung. Zusätzlich wurden 20 gesunde Kontrollen analysiert. Alle Teilnehmer:in-

nen oder deren gesetzlichen Vertreter:innen gaben ihr schriftliches Einverständnis. Die 

Studie wurde von der Ethikkommission der Charité - Universitätsmedizin 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). 

Quelle: eigene Abbildung. 
 

 

Für die Publikation Ritter J et al. (2024) konnten insgesamt 34 Patient:innen mit einem 

primären Sjögren Syndrom eingeschlossen werden (5). Alle pSS Patient:innen erfüllten 

die ACR/EULAR-Kriterien (25). Die pSS Patient:innen konnten weiterhin entsprechend 

der klinischen Manifestationen in zwei Untergruppen unterteilt werden. Eine Gruppe wies 

eine ausschließlich glanduläre (GL) Symptomatik (Sicca-Symptome) auf. Die andere 

Gruppe wies zusätzlich systemische/extraglanduläre (EGL) Manifestationen (z.B. Arhtri-

tis, Nephritis) auf. Die Krankheitsaktivität wurde mit dem European Sjögren Syndrome 

Disease Acitivity Index (ESSDAI) gemessen (39). Die Kohorte umfasste 13 Patient:innen 

mit glandulären Manifestationen mit einem mittleren ESSDAI von 3,0 und 21 Patient:in-

nen mit extraglandulären Manifestationen mit einem mittleren ESSDAI von 7,23. 

 Milde COVID-19 

Erkrankte 

Schwere COVID-19 

Erkrankte 

Gesunde Kontrolle 

Anzahl (n) 17 13 20 

Alter (median) 47,5 61 35 

Geschlecht (w; m)  7w; 10m 1w; 12m 14w; 6m 
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Alle Teilnehmer gaben ihr schriftliches Einverständnis, und die Studie wurde von der 

Ethikkommission der Charité - Universitätsmedizin Berlin (Nummer der ethischen Geneh-

migung EA4/051/17) in Übereinstimmung mit der Erklärung von Helsinki genehmigt. 

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

Quelle: eigene Abbildung. 
 

 

2.2. Immunphänotypisierung 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 für die intra-

zelluläre Färbung und durchflusszytometrische Messung vorbereitet. Dafür erfolgte die 

Erythrolyse und Fixierung von 500µl frischen Vollblutes unmittelbar nach der Blutent-

nahme mit BD Phosflow Lyse/Fix Buffer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) für 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 II (BD Biosciences, San Jose, CA, USA; 12h, -20°C) und die anschließende Lage-

rung über 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 Färbung mittels Fluorochrom markierter Antikörper.  

Für die IRF9- und STAT2-Analyse wurden die Zellen 30 Minuten lang entweder mit einem 

unkonjugierten rabbit-IRF9-Antikörper (Thermo Fisher, Isotyp rabbit-IgG, Klon 14H9L22, 

1:100) oder einem unkonjugierten rabbit-STAT2-Antikörper (Cell Signaling, Isotyp rabbit-

 gesamte pSS Kohorte pSS Subgruppen 

  Glandulär Extraglandulär 

Anzahl (n) 34 13 21 

Alter (Ø, Range) 57 (31-85) 62,2 (36-82) 52,1 (31-85) 

Geschlecht (w; m) 32w; 2m 13w; 0m 19w; 2m 

ESSDAI (Ø) 5,1 3 7,2 
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IgG, Klon D9J7L) inkubiert.  Nach 30 min wurden die Zellen gewaschen und mit einem 

sekundären Antikörper (AF488, donkey-anti-rabbit-IgG, Jackson Immuno Research, Iso-

typ donkey-anti-rabbit-IgG, polyklonal, 1:100) inkubiert und weitere 30 Minuten gefärbt. 

Alle anderen Fluorochrom markierten Antikörper wurden für eine Stunde inkubiert und 

dann mit PBS/0,5% BSA/EDTA (PBE) gewaschen. 

 

2.2.1. Antikörperliste 

 

Tabelle 3 und 4 stellen die Antikörperlisten für relevante Expressionsmoleküle für zwei 

verschiedene Zell-Phänotypisierungen dar.  

Tabelle 3 mit CXCR5, CD38, CD11c, CD24 und CD10 beinhaltet eine besonders detail-

lierte B-Zell-Phänotypisierung, während Tabelle 4 eine Färbung mit weiteren T-Zell spe-

zifischen Markern (CD3, CD4, CD8) aufführt.  

Tabelle 5 enthält die Antikörperliste mit den untersuchten Molekülen des Interferonsig-

nalweges. 

 

Tabelle 3: Antikörperliste mit Fluorochrom und Volumen zur genauen Immunphä-

notypisierung von B-Zellsubpopulationen. 

Quelle: eigene Darstellung. 

 B-Zell Färbung  

Antikörper Fluorochrom Volumen 

CD11c BU737 1µl 

CD14 CD3 BUV395 1µl 

CD27 BV785 2µl 

CD19 BV711 2,5µl 

CD24 BV605 1µl 

CD10 BV510 5µl 

CXCR5 BV421 5µl 

CD95 PE-Cy7 0,5µl 

IgD PE-CF594 0,1µl 

CD38  APC-Cy7 0,1µl 
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Tabelle 4: Antikörperliste mit Fluorochrom und Volumen zur Immunphänotypisie-

rung von T- und B-Zellsubpopulationen. 

 Quelle: eigene Darstellung. 

 

Tabelle 5: Signalmoleküle des Interferonsignalweges. 

Signalmoleküle des Interferonsignalweges 

Antikörper Fluorochrom Volumen 

STAT1 PE 5µl 

STAT2 unkonjugiert 0,5µl 

IRF9 unkonjugiert 0,5µl 

IRF1 PE 2,5µl 

pIRF7 APC/AF647 5µl 

pSTAT1 Serin 727 APC 2µl 

pSTAT1 Tyrosin 701 FITC 7,5µl 

pSTAT2 Tyrosin 690 AF647 10µl 

Sekundär Antikörper  FITC/AF488 0,128µl 

Quelle: eigene Darstellung. 

 

 

 

 

 T- und B-Zell Färbung 

Antikörper Fluorochrom Volumen 

CD14 BUV395 1µl 

CD3 PE-Cy7 0,5µl 

CD4 BV510 1µl 

CD8 BUV737 0,1µl 

CD19 BV711 2,5µl 

CD27 BV786 2µl 

IgD PE-CF594 0,1µl 
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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 durchgeführt. Gemessen 

wurde die mittlere Fluoreszenzintensität (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 Qualitätskontrolle wurde zu jeder gemessenen Patient:innen-

probe mindestens auch eine gesunde Kontrollprobe gemessen, um möglichst vergleich-

bare Bedingungen in allen Messkohorten zu erhalten. 

 

2.2.3. T- und B-Zellsubpopulationen 

 

Zunächst wurden Lymphozyten mittels Forward versus Siteward scatter Plot (FSC vs. 

SSC) anhand der Größe und Granularität (Komplexität) identifiziert. Als Nächstes folgte 

der Ausschluss möglicher 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+ CD20low CD27++).  
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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 können 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 können 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+ 

CD20low 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 μl frisches Vollblut mit 2 ml BD Pharm 

Lyse (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) für 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) für 5 min bei Raumtemperatur (RT) eine unspezifische Bin-

dung zu IgG-Fc-Rezeptoren verhindert. Nachfolgend wurde die Immunphänotypisierung 

durchgeführt und folgende Antikörper für 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 μl von 300nM). Die Messung erfolgte an dem 

Druchflusszytometer BD FACS Canto II (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). 

 

2.4. Gewinnung von PBMCs mittels Ficoll-Lösungen 

 

Mononukleäre 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. Dafür wurde EDTA-Vollblut mit 

PBS verdünnt und über Ficoll Paque PLUS geschichtet. Anschließend erfolgte eine Zent-

rifugierung für 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. 

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

blut. 

Quelle: eigene Abbildung. 
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2.5. Funktionelle Analysen durch IFNα und IFNỿ Stimulationsexperimente 

 

Zur weiteren Untersuchung der relevanten Phosphorylierungsstellen von STAT1 

(pSTAT1 Tyrosin 701) und STAT2 (pSTAT2 Tyrosin 690) Molekülen wurden Stimulati-

onsexperimente mit IFNα und IFNỿ durchgeführt und die Zellen für 30 min und für 48h 

stimuliert. 

 

2.5.1. Kurzzeitstimulation 

 

Insgesamt wurden die isolierten PBMCs (1 Mio. Zellen) in 100 μl RPMI Medium (Gluta-

MAX, Life Technologies, Paisley, UK) überführt und mit IFN-α2a (100 ng/mL) (rekombi-

nant human, Miltenyi) oder IFN-γ1b (100 ng/mL) (rekombinant human, Miltenyi) für 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 Färbungen 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 IFNα oder IFNỿ (jeweils 5 ng/ml) genutzt wurden und für 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), einschließlich 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 für zwei ge-

paarte Gruppen mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test berechnet. Für 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-

führt. Korrelationsmatrizen wurden mittels R und corrplot package berechnet und visua-

lisiert. Zur Bestimmung der Sensitivität, Spezifität und der Cut-off Werte für STAT1 Bio-

marker wurden Receiver-Operating-Characteristics (ROC)-Kurven erstellt. Die Fläche 

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. Erhöhte Interferon Signalmoleküle 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 Autoantikörper gegen IFNα und/oder IFN-w auf, während diese 

in mild oder asymptomatisch Erkrankten nicht nachweisbar waren (10). Das fehlende IFN 

lässt auf eine gestörte antivirale Abwehr schließen, welche sich in klinisch schwereren 

Verläufen 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 erhöhte STAT1 Moleküle 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 Verläufe eine Tendenz zu 

niedrigeren IFN-Signalwegmolekülen im Vergleich zu leichteren Verläufen (Abb. 5A, 5B). 

In der Publikation wurde dies zusätzlich für STAT2 und IRF9 dargestellt (11).  

Die Höhe der IFN-Signalmoleküle (u.a. STAT1) korrelierte mit Siglec-1, einen Typ I 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 IFNα oder IFNỿ stimuliert. Abbildung 5D zeigt die 48h 

IFN-Stimulation in den verschiedenen Kohorten. Bemerkenswert ist die deutlich signifi-

kante Erhöhung von STAT1 Protein bei Gesunden (IFNα  ** p< 0,01; IFNỿ *** p< 0,001) 

und bei mild COVID-19 Erkrankten nach 48 h IFN-Stimulation, welche bei schweren CO-

VID-19 Erkrankten weniger prägnant ausfiel (Abb.5D). 

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

pulationen, welcher in schweren COVID-19 Verläufen gestört scheint (11). 
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Abbildung 5: Erhöhte 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-Gedächtnis (psw, CD27+ IgD+), Gedächtnis- 

(mem, CD27+ IgD-), doppelt negativen- (DN, CD27- IgD-) B Zellen und Plasmablasten 

(PB, CD20low 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 antigenpräsentierenden Zellen 
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führt zur Präsentation von Proteinbruchstücken auf MHC-I und MHC-II Komplexen. Dies 

löst in der Folge eine zelluläre und humorale Immunantwort aus. Der B-Zell-Rezeptor 

erkennt das passende MHC II Peptid und es kommt daraufhin zu einer Aktivierung und 

Differenzierung von B-Zellen, in dessen Folge spezifische Antikörper gebildet werden. 

Wir konnten erstmalig den intrazellulären 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).  

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 Gedächtnis- 

(mem, CD27+ 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. Erhöhte STAT1 Werte bei Anti-SSA positiven, klinisch asymptomatischen 

Frauen mit einem erhöhten Risiko für 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 dafür sind gesunde Frauen, die Träger von Anti-SSA Autoantikörpern 

sind. Diese können während einer Schwangerschaft über die Plazenta an das ungebo-

rene Kind weitergegeben werden und dort einen kongenitalen Herzblock auslösen. Als 

weiterer Risikofaktor gilt eine erhöhte Interferonsignatur (36). 

Es konnten vorliegend 21 gesunde Frauen, 7 Anti-SSA+ gesunde Frauen („at-risk“) und 

11 Anti-SSA+ Sjögren 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-

höhte STAT1 Werte in allen untersuchten B-Zell-Subpopulationen auf (Abb.7A). Wäh-

rend sich zwischen pSS-Patientinnen und „at-risk“ Frauen lediglich ein leichter Trend zu 

erhöhten STAT1 Werten in pSS-Patientinnen und kein statistisch signifikanter Unter-

schied fand (Abb.7A). 

In einem nächsten Schritt wurde die B-Zellverteilung untersucht. Beim pSS sind erhöhte 

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 Autoantikörpern („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 ähnlich 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 erhöhte 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 erhöht im Vergleich zu gesunden Kontrollen 

(Abb.7B, 7C). 
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Abbildung 7: IFN-Signalmoleküle und die Verteilung von B-Zellsubpopulationen in 

gesunden Anti-SSA positiven Frauen mit einem erhöhten Risiko für einen kindli-

chen Herzblock. 

(A) Expression von STAT1 in naiven- (naive, CD27-, IgD+), psw-Gedächtnis- (psw, CD27+ 

IgD+), Gedächtnis- (mem, CD27+ IgD-), doppelt negative- (DN, CD27- IgD-) B Zellen und 

Plasmablasten (PB, CD20low CD27++). (B)  Der prozentuale Anteil von naiven-, psw-Ge-

dächtnis-, Gedächtnis-, DN-B Zellen und Plasmablasten an CD19+ B-Zellen für 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 Grün und Schwangerschaften mit einem kindlichen 

kongenitalen Herzblock in Rot, Sjögren 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 primären Sjögren 

Syndrom 

 

Das primäre Sjögren 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 erhöhte 

Werte von STAT1, STAT2 und IRF9 Proteinen in pSS Patient:innen (Abb.8A-C). 

Zusätzlich wurden die Phosphorylierungsstellen pSTAT1 Y701 und pSTAT2 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 erhöht 

(Abb.8D). Da gesteigerte Ausgangswerte für STAT1/2-Moleküle, aber keine eindeutigen 

Unterschiede in den Phosphorylierungsstellen festgestellt werden konnten, wurde die Ra-

tio von pSTAT/STAT-Molekülen errechnet, um das Verhältnis zwischen den Werten von 

phosphoryliertem und unphosphoryliertem Protein besser zu verstehen. Es fand sich ein 

signifikant verringertes Verhältnis 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) Reaktionsfähigkeit der STAT1-Phosphorylierung nach IFNα- und 

IFNỿ-Kurzzeit-Stimulation untersucht. Nach kurzfristiger IFNα- und IFNỿ-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 Reaktionsfähigkeit auszugehen ist.  

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse auf eine durch IFN chronische intrinsische 

Prägung und Aktivierung von T- und B-Zellsubpopulationen bei pSS Patient:innen hin (5). 
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Abbildung 8: Erhöhte IFN-Signalwegmoleküle in T- und B Zellen im primären Sjög-

ren Syndrom. 

(A) Expression von STAT1 (B), STAT2 (C), IRF9 und (D) pSTAT1 Tyr (Y701) in naiven- 

(naive, CD27-, IgD+), psw-Gedächtnis- (psw, CD27+ IgD+), Gedächtnis- (mem, CD27+ 

IgD-), doppelt negative- (DN, CD27- IgD-) B Zellen und Plasmablasten (PB, CD20low 

CD27++) und in CD4+, CD8+, CD4+ CD8+ und doppelt negativen (DN) T Zellen. (E) Ver-

hältnis von pSTAT1 (Y701) und STAT1 in T- und B-Zellen von Gesunden und pSS Pati-

ent:innen. (F) MFI von pSTAT1 (Y701) in naiven B-Zellen von HDs und pSS Patient:innen 

nach Kurzzeitstimulation mit IFNα und IFNỿ. HDs in blau, n=38; pSS Patient:innen in 

orange, n=34; (für STAT2, n=11; für IRF9, n=24; für IFN-Stimulation: pSS n=5; HD n=2). 

In Abb. 8A sind repräsentative Histogramme der Moleküle (blaue/orange durchgezogene 

Linie), des FMO (gestrichelte Linie) und des sekundären Antikörpers (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-Signalmoleküle korrelieren mit der humoralen Autoimmunität 

 

In einem nächsten 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-

antikörper 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 Hypergammaglobulinämie 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). Darüber hinaus zeigten pSS Patient:in-

nen mit hohen ANA-Titern erhöhte STAT1-Spiegel (**** p<0,0001) (Abb. 9C). Patient:in-

nen mit positiven Anti-SSA und Anti-SSB Autoantikörpern zeigten die höchsten 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-

tinukleäre Antikörper (ANA), Anti-SSA- und Anti-SSB-Antikörper 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), Größe und Intensität der Farbe beziehen sich auf die Stärke 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 Krankheitsaktivität im primären Sjögren 

Syndrom 

 

Das primäre Sjögren Syndrom stellt eine klinisch heterogene chronisch-entzündliche 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 Durchführung von 

klinischen Studien und Subgruppenidentifizierungen zu verbessern. 

Insgesamt konnten die 34 pSS Patient:innen in 13 mit glandulären (GL) und 21 mit einer 

systemischen/extraglandulären (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 erhöhte 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-Moleküle zwischen den ver-

schiedenen klinischen pSS-Untergruppen (GL vs. EGL) unterschieden. In allen B-Zell-

Subpopulationen wiesen EGL-pSS Patient:innen signifikant erhöhte 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 

für die Unterteilung von pSS Subgruppen nutzen ließe. 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 können (Abb.9b; Unterscheidung zwischen 

GL- und EGL pSS Patient:innen: bei einem Grenzwert von STAT1 MFI von >2058 in 

Plasmablasten, mit einer Sensitivität von 87 %, Spezifität von 83 %, AUC=0,84). 

In einem letzten Schritt wurden Korrelationen zwischen STAT/IRF-Molekülen und dem 

Krankheitsaktivitätsindex (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 für die Krankheitsaktivität verwendet werden könnte.  

Zusammenfassend können die STAT1-Werte als Biomarker für die Identifizierung von 

pSS Subgruppen mit glandulärer und extraglandulärer Manifestation genutzt werden und 

IRF9 als Biomarker für die Krankheitsaktivität dienen (5). 
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Abbildung 10: STAT1 als Biomarker zur Identifizierung von Subgruppen und IRF9 

als Krankheitsaktivitätsmarker. 

(A) Verteilung von 34 pSS Patient:innen nach glandulärer (GL) und extraglandulärer 

(EGL) Manifestation und Krankheitsaktivitätsindex (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 extraglandulären Manifestation. (C) Korrelationsmatrize mit 

STAT1, STAT2 und IRF9 in B-Zellsubpopulationen und (D) in T-Zellsubpopulationen von 

pSS Patient:innen und deren Krankheitsaktivitätsindex (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) für 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 Korrelationsmatrizen mit Darstellung von Spearman rho 

(positive Korrelation = blau, inverse Korrelationen = rot), Größe und Intensität der Farbe 

beziehen sich auf die Stärke 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 für systemische 

Manifestationen stehen lediglich Glukokortikoide und verschiedene Immunmodulatoren 

im Off-label Gebrauch zur Verfügung. Dies unterstreicht die Notwendigkeit einer genau-

eren Untersuchung der Pathophysiologie des pSS und daraus ableitender möglicher the-

rapeutischer Zielstrukturen. Die Publikation Ritter J et al. (2024) legt den Einsatz von Jak-

Inhibitoren bei Patient:innen mit einem pSS und erhöhter Interferon Aktivität 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 führt (Abb. 11). Dies deutet auf eine Reduktion der IFN 

induzierten Aktivierung von B-Zellsubpopulationen hin und zeigt die Möglichkeit, dass die 

Moleküle des IFN Signalweges als Marker für die Ansprechrate beim Einsatz von Jak-

Inhibitoren in Patient:innen genutzt werden können. 

 

Abbildung 11: Einfluss von Jak-Inhibition auf Signalmoleküle des Jak/STAT Sig-

nalweges in rheumatoider Arthritis. 

Expression von STAT1, STAT2 und IRF9 in naiven- (naive, CD27-, IgD+), psw-Gedächt-

nis- (psw, CD27+ IgD+), Gedächtnis- (mem, CD27+ IgD-), Doppelt negative- (DN, CD27- 

IgD-) B Zellen und Plasmablasten (PB, CD20low CD27++) in Gesunden, Sjögren 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 Antikörpern mit CHB Risiko 

und schließlich bei Patient:innen mit einem primären Sjögren 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 

Verläufen zeigte sich jedoch eine gestörte Signalweiterleitung. Zusätzlich konnte durch 

Langzeit IFN-Stimulation bei gesunden Kontrollen, STAT1 Proteine hoch exprimiert wer-

den und unabhängig von der Phosphorylierung agieren (11). 

Die Publikation Ritter et al. (2024) untersuchte Patient:innen mit einem primären Sjögren 

Syndrom. Hier fanden sich deutlich erhöhte STAT1, STAT2 und IRF9-Werte in verschie-

denen T- und B-Zellsubpopulationen, welche insbesondere bei Patient:innen mit extrag-

landulärer Manifestation und mit serologischer Aktivität (Anti-SSA Autoantikörpern etc.) 

nachweisbar waren. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass STAT1 als Biomarker für die 

Unterteilung in glanduläre und extraglanduläre pSS-Subgruppen und IRF9 als Biomarker 

für die Krankheitsaktivität dient (5).  

Gesunde Anti-SSA+ Frauen („at-risk“) wiesen in T- und B-Zellsubpopulationen erhöhte 

IFN Signalwegmoleküle auf, ähnlich zu den Werten von pSS Patient:innen. Interessan-

terweise war die prozentuale Verteilung der B-Zellsubpopulationen bei diesen Frauen 

vergleichbar mit der gesunder Kontrollkohorte, während nur die pSS Patient:innen  eine 

abweichende Verteilung der B-Zellsubpopulationen aufwiesen.   

 

4.2. Interpretation der Ergebnisse und Einbettung in den Forschungsstand 

 

Die Ergebnisse bezüglich erhöhter 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 Verläufen gestörte Inter-

feron alpha Produktion und Aktivität und in ca. 10% der Fälle Autoantikörper 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 Verläufen im Vergleich zu milden COVID-19 Verläufen (11). Unsere 

Daten legen daher auch eine gestörte IFN-Jak-STAT Signalweiterleitung in den Zellen 

des adaptiven Immunsystems bei schweren COVID-19 Verläufen nahe. Eventuell besteht 

hier ein Zusammenhang zur eintretenden Anergie/Erschöpfung bei langwieriger Immun-

stimulation einschließlich der nachfolgenden TGF-beta Dominanz, die andere Signal-

wege als JAK/STAT benutzt (41).  

Neben der klassischen, durch IFN ausgelösten Signalkaskade von phosphorylierten 

pSTATs gibt es auch Publikationen, die auf eine durch chronische IFN-Exposition aus-

gelöste Signalaktivität von unphosphoryliertem (U-) STAT1, U-STAT2 und IRF9 hinwei-

sen (3, 42-44). Dabei führte die initiale Aktivierung von pSTATs durch IFN Stimulation 

nach einigen Stunden zur Reduktion des ursprünglich gebildeten phosphorylierten 

STAT1 und ließ U-STAT1 innerhalb von 24 Stunden neu synthetisieren und ansteigen 

(43). Diese Ergebnisse spiegeln sich in unseren Daten wider. Hohe Werte von unphos-

phorylierten STAT1 in COVID-19 Patient:innen, lassen auf die persistierende IFN Aktivität 

mit erhöhter Transkriptionsaktivität während der viralen Clearance schließen. Zusätzlich 

zeigten wir in 48 Stunden Stimulationsexperimenten, dass die Werte von STAT1 nach 48 

h Stimulation mit IFNα und IFNỿ weiter anstiegen. Dies zeigten wir insbesondere in ge-

sunden Kontrollen, welche zuvor keine erhöhten Baseline IFN Signalmoleküle aufwiesen 

(11). 

 

In meiner Dissertation konnte ich über die Publikation hinaus den intrazellulären 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, Autoantikörperproduktion (Anti-SSA, Anti-SSB) sowie eine promi-

nente IFN-Signatur sind Hauptmerkmale der Pathophysiologie des pSS. Allerdings sind 

die Zusammenhänge 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 Speicheldrüsengewebe (20, 33, 46).  

In meiner Publikation Ritter et al. (2024) konnte gezeigt werden, dass die Moleküle des 

IFN-Jak-STAT Signalweges auf Proteinebene in verschiedenen T- und B-Zellsubpopula-

tionen erhöht sind, es jedoch keine eindeutigen Unterschiede hinsichtlich der Phospho-

rylierungen von pSTAT1 und pSTAT2 gibt. Darüber hinaus ergab die Berechnung von 

STAT1/pSTAT1 und STAT2/pSTAT2 Ratios eine Prominenz von STAT-Proteinen in Ab-

wesenheit von einer Phosphorylierung (5). Dies deutet auf den Einfluss der chronischen 

IFN-Exposition hin, welcher, ähnlich dem der viralen Clearance bei den COVID-19 Expe-

rimenten, zu einer Aktivität des IFN-Jak-STAT Signalweges ohne Phosphorylierung führt. 

Wichtig im Vergleich zur Virusabwehr ist, dass im Gegensatz zur Rückbildung der IFN-

Signatur nach Viruselemination (Kontraktion), diese bei Kollagenosen wie dem pSS per-

sistieren. Diese chronische IFN Aktivierung unterhält offenbar die Entzündung und die 

Autoimmunität im pSS.  

Die Ergebnisse über STAT1- und IRF9-Moleküle in Zellsubpopulationen, die mit der Au-

toantikörperproduktion korrelieren, legen nahe, dass IFN-Signale für die B-Zell-Aktivie-

rung und die Bildung von Autoantikörpern beim pSS von Relevanz sind. Dies wird durch 

eine Studie mit Knockout-Mäusen unterstützt, welche zeigte, dass STAT1 und IRF9 in 

der Signalkaskade des Typ-I-IFN-Rezeptors für die Bildung von IgG-Autoantikörpern not-

wendig sind (47).  

Vor Kurzem konnte Gupta et al. mittels RNA-Sequenzierung und Transkriptom-Daten 

eine Aktivierung des IFN-Jak-STAT Signalweges in Speicheldrüsengewebe in pSS Pati-

ent:innen zeigen. Zusätzlich testeten die Autoren Tofacitinib, einen semiselektiven 

JAK3/JAK1 Inhibitor, welcher zu einer Inhibition der Phosphorylierung von verschiedenen 

Jak/STAT-Signalmolekülen und zu einer Reduktion der ISG mRNA Expression in Spei-

cheldrüsen Epithelzellen führte (48). Meine Daten sind im Einklang mit Gupta et al. und 

unterstützen diese darüber hinaus. Wir konnten eine ähnliche Aktivierung und Charakte-

risierung in T- und B-Zellsubpopulationen beim pSS beschreiben (5). Zusätzlich konnte 

ich in einem ersten Proof-of-concept bei mit Tofacitinib (Jak3/Jak1-Inhibitor) therapierten 

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

Insgesamt deuten die Daten darauf hin, dass die erhöhte molekulare IFN Signatur in T- 

und B-Zellsubpopulationen sich in erhöhter klinischer Aktivität 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 Autoantikörpern und 

einem erhöhten Risiko für einen kongenitalen Herzblock geben einen Einblick in eine 

seltene Schwangerschaftskomplikation. Anti-SSA Antikörper können transplazentar an 

das ungeborene Kind weitergegeben werden und dort einen AV-Block auslösen. Zusätz-

lich zu Anti-SSA Autoantikörpern konnte IFN als Risikofaktor identifiziert werden (36).  

Die Daten meiner Dissertation zeigen nun erstmalig die erhöhte Aktivierung des IFN-Sig-

nalweges in T- und B-Zellsubpopulationen bei klinisch gesunden Frauen mit Anti-SSA 

Autoantikörpern und einem Risiko für ein CHB. Interessanterweise haben die asympto-

matischen „at-risk“ Frauen mit Anti-SSA Autoantikörpern und einer Typ I Interferonsigna-

tur keine klinischen Symptome eines pSS. Beim pSS führt neben der pathophysiologi-

schen Interferonsignatur auch eine B-Zell Störung zur Erkrankung (28). Es wurde bereits 

eine gestörte 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 unterstützen daher die Hypothese, 

dass für die klinische Manifestation im pSS, neben der erhöhten IFN-Aktivität, auch eine 

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

 

4.3. Stärken und Limitationen 

 

Diese Arbeit charakterisierte zum ersten Mal das Zusammenspiel zwischen IFN-Signal-

molekülen und deren Phosphorylierungsstatus bei peripheren T- und B-Zellsubpopulati-

onen bei COVID-19 und beim pSS. Auch wenn schon Daten zu IFN-bedingten Verände-

rungen auf Gen- und mRNA-Ebene bei pSS Patient:innen beschrieben wurden, konnte 

meine Dissertation mit der Beschreibung der IFN Signalwegmoleküle auf Proteinebene 

neue Erkenntnisse liefern. Insbesondere die Untersuchungen von STAT1 und IRF9 int-

razellulär in den Zellsubpopulationen und auch als Biomarker, stellen Stärken dieser Ar-

beit dar. Zusätzlich 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 Verläufen 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 für die Publikation Ritter et al. (2024) statistisch 

untersucht (siehe Supplementary figures) und ausgeschlossen (5), kann jedoch für die 

schweren COVID-19 Verläufe in der ersten Publikation von Rincon-Arevalo H, Aue A, 

Ritter J et al. (2022) nicht gänzlich ausgeschlossen werden (11). Weitere Einschränkun-

gen waren die begrenzte Stichprobengröße, insbesondere für die verschiedenen Unter-

gruppen (schwere COVID-19 Verläufe, „at-risk“ Frauen und pSS Subgruppen), die die 

statistische Aussagekraft einschränken. Allerdings konnten trotz der möglichen Ein-

schränkungen eindeutig statistisch signifikante Ergebnisse gefunden werden. 

Neuere Studien werden zeigen, ob die Inhibition des IFN Signalweges (u.a. mit JAK-

Inhibitoren) erfolgsversprechend ist. Zusätzlich werden die Biomarker STAT1 und IRF9 

in weiteren größeren Studien und der klinischen Anwendung erprobt werden müssen. 

 

4.4. Implikationen für die Praxis und zukünftige Forschung 

 

Eine gestörte IFN Signalweiterleitung stellt einen Risikofaktor in der Immunabwehr bei 

viralen Infektionen dar und prädisponiert zu höherer Mortalität und Morbidität. Dies ist 

insbesondere durch die hohe Relevanz viraler Infektionen für die Allgemeinbevölkerung 

von Bedeutung. Die Ergebnisse bezüglich einer gestörten IFN Signalkaskade in schwe-

ren COVID-19 Verläufen könnten sich daher auch auf andere virale Erreger übertragen 

lassen. Die Identifizierung solcher Risikopopulationen könnte langfristig zu einer besse-

ren Überwachung führen und das Überleben während viraler Infektionen verbessern.  

 

Nach wie vor fehlen zielgerichtete und wirksame Therapien in der Behandlung des pri-

mären Sjögren 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 für therapeutische Interventionen weiterge-

hend zu analysieren und ggf. therapeutisch zu adressieren.  
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Neben der Charakterisierung des IFN-Signalweges lassen sich die Moleküle, STAT1 und 

IRF9, auch als Überwachungs- und Stratifizierungsbiomarker bei heterogenen Erkran-

kungen, wie dem pSS nutzen. In diesem Zusammenhang können 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-

möglich unter unterschiedlichen Pathophysiologien leiden, könnte einen entscheidender 

Fehler in der Durchführung von klinischen Studien beim pSS darstellen. Mittels enger 

definierter Einschlusskriterien, die auch pathophysiologische Aspekte miteinbeziehen, 

z.B. durch Messungen der basalen STAT1 Levels, könnten bereits frühzeitig mögliche 

Responder angereichert werden, die von einer anti-IFN-Therapie profitieren könnten.  

Identifikation von Patient:innensubgruppen, spezifische Biomarker zur Stratifizierung und 

Überwachung in klinischen Studien geben Grund zur Annahme, dass die Therapie des 

primären Sjögren 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 beschäftigt 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 Verläufen eine deutlich gestörte 

Signalweiterleitung und damit eingeschränkte IFN-Aktivität festgestellt werden. Zusätz-

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 Aktivität einher. Hier konnte mit 

STAT1 ein neuer Biomarker für die Identifizierung von Patient:innensubgruppen 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 für das pSS geben die 

Ergebnisse neue Biomarker vor und unterstreichen die Rationale für Anti-IFN gerichtete 

Therapien. 
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