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1 Einleitung

1.1 SARS-CoV-2 und COVID-19

Beim Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) handelt es
sich um ein Betacoronavirus, das flr die Coronavirus-Krankheit-2019 (COVID-19)
verantwortlich ist. Erstmals wurde dieses Virus Ende 2019 in Wuhan, China,
identifiziert (Zhu et al., 2020). Trotz strengen Eindammungsmafnahmen vor Ort kam
es zu einer weltweiten Verbreitung des Virus (Dandekar and Barbastathis, 2020).
Innerhalb einer kurzen Zeit meldeten auch andere Staaten ihre ersten COVID-19-
Falle, sodass die Weltgesundheitsorganisation (WHO) aufgrund der raschen
Ausdehnung am 30.01.2020 einen internationalen Gesundheitsnotstand und am
11.03.2020 schon eine Pandemie ausrief (Diaz Crego et al., 2020). Bis zum heutigen
Tag sind Uber 700 Millionen bestatigte Krankheitsfalle und 7 Millionen Todesfalle
dokumentiert (Chung et al., 2024). Durch die hohe Transmissibilitdt des Viruses und
der damit einhergehenden hohen Krankheits- und Todesfalle, waren die
Gesundheitssysteme weltweit ausstrapaziert (van Ginneken et al., 2022, Shah et al.).
Es zeigte sich chronologisch bereits in frihen Stadien der Pandemie, dass bestimmte
Patientengruppen einen ungunstigeren Krankheitsverlauf entwickeln als andere
(Zdanyte and Rath, 2021).

SARS-CoV-2 zahlt zur derselben Virusfamilie wie das SARS-CoV (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus), das den SARS-CoV-Ausbruch 2002 verursacht
hat (Chan et al., 2020). SARS-CoV-2 unterscheidet sich sowohl von SARS-CoV als
auch von den anderen bekannten Betacoronaviren durch seine Gensequenz, seine
leichte Ubertragbarkeit, seine Fahigkeit zur asymptomatischen Verbreitung und seine
spezifische Struktur des Spike-Proteins (Amin et al., 2020). Die Ubertragung des Virus
erfolgt durch Aerosole und Tropfcheninfektionen (Oh et al., 2021). Klinisch prasentiert
sich die COVID-19 vielfaltig. Hierzu gehoéren Fieber, Husten, Kurzatmigkeit, Midigkeit,
Kérperschmerzen, Verlust des Geschmacks- oder Geruchssinns (da Rosa Mesquita
et al., 2021). In schweren Verlaufen der Erkrankung kann es zu Lungenentzindung,
akutem Lungenversagen (ARDS), Multiorganversagen und sogar zum Tod kommen
(Hoehl and Ciesek, 2020).

Die Pathophysiologie der SARS-CoV-2-Infektion und der COVID-19-Erkrankung ist
komplex. SARS-CoV-2 infiziert primar Atemwegszellen, insbesondere Zellen, die die
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oberen Atemwege und Alveolen auskleiden (Sungnak et al., 2020). Dazu bindet es
sein Spike-Protein an den Angiotensin-Converting-Enzyme-2-Rezeptor (ACE2-
Rezeptor) auf der Zelloberflache der o0.g. Zellen (Conceicao et al., 2020). Nach dem
Eindringen in die Zelle setzt das Virus seine Ribonukleinsaure (RNA) frei und nutzt die
zellulare Maschinerie des Wirtes, um sich zu replizieren. Um das Virus zu bekampfen,
wird nach der Infektion das kérpereigene Immunsystem aktiviert. Immunzellen, wie z.
B. T-Zellen und B-Zellen, erkennen die Bestandteile des Virus und leiten eine
Immunantwort ein (Hu et al., 2021a). Bei manchen Menschen verlauft die Infektion
weniger symptomatisch und das Virus wird dennoch erfolgreich eliminiert. In diesen
Fallen dauert die Virusausscheidung langer, aber die Immunantwort ist eher mild
(Gesierich, 2020). Bei anderen kann es zu einer UberschieRenden Immunreaktion mit
Entzindung und Schadigung des gesunden Gewebes kommen. In schweren Fallen
von COVID-19 kann eine UberschieRende Immunreaktion zu einer lebensbedrohlichen
Komplikation fuhren, die als Zytokinsturm bezeichnet wird. Dabei setzt der Korper eine
grole Anzahl von Zytokinen in den Blutkreislauf frei, was zu einer weit verbreiteten
Entzindung und Gewebeschadigung fuhrt. Diese Gewebeschadigung kann
verschiedene Organe betreffen und z.B. zu Gerinnungsstérungen und damit
thrombotische Komplikationen fihren (Hu et al., 2021b). Die genauen Mechanismen,
die diesen Gerinnungsanomalien zugrunde liegen, werden noch erforscht, kénnten
aber mit Entzindungen und endothelialer Dysfunktion zusammenhangen (Bernard et
al., 2020).

Monozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Immunantwort, da sie wichtige
Produzenten von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen sind (Karwaciak
et al., 2021). Neben diesen wichtigen Funktionen kdnnen Monozyten Viruspartikel
phagozytieren und durch Antigenprasentation zur Aktivierung von T-Zellen beitragen.
Es wird angenommen, dass gerade diese Fahigkeiten der Monozyten bei einer
Hyperaktivierung zu einem Zytokinsturm beitragen. Studien konnten bereits zeigen,
dass eine schwere SARS-CoV-2 Infektion 2zu einer Dysregulation der
Monozytendifferenzierung mit konsekutiver vermehrter Bildung inflammatorischer
Subtypen fihrt (Zhou et al., 2020). Im Folgenden werden diese Zellpopulation, die

Zytokine sowie Zytokinrezeptoren vorgestellt.
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1.2 Klassifikation der Monozyten, ihre weiter differenzierten Formen und ihre

Funktion

Als grote Leukozyten spielen Monozyten eine wichtige Rolle im angeborenen
Immunsystem. Urspranglich als zirkulierende periphere Monozyten im Knochenmark
gebildet und ausgeschwemmt, gelangen sie durch Migration in die verschiedenen
Organe und differenzieren dort unter dem Einfluss von Chemotaxis, Zytokinen und
Antigenen zu Makrophagen und dendritischen Zellen (Coillard and Segura, 2019,
Espinoza and Emmady, 2022, Guilliams et al., 2018). In diesen Formen kdnnen sie
dort bis zu mehreren Monaten verbleiben. Aul3erdem haben sie die Fahigkeit, das
adaptive Immunsystem zu beeinflussen. Es gibt drei Untergruppen von Monozyten,
die anhand ihrer phanotypischen Oberflachenmerkmale (Rezeptoren) mittels

Durchflusszytometrie unterschieden werden kénnen:

e der klassische Monozyt (CD14*CD16")
e der nicht-klassische Monozyt (CD149™CD16%)
e der intermediare Monozyt (CD14*CD16™)

1.2.1 Monozyten

Der klassische Monozyt zeichnet sich durch eine starke Expression des
Zelloberflachenrezeptors CD14 aus (CD14*CD16- ). Der nicht-klassische Monozyt
weist eine geringe Expression von CD14 und eine zusatzliche Koexpression des
CD16-Rezeptors auf (CD149mCD16%*). Der intermedidare Monozyt weist eine hohe
Expression von CD14 und eine niedrige Expression von CD16 auf (CD14*CD167). Die
verschiedenen Monozyten-Subtypen konnen eigenstandig, d.h. ohne weitere
Differenzierung, spezifische Aufgaben erfullen und damit Immunreaktionen direkt
regulieren (Ginhoux et al., 2021). Die klassischen Monozyten sind zur Phagozytose
fahig und haben unter anderem die Fahigkeit, proinflammatorische Faktoren zu
sezernieren. Die nicht-klassischen Monozyten - ebenfalls zur Phagozytose befahigt -
produzieren nach Stimulation durch mikrobielle Produkte groRe Mengen
proinflammatorischer Zytokine wie Tumornekrosefaktor (TNF) und Interleukin 12 (IL-
12). Daruber hinaus wurde sowohl fur klassische als auch fur nicht-klassische
Monozyten ein patrouillierendes Verhalten beschrieben, d. h. sie bewegen sich
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langsam entlang des Endothels, um dieses nach Krankheitserregern abzusuchen
(Buscher et al., 2017). Intermediare Monozyten spielen eine wichtige Rolle bei der
Antigenprasentation und der Stimulation von T-Lymphozyten. Dabei werden
mikrobielle Fragmente nach der Phagozytose in MHC (Major histocompatibility
complex) eingebaut, anschlielend an die Zelloberflache transportiert und den T-
Lymphozyten als Antigen prasentiert. Dadurch wird die spezifische Immunantwort

ausgelost (Kapellos et al., 2019).

1.2.2 Dendritische Zellen

Die Hauptaufgabe der dendritischen Zellen besteht darin, Antigene zu verarbeiten und
sie den T-Zellen zu prasentieren. Sie interagieren auch mit B-Zellen. Sie haben somit
vor allem die Funktion eines Vermittlers zwischen dem angeborenen und dem
adaptiven Immunsystem. Dendritische Zellen finden sich vor allem in Geweben,
insbesondere in Organen, die mit der Aul3enwelt in Kontakt stehen, wie Haut, Lunge
und Darm (Poltorak and Schraml, 2015).

1.2.3 Makrophagen

Lange Zeit wurde angenommen, dass Makrophagen ausschlie3lich aus zirkulierenden
Monozyten entstehen. Funktionelle und morphologische Untersuchungen haben diese
Hypothese widerlegt. Studien haben gezeigt, dass der groldte Anteil reifer
Gewebemakrophagen wahrend der Embryonalentwicklung aus dem Dottersack
stammt. Diese Makrophagen werden bereits vor der Geburt ausgeschwemmt und
besitzen die Fahigkeit zur Selbstregeneration, so dass sie unabhangig von den
Monozyten Uberleben kdnnen (Davies et al., 2013, Epelman et al., 2014). Daruber
hinaus hat jedes Organ seine eigene einzigartige Zusammensetzung aus embryonalen
und reifen Makrophagen. Die Tatsache, dass eine Reihe von gewebeeigenen
Makrophagen auch bei Patienten mit Monozytopenie weitgehend unbeeinflusst
bleiben, ist ein weiterer Beleg fur diese Annahme (Hashimoto et al., 2013). Monozyten
und ihre Vorstufen haben sich als ein aul3erst plastisches und dynamisches zellulares
Netzwerk erwiesen, das in der Lage ist, das gewebespezifische mononuklear-

phagozytare System (MPS) bei Bedarf umzurlsten. Sie agieren unter anderem als
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kurzlebige Effektorzellen im Gewebe und tragen so zu verschiedenen Prozessen wie
der Angiogenese und Arteriogenese bei. Es konnte gezeigt werden, dass embryonale
Makrophagen am Gewebeumbau beteiligt sind, wahrend adulte Makrophagen primar
an der Wirtsabwehr beteiligt sind. Ferner konnten Kollegen bereits beschreiben, dass
die Koexistenz von embryonalen und adulten Makrophagen in vielen verschiedenen
Organen mdglich ist (Davies et al., 2013, Divangahi et al., 2015, Galli et al., 2011,
Guilliams et al., 2014, Sheng et al., 2015, Stefater et al., 2011, Varol et al., 2015).
Neben der unspezifischen Abwehr, wie z.B. Phagozytose, sind sie in der Lage, durch
Rekrutierung von Lymphozyten spezifische Abwehrmechanismen einzuleiten. So
fungieren sie unter anderem als antigenprasentierende Zellen fur T-Lymphozyten. Die
Rolle der Makrophagen bei kardiovaskularen Erkrankungen (CVD) ist noch
Gegenstand aktueller Forschung und erfahrt im Zusammenhang mit COVID-19

besondere Aufmerksamkeit.

1.3 Zytokine

Die zellulare SignalUbertragung ist die Fahigkeit der Zelle, Signale zu empfangen, zu
verarbeiten und weiterzuleiten. Die Art der Signale kann vielfaltig sein, z.B.
physikalischer (Druck, Temperatur, Licht und Spannung) oder chemischer Natur
(Proteine und Gase). Rezeptoren nehmen die Signale auf und leiten sie an die
entsprechenden Ziele weiter, damit sie dort verarbeitet werden konnen. Bei der
chemischen Zellsignalubertragung kann der Abstand zwischen den beiden
kommunizierenden Zellen/Zellverbanden grofl3 oder klein sein, so dass sich daraus
verschiedene Wirkungsweisen ableiten lassen: juxtakrin, autokrin, parakrin, intrakrin
oder endokrin. Eine besondere Rolle in der zellularen Kommunikation spielen die
Zytokine, die von verschiedenen Zellen produziert werden. Der Begriff Zytokin ist ein
Sammelbegriff. Je nachdem, welche Zellpopulation diese Signalproteine bildet und
welche Aufgabe diese Zytokine erflllen, werden sie unterschiedlich benannt, z.B:
Monokine (von Monozyten gebildete Zytokine), Chemokine (Zytokine mit
chemotaktischer Wirkung), Lymphokine (von Lymphozyten gebildete Zytokine) und
Interleukine (von Leukozyten gebildete Zytokine, die auf andere Leukozyten wirken)
(Corwin, 2000a, Corwin, 2000b). Sie kénnen die Zellmembranen nicht durchdringen,
daher haben sie ihre Zielrezeptoren auf der Zelloberflache oder liegen extrazellular

geldst vor (Fernandez-Botran, 1991, Gillis, 1991, Spektrum, 2023). Zytokine werden
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von einer Vielzahl von Zellen produziert und wirken pleiotrop. Dieser Effekt kann durch
das Vorhandensein mehrerer Rezeptoren flr ein Zytokin erklart werden, so dass je
nachdem, auf welcher Zellpopulation diese Rezeptoren vorhanden sind, auch
unterschiedliche Signalwege aktiviert werden kdonnen. Die redundante Wirkung kann
durch ihre Ansteuerung auf denselben spezifischen Rezeptor erklart werden (Ozaki
and Leonard, 2002). Daruber hinaus wurden synergistische und antagonistische
Effekte von Zytokinen beschrieben (Bartee and McFadden, 2013, Larrick and Wright,
1992, Opal and DePalo, 2000, Standiford, 2000). Zytokine steuern das Gleichgewicht
zwischen zellularer und humoraler Immunantwort und wirken regulierend auf Reifung,
Wachstum und Reaktionsfahigkeit bestimmter Zellen. Insbesondere bei
Entzindungsreaktionen des Immunsystems infektidsen oder nicht-infektiésen

Ursprungs erfullen sie wichtige Funktionen (Corwin, 2000Db).

1.3.1 Makrophagenmigrations-Inhibitionsfaktor

Obwohl der Name das Gegenteil impliziert, leistet Makrophagenmigrations-
Inhibitionsfaktor (MIF) einen groRRen Beitrag in der Aktivierung des Immunsystems und
Regulierung der Immunreaktion. Historisch gesehen erhielt MIF den Namen, weil man
durch In-vivo-Versuche festgestellt hat, dass genau diese Substanz eine Inhibierung
der Bewegung der Makrophagen induziert (Bloom and Bennett, 1966, Rich and Lewis,
1932). Damals wusste man sehr wenig uber die Morphologie und die Physiologie
dieser Substanz. Dekaden spater, 1989, gelang die Klonierung des menschlichen MIF.
Dieses Ereignis erleichterte die Spezifikation der biologischen Eigenschaften von MIF
(Weiser et al., 1991).

MIF, ein pleiotropes Protein, ist ein Zytokin und wird konstitutiv sezerniert. Neben den
T-Zellen, von denen man als erstes annahm, dass sie die hauptsachlichen
Produzenten sind, wurden in den letzten Jahrzehnten viele andere Zellen anderer
Funktionen beschrieben. So sind z.B. Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen,
Hirnzellen und Nierenzellen nur ein kleiner Ausschnitt aus einer langen Liste der MIF-
produzierenden Zellen (Bernhagen et al., 1993, Calandra et al., 1998, He et al., 2006,
Pellowe et al., 2019). Vor allem ist MIF in Geweben vorzufinden, die in enger
Nachbarschaft mit der Aufienwelt stehen, so z.B. in der Lunge oder Magendarmtrakt.
Nach anfanglichen Untersuchungen des MIF als Mediator bei Immunreaktionen, die

19



durch bakterielle Infektionen hervorgerufen wurden (Calandra et al., 1998, Roger et
al., 2001), wissen wir heute, dass MIF bei vielen anderen Immunreaktionen - auch
anderer Genese - eine wichtige Rolle spielt (Bezdek et al., 2018, Bozza et al., 2004,
Chen et al., 2016, Marin et al., 2017). Dieses proinflammatorische Zytokin ist an der
Regulation der Immunantwort beteiligt und hat verschiedene Funktionen, wie die
Aktivierung von Immunzellen, die Induktion der Freisetzung anderer
proinflammatorischer Zytokine und die Verstarkung der Rekrutierung von Immunzellen
an Entzindungsherden. MIF spielt auch eine Rolle bei der Regulation der
Stressantwort und ist mit Zellproliferation und Apoptose assoziiert. In enger Beziehung
zu Monozyten, fordert MIF bei der Entzindungsreaktion ihre Rekrutierung ins
entzindete Gewebe. Ferner wirkt dieses Zytokin als Chemoattraktor. Einmal in das
entzindete Gewebe eingedrungen, kann MIF die Monozyten dazu anregen, sich in
aktivierte Makrophagen weiterzuentwickeln, die ihrerseits zur Immunantwort
beitragen, indem sie Krankheitserreger aufnehmen und beseitigen und zusatzliche
Entziindungsmediatoren produzieren (Yaddanapudi and Mitchell, 2017, Roger et al.,
2016). Die Beziehung zwischen MIF und Monozyten ist ein Schlisselaspekt der
Immunantwort und der Entzindung, da sie dazu beitragt, die Rekrutierung und
Aktivierung von Monozyten zu regulieren, die fur die korpereigene Abwehr von
Infektionen und Gewebeschaden bendtigt werden. Deswegen lasst sich daraus
schlie3en, dass  MIF-gerichtete = Therapieansatze in  Zukunft  neue

Behandlungsmaoglichkeiten bei vielerlei Krankheiten bieten konnten.

1.3.2 Chemokine

Chemokine erfiillen als Untergruppe der Zytokine vielfaltige Aufgaben. Neben der
Aktivierung sowie der Differenzierung von Immunzellen oder der Organ- und
Angiogenese (Lira and Furtado, 2012) ist eine der Hauptaufgaben die Zellmigration
(Chemotaxis) von Immunzellen aus der Blutbahn in das Gewebe und umgekehrt. Mit
Hilfe von Chemokinen kann die Zellmigration entlang eines Konzentrationsgradienten
erfolgen, d. h. vom Ort niedriger zu dem Ort hoher Chemokinkonzentration
(Farnsworth et al., 2019, Hughes and Nibbs, 2018, Johnston and Butcher, 2002).

Chemokine werden nach ihrer Aminosaurezusammensetzung, d. h. nach der Position
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der aufeinanderfolgenden konservierten Cysteinreste, in vier Gruppen eingeteilt (Miller
and Mayo, 2017):

e CC-Gruppe

e CXC-Gruppe
e CX3C-Gruppe
e XC-Gruppe

Die Gruppen CC und CXC bilden die groften Fraktionen. Die Namen der Chemokine
leiten sich von ihren Gruppen ab, so wird z.B. das Chemokin 19 der CC-Gruppe als
,CCL19" bezeichnet. Das ,L“ steht dabei fir Ligand (Zlotnik and Yoshie, 2000). Neben
dieser Einteilung kénnen Chemokine auch nach ihrer Funktion eingeteilt werden.
Diese Art der Gruppierung kann auch innerhalb der gleichen strukturbasierten
Unterteilung nachvollziehbar sein. So ist beispielsweise eine Einteilung in
inflammatorische, homdostatische, Angiogenese-fordernde und angiostatische
Chemokine madglich. Inflammatorische Chemokine werden gebildet, wenn
entzindetes Gewebe andere Zytokine wie Tumornekrosefaktor (TNF) freisetzt.
Infolgedessen fordern inflammatorische Chemokine die Rekrutierung von Leukozyten.
Die Gruppe der homdostatischen Chemokine wird konstitutiv exprimiert und spielt eine
wichtige Rolle bei der Einwanderung von Lymphozyten in lymphatische Organe und
deren Entwicklung (Moser and Willimann, 2004, Raman et al., 2011). Bisher wurden
50 Chemokine und 20 Chemokinrezeptoren beschrieben (Allen et al., 2007). Diese
Vielfalt ermoglicht ein hohes Mal® an Spezifitat. Die Chemokinrezeptoren auf der
Zelloberflache bestimmen, in welches Gewebe diese Zellen einwandern. So wandern
Zellen, die den Oberflachenrezeptor CCR7 exprimieren, dessen Liganden die
Chemokine CCL19 und CCL21 sind, bevorzugt in Lymphknoten ein (Hopken et al.,
2004).

1.3.2.1 CXCL12

Bei CXCL12, auch bekannt als Stromal Cell-Derived Factor 1 (SDF-1), handelt es sich
um ein kleines Protein aus der Familie der Chemokine, das bei einer Reihe von
biologischen Prozessen eine entscheidende Rolle spielt. Es fungiert als
Chemoattraktor und lockt spezifische Immunzellen an Entzindungsherde und Orte der

Gewebereparatur. CXCL12 ist auch an Zellmigrationsprozessen beteiligt,
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insbesondere an der Rekrutierung hamatopoetischer Stammzellen im Knochenmark.
CXCL12 wirkt durch Bindung an spezielle zellulare Rezeptoren wie CXCR4 und
CXCRY7. Neben seiner Rolle im Immunsystem steht CXCL12 auch im Zusammenhang
mit dem Fortschreiten von Krebserkrankungen und der Bildung von Metastasen (Vicari
and Caux, 2002, Shi et al., 2020). Die Funktion von CXCL12 gegenuber Monozyten
besteht darin, diese Zellen anzuziehen und zu kontrollieren. CXCL12 wirkt als
Chemoattraktor fir Monozyten. Bei Entzindungen oder Verletzungen wird CXCL12
von verschiedenen Zellen wie Stromazellen oder Endothelzellen produziert und
freigesetzt. Monozyten folgen der Konzentration dieses Chemoattraktors und wandern
in das betroffene Gewebe, sobald CXCL12 in die Umgebung abgegeben wird
(Schiraldi et al., 2012). Dort spielen sie eine wichtige Rolle bei der Immunantwort, der
Gewebereparatur und der Bekdmpfung von Infektionen. CXCL12 ist auch flur die
Homoostase der Monozyten im Knochenmark von Bedeutung. Es reguliert die
Produktion, Reifung und Freisetzung von Monozyten aus dem Knochenmark ins
periphere Blut, wo sie in verschiedenen Geweben Funktionen austben (Zlotnik and
Yoshie, 2000). In Studien wurde unter anderem gezeigt, dass CXCL12 eine wichtige
Rolle bei der Reaktion auf einen Herzinfarkt spielt und an den Reparaturmechanismen
des Herzmuskels beteiligt ist. Um den geschadigten Bereich des Herzmuskels zu
reparieren, wird CXCL12 nach einem Herzinfarkt vermehrt freigesetzt. Es lockt
verschiedene Zelltypen, darunter Stammzellen (Ghadge et al., 2011) und Monozyten,
in das geschadigte Gewebe. Dort fordert es die Regeneration und Reparatur (Chen
and Frangogiannis, 2021). CXCL12 ist auch an der Angiogenese beteiligt (Zhang et
al., 2017). Es lockt Endothelzellen und andere angiogene Zellen an. Obwohl CXCL12
eine positive Rolle bei der Herzmuskelregeneration nach Herzinfarkt zu spielen
scheint, sind die Mechanismen und Interaktionen komplex und nicht vollstandig
verstanden, sodass auch kontroverse Ergebnisse diesbezlglich gibt. Grole
genomweite Assoziationsstudien zeigten, dass Polymorphismen in der Nahe des
CXCL12-Gens mit Myokardinfarkten assoziiert sind (Samani et al., 2007, Schunkert et
al., 2011). Diese Allele korrelierten mit erhdhten CXCL12-Plasmaspiegeln, was
wiederum als ein Hinweis auf eine schadliche Funktion des Chemokins bei
Atherosklerose gedeutet werden kann. Ziel der Forschung auf diesem Gebiet ist ein
besseres Verstandnis von CXCL12 und seiner Rolle bei der Regeneration des
Herzmuskels und damit die Entwicklung moglicher therapeutischer Ansatze fur eine

effektivere Behandlung des Herzinfarkts. Zusammengefasst dient CXCL12 als

22



"Leitsignal" fur Monozyten, um sie zu entziindetem oder verletztem Gewebe zu fuhren
und ihre Immunantwort und Gewebereparaturfunktionen auszufihren. Durch die
Beeinflussung der Wanderung und der Funktion von Monozyten spielt CXCL12 eine

wichtige Rolle bei der Immunantwort und den Entzindungsreaktionen des Korpers.

1.4 Zytokin-Rezeptoren

Zytokinrezeptoren sind in den letzten Jahren in den Fokus der Forschung gerlckt, da
neue Erkenntnisse in der Immunologie und die daraus resultierenden Maoglichkeiten
der Immunmodulation durch sogenannte ,Biologicals” neue Therapieoptionen eréffnen
(Propper and Balkwill, 2022). Zytokinrezeptoren sind Glykoproteine, die sowohl
membranstandig als auch geldst vorliegen kdnnen. Nach Bindung des Liganden
(Zytokin) wird intrazellular eine Signalkaskade in Gang gesetzt, deren Produkte
zahlreiche und wichtige biologische Funktionen regulieren. Die Einteilung dieser
Rezeptoren basiert auf ihrer extrazellularen dreidimensionalen
Ligandenbindungsstelle und den gemeinsamen intrazellularen Signalmechanismen,
die sich aus der Bindung ergeben (Druszczynska et al., 2022, Gaffen, 2009). Daraus

lassen sich die folgenden Klassen ableiten:

o Typ-I-Zytokin-Rezeptoren

e Typ-llI-Zytokin-Rezeptoren

e Chemokin-Rezeptoren

e TNF-Rezeptor-Superfamilie

e TGF-beta-Rezeptoren

e Immunglobulin (Ig)-Superfamilie

e |L-17-Rezeptor-Superfamilie

1.4.1 Chemokinrezeptoren

Chemokinrezeptoren sind Rezeptoren, die mit Chemokinen interagieren. Sie spielen
eine entscheidende Rolle bei der Rekrutierung von Lymphozyten und Stromazellen
zum Krankheitsherd und sorgen dafiir, dass eine angemessene Reaktion auf die

Bedrohung ausgeldst wird. Bisher sind 20 Chemokinrezeptoren beschrieben worden.
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Man unterscheidet zwei Gruppen: konventionelle (cCKRs) und atypische
Chemokinrezeptoren (ACKRs) (Hughes and Nibbs, 2018). Die cCKRs sind G-Protein
gekoppelte Rezeptoren (GPCRs). Wie der Name schon sagt, 16sen diese Proteine
Uber G-Proteine eine zellulare Signalkaskade aus. Die ACKRs hingegen wirken Uber
den Beta-Arrestin-Signalweg. Traditionell wird die erste Gruppe eher mit
Entzindungen in Verbindung gebracht, wahrend der zweiten Gruppe eher
regulatorische Funktionen zugeschrieben werden (Kraus et al., 2021). Besonders gut
untersucht sind die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Sie bestehen aus sieben
transmembranen Proteinen. Die Benennung dieser Rezeptoren orientiert sich an der
entsprechenden Struktur der Liganden, siehe oben (Bachelerie et al., 2014).
Besondere Popularitat erlangten Chemokinrezeptoren durch die Erforschung des
Humanen Immundefizienz-Virus (HIV), nachdem beobachtet wurde, dass HIV den
CCRS5-Rezeptor der T-Zellen als Andockstelle nutzt (Chen, 2019).

1.4.1.1 CCR2

Chemokine receptor type (CCR29 ist ein Protein, das als Chemokinrezeptor im
menschlichen Korper wirkt. CCR2 ist insbesondere bei der Rekrutierung und
Aktivierung von Monozyten von Bedeutung. Bestimmte Chemokine, die an CCR2 auf
der Oberflache der Monozyten binden, werden freigesetzt, wenn Gewebe entzliindet
oder geschadigt wird (Ghadge et al., 2011). Durch diese Bindung wird eine
Signalkaskade in Gang gesetzt, die dazu fuhrt, dass die Monozyten aus der Blutbahn
in das entzindete Gewebe einwandern, um dort ihre Immunfunktionen wie
Phagozytose und Produktion von Entziindungsmediatoren auszuiben. CCR2 und die
damit verbundenen Signalwege wurden eingehend im Zusammenhang mit
entzindlichen Erkrankungen wie Atherosklerose, Arthritis und Multipler Sklerose
untersucht, bei denen Monozyten eine entscheidende Rolle flr das Fortschreiten der
Erkrankung spielen (Zhang et al., 2022, Raghu et al., 2017, Mahad and Ransohoff,
2003). Obwohl CCR2 in erster Linie fir seine Rolle bei der Rekrutierung von
Monozyten bekannt ist, kommt es auch auf anderen Zelltypen im Korper vor. Dazu
gehdren dendritische Zellen, T-Zellen, Mastzellen und sogar Astrozyten im Gehirn. Die
Wirkung von CCR2 auf diese Zellen kann je nach der Situation und dem Kontext

unterschiedlich sein. Wie CCR2 mit den verschiedenen Zelltypen interagiert und
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welche entzindlichen Reaktionen daraus resultieren, ist ein wichtiges

Forschungsgebiet.

1.4.1.2 ACKR3

Atypical chemokine receptor 3 (ACKR3) ist ein atypischer Chemokinrezeptor, der bei
der Bindung an Chemokine keine ,typischen“ zellularen Signalreaktionen, d.h. ohne
Beteiligung von G-Proteinen, auslost (Rajagopal et al., 2010). Stattdessen wirkt er als
Scavenger-Rezeptor, der Chemokine wie CXCL11 und CXCL12 internalisiert und
eliminiert. Dadurch werden chemotaktische Signale reguliert und eine Ubermafige
Rekrutierung von Immunzellen und Entzindungen verhindert (Naumann et al., 2010).
Auf diese Weise kontrolliert ACKR3 Chemokin-Gradienten und die Bewegung anderer
Chemokin-Rezeptor exprimierender Zellen. Was seine Beziehung zu Monozyten
betrifft, so wird ACKR3 von diesen Immunzellen exprimiert. Wenn Monozyten in
Gegenwart von ACKR3 auf CXCL12 treffen, kann die ACKR3-vermittelte
Internalisierung des Chemokins die Bewegung und den Aufenthaltsort der Monozyten
in bestimmten Geweben beeinflussen. Dies hat Auswirkungen auf die Bewegung und
Positionierung der Monozyten und ihre Beteiligung an Immunreaktionen und
Gewebereparaturprozessen (Nibbs and Graham, 2013). ACKR3 kommt auf
verschiedenen Zelltypen im Korper vor, darunter Endothelzellen, Neuronen,
Gliazellen, Herzgewebe und Krebszellen. Die Expression von ACKRS3 ist nicht
konstitutiv. Die Expression von ACKR3 wird reguliert und kann in verschiedenen Zellen
und Geweben unterschiedlich stark ausgepragt sein. Die Expression wird durch
verschiedene Faktoren beeinflusst, wie z.B. inflammatorische Signale oder spezifische
Entwicklungsstadien (Garcia-Cuesta et al., 2019). Die Wechselwirkung zwischen
ACKR3 und anderen Chemokinrezeptoren, auch auf Monozyten, ist komplex und tragt
zur dynamischen Natur der Immunantwort bei. Das Verstandnis der Rolle von ACKR3
kénnte Auswirkungen auf therapeutische Interventionen bei entzindlichen und

immunologischen Erkrankungen haben.
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1.5 Adhasionsmolekiile

Die Fahigkeit einer Zelle, sich mit anderen Zellen, aber auch mit der extrazellularen
Matrix zu verbinden, wird als Zelladhasion bezeichnet. Diese Aufgabe wird von
Zelladhasionsmolekulen (CAMs) ubernommen. Neben ihrer Bedeutung fur die
Aufrechterhaltung der mechanischen Eigenschaften der Zelle spielen sie auch
SchlUsselrollen bei der zellularen Signallbertragung, Migration, Wachstum und
Differenzierung (Ren et al., 2011). CAMs sind Transmembranproteine mit drei
konservierten Domanen. Wahrend die intrazellulare Domane mit dem Zytoskelett in
Verbindung steht, kann die extrazellulare Domane mit den gleichen CAMs anderer
Zellen (homophil) oder mit unterschiedlichen CAMs anderer Zellen (heterophil) in
Verbindung treten. Aufgrund ihrer unterschiedlichen strukturellen Eigenschaften

werden sie in vier Gruppen unterteilt (Harjunpaa et al., 2019):

e Selektine (Kalziumabhangig)

e Integrine (Kalziumunabhangig)

e Cadherine (Kalziumabhangig)

e CAMs der Ig-Superfamilie (Kalziumunabhangig)

Darlber hinaus kdnnen die vier oben genannten Gruppen in zwei weitere Gruppen

unterteilt werden, namlich in kalziumabhangige und kalziumunabhangige CAMs.

1.5.1 CD11a

Cluster of Differentiation 11a (CD11a) ist ein Zelloberflachenprotein, das zur Integrin-
Familie gehoért und an der Zelladhasion und Signalkommunikation beteiligt ist. In
Kombination mit Integrin Beta 2 (CD18) bildet es das funktionelle Integrin Lymphocyte
Function-Associated Antigen-1 (LFA-1) (Ghislin et al., 2012). LFA-1 ist vor allem auf
Leukozyten wie T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen vorhanden und spielt eine zentrale
Rolle bei Zellinteraktionen, insbesondere in der Immunantwort. LFA-1 bindet an seine
Liganden, darunter Intrazellulares Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1) und Intrazellulares
Adhasionsmolekil-1  (ICAM-2) auf der Oberflache von Endothelzellen und
antigenprasentierenden Zellen. LFA-1 ermdglicht Leukozyten, sich fest an
Endothelzellen zu heften und in entzindetes Gewebe einzutreten, wo sie ihre
immunologischen Aufgaben, wie Antigenerkennung, Zytokinproduktion und
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Aktivierung anderer Immunzellen, ausfuhren kdnnen (Gérard et al., 2021). Monozyten
tragen ebenfalls LFA-1 auf ihrer Oberflache, was ihre Wechselwirkung mit ICAMs auf
Endothelzellen erleichtert. Dies ist entscheidend flr ihre Bewegung aus der Blutbahn

in das Gewebe bei Entzindungen.

1.5.2 CD11b

Cluster of Differentiation 11b (CD11b), auch bekannt als Integrin alpha M (ITGAM), ist
ein Zelloberflachenprotein, das zur Familie der Integrine gehoért und zusammen mit
Integrin beta 2 (CD18) ein Heterodimer bildet, aus dem das funktionale Integrin
Makrophagen-1 Antigen (Mac-1) bzw. der Komplementrezeptor 3 (CR3) entsteht.
CD11b ist hauptsachlich auf myeloischen Zellen wie Monozyten, Neutrophilen und
Makrophagen lokalisiert (Petty and Todd, 1993, Khan et al., 2018). CD11b spielt eine
entscheidende Rolle, um Zelladhasion, Migration und Phagozytose wahrend der
Immunantwort zu vermitteln. CD11b wird auf der Oberflache von Monozyten stark
exprimiert. Es ermdglicht den Monozyten die Anheftung an die Endothelzellen und
erleichtert inre Wanderung aus der Blutbahn in entziindetes Gewebe als Reaktion auf
Entzindungssignale (Weber et al., 1995). Im Gewebe angekommen, hilft CD11b den
Monozyten, mit Krankheitserregern und Zelltrdmmern zu interagieren, fordert ihre
phagozytische Aktivitat und tragt zum Abklingen der Entzindung bei (Arnaout, 1990,
Springer, 1990, Ehirchiou et al., 2007).

1.6 Thrombozyten/Leukozyten-Aggregate

Neben ihrer herausragenden Rolle in der Hamostase spielen Thrombozyten eine
wichtige Rolle in der Regulation der Entziindungsreaktion sowie der angeborenen und
adaptiven Immunantwort (Ali et al., 2015). Als Voraussetzung fir die direkte Interaktion
mit verschiedenen Leukozyten sind sie unverzichtbar. Die Aktivierung von
Thrombozyten, z.B. durch Trauma oder Entzindung selbst, fuhrt zur Expression von
Rezeptoren auf ihrer Oberflache. Die Bildung dieser Rezeptoren ermdglicht nun die
direkte Kommunikation mit dem GefalRendothel, den Thrombozyten und Leukozyten
als wichtiger Bestandteil der spezifischen und unspezifischen Immunabwehr (Lam et

al., 2015). Die Mediatoren, die diese Bindungen ermdglichen, kdnnen gelost sein oder
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als CAMs wie P-Selectin und P-Selectin Glycoprotein Ligand 1 (PSGL-1) auf der
Zelloberflache vorliegen. Erhdhte Konzentrationen von PLA sowohl im Blutkreislauf als
auch am Ort der Entztindung sind ein Marker flr thromboinflammatorische Prozesse,
die auf kardiovaskulare Erkrankungen, akutes Lungen- und Nierenversagen sowie

zerebrovaskulare Erkrankungen hinweisen konnen (Finsterbusch et al., 2018).

1.7 Kardiovaskuldre Erkrankungen und kardiovaskulare Risikofaktoren

Die obigen Abschnitte sollten ein grundlegendes Verstandnis der Physiologie der
Monozyten, der Zytokine und der damit verbundenen Prozesse vermitteln. Ein weiterer
Schwerpunkt unserer Arbeit war neben dem Immunsystem und der Hyperinflammation
die Frage, ob sich eine Entzindungsreaktion bei Menschen mit kardiovaskularen
Erkrankungen (CVD) und/oder kardiovaskularen Risikofaktoren (CVRF) anders
manifestiert. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass der klinische Verlauf von COVID-
19 stark von bestimmten pradisponierenden Faktoren oder Pathologien abhangt,
insbesondere von CVRF und CVD (Harrison et al.,, 2021). Das Vorliegen dieser
Risikofaktoren bzw. klinischen Entitdten war mit einem schlechteren Outcome der
Patienten assoziiert. In Anlehnung an die wichtigste epidemiologische Studie in den
USA - die Framingham Heart Study - haben wir die kardiovaskularen Risikofaktoren
(CVREF) fur unsere Arbeit wie folgt definiert (Mahmood et al., 2014):

e Arterielle Hypertonie (AHT)
Diabetes mellitus (DM)

Dyslipidamie

Nikotinkonsum

Adipositas

1.7.1 Arterielle Hypertonie

Die AHT ist eine Volkskrankheit und betrifft in Deutschland bis zu 30 % der
Bevdlkerung, wobei die Pravalenz mit zunehmendem Alter auf bis zu 60 % bei den

Uber 65-Jahrigen ansteigt. (Neuhauser et al., 2017).
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Man unterscheidet die primare (essentielle) und die sekundare arterielle Hypertonie,
wobei die primare Hypertonie mit ca. 90-95% haufiger auftritt (Chiong et al., 2008). Die
arterielle Hypertonie ist haufig mit anderen kardiovaskularen Risikofaktoren wie DM
und Dyslipidamie assoziiert, was das kardiovaskulare Gesamtrisiko zusatzlich erhoht
(Magnussen et al., 2023). AHT fuhrt zu einer erhohten mechanischen Belastung der
GefalRwande mit konsekutiven Mikroverletzungen und Entziindungsreaktionen (Zheng
et al., 2022). Dies fuhrt zu Plaquebildung, endothelialer Dysfunktion und
Gefallverengung, was wiederum CVD wie Herzinfarkt, Schlaganfall und periphere
arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) begunstigt (Andersson et al., 2021). In Analogie
zu den europaischen Leitlinien zur arteriellen Hypertonie galt in unserer Studie die
Diagnose einer arteriellen Hypertonie als gesichert, wenn der Blutdruck bei
mindestens zwei verschiedenen Messungen an zwei verschiedenen Tagen = 140/90
mmHg betrug oder in einer 24-Stunden-Langzeitblutdruckmessung der 24-Stunden-
Mittelwert 2130/80 mmHg oder der Tagesmittelwert = 135/85 mmHg betrug (McEvoy
et al.,, 2024). In die Studie wurden vor allem Patienten mit vorbeschriebener und
behandelter arterieller Hypertonie eingeschlossen. Die Langzeit-Blutdruckmessung

musste bei unseren stationaren Patienten zur Diagnosestellung nicht eingesetzt.

1.7.2 Diabetes mellitus

DM ist eine Stoffwechselerkrankung mit einer Pravalenz von 10,2 % in der
erwachsenen Bevolkerung (Scheufele R, 2025). Die WHO und die American Diabetes
Association (ADA) unterscheiden 4 Hauptgruppen dieser Erkrankung, wobei DM Typ
2 die haufigste Form ist. Bei DM Typ 1 liegt ein absoluter Insulinmangel vor, der durch
eine autoimmune Schadigung der B-Zellen der Bauchspeicheldriise verursacht wird
(ADA, 2022, Committee, 2022, Association and Committee, 2022, 2022a). Latent
Autoimmune Diabetes in Adult (LADA), bei dem die Zerstdérung der
insulinproduzierenden B-Zellen spater (meist im Erwachsenenalter) einsetzt, ist nicht
als ein eigener Subtyp definiert. Beim Typ-2-Diabetes liegt dagegen eine
Insulinresistenz der peripheren Zellen vor. Ursachen sind neben genetischen Faktoren
vor allem der Lebensstil. DM Typ 3 umfasst weitere seltenere Formen wie den Maturity
Onset Diabetes oft he Young (MODY) oder den pankreopriver Diabetes mellitus. Typ

4 wird als Schwangerschaftsdiabetes bezeichnet (Harreiter and Roden, 2023).
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Chronisch erhdhte Serumglukosespiegel fuhren zu einer Ubermaligen Glykierung von
Strukturproteinen der Endothelzellen, was zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
fuhrt, die wiederum flr oxidativen Stress und damit fur Entzindungen verantwortlich
sind, die zu endothelialer Dysfunktion und Arteriosklerose fuhren (An et al., 2023,
Oguntibeju, 2019, Giacco and Brownlee, 2010). DM erhoht daher wie AHT das
kardiovaskulare Gesamtrisiko und ist mit CVD assoziiert. Bei unseren Patienten
haben wir vor allem das HbA1c als Screeningmethode der Wahl eingesetzt. Dabei
wurde ein HbA1c-Wert von =2 6,5 % als Einschlusskriterium definiert. Aufgrund der
schlechteren Durchfuhrbarkeit des OGTT bei schwerem COVID-19 wurde dieser nicht

als Screeningmethode eingesetzt.

1.7.3 Dyslipidamie

Dyslipidamie ist eine Stoffwechselerkrankung, die mit einem gestérten Gleichgewicht
der Lipide einhergeht. Die Pravalenz in der erwachsenen Bevdlkerung betragt 65,7%
bei Frauen und 64,5% bei Mannern (Scheidt-Nave et al., 2013). Je nach Ursache
unterscheidet man primare und sekundare Dyslipidamien. Die primare Form ist nicht
nur erblich bedingt, sondern es spielen auch andere Faktoren wie Ernahrung oder
Ubergewicht eine Rolle. Die sekundare Form ist nicht genetisch bedingt, hier sind vor
allem andere Erkrankungen wie DM Typ 2, Adipositas oder Lebererkrankungen von
Bedeutung (Yanai and Yoshida, 2021, Berberich and Hegele, 2022). Neben dieser
Unterteilung gibt es verschiedene Ansatze, die Erkrankung zu klassifizieren. Dies kann
nach dem betroffenen Lipid (z.B. erhdhtes Cholesterin, erhdhte Triglyceride oder
erhdhte Triglyceride und erhdhtes Cholesterin) oder nach dem betroffenen Lipoprotein
(z.B. niedriges High Density Lipoprotein (HDL), hohes Low Density Lipoprotein (LDL)
oder Lipoprotein (a) (Lp(a)) erfolgen (Berberich and Hegele, 2022). Dyslipidamie ist
mit einem erhohten kardiovaskularen Gesamtrisiko assoziiert, da sie unter anderem
die Arteriosklerose fordert, deren Pathophysiologie wiederum gut untersucht ist (Ross,
1993). Sie ist haufig mit anderen kardiovaskularen Risikofaktoren wie AHT oder
Adipositas assoziiert. (Arvanitis and Lowenstein, 2023, Ballard-Hernandez and Sall,
2023). In Ubereinstimmung mit der europaischen Leitlinie zur Dyslipidamie haben wir
fur unsere Studienpopulation eine Dyslipidamie nach folgenden Kriterien definiert
(Mach et al.,, 2020): Gesamtcholesterin = 200 mg/dl, LDL-Cholesterin je nach
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kardiovaskularem Risiko = 55 mg/dl bzw. 160 mg/dl, HDL-Cholesterin < 40 mg/dl und
Lp(a) > 50 mg/dl.

1.7.4 Nikotinkonsum

Ein weiterer wichtiger kardiovaskularer Risikofaktor ist das Rauchen. Der Anteil der
Raucher an der erwachsenen Bevolkerung liegt in Deutschland bei ca. 30 % (Kastaun
et al., 2017). Neben der kanzerogenen Wirkung fordert der Tabakkonsum die
Arteriosklerose und erhdéht damit das kardiovaskulare Gesamtrisiko (Ding et al., 2019,
Schertbl, 2021, Caliri et al., 2021) . Die Wirkung von Nikotin auf die Gefalle ist
vielfaltig. Neben der Vasokonstriktion fordert Nikotin die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies und unterstutzt damit die Arteriosklerose (Ishida et al., 2024). In
unserer Studie wurden Informationen Uber den Raucherstatus anamnestisch und
fremdanamnestisch erhoben, wobei Personen, die zum Zeitpunkt der
Krankenhausaufnahme noch Tabak konsumierten, als Raucher erfasst wurden. Nicht
bericksichtigt wurde in dieser Studie die kumulierte Zeit und ob die Patienten in der

Vergangenheit rauchten.

1.7.5 Adipositas

Adipositas ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, die durch einen erhdhten
Korperfettanteil infolge eines chronischen Energielberschusses mit gestorter
Homdostase des Hunger-Sattigungs-Zentrums und hormoneller Dysregulation
gekennzeichnet ist (Kullmann et al., 2020, Rebelos et al., 2021). In den letzten
Jahrzehnten hat die Pravalenz in der Gesellschaft zugenommen (Schienkiewitz et al.,
2022). Es gibt viele Ursachen fir die Entwicklung dieser Krankheit, die in zwei grol3e
Kategorien eingeteilt werden kdnnen: exogene und endogene. Zu den wichtigsten
exogenen Faktoren zahlen Bewegungsmangel und Ernahrungsgewohnheiten.
Daneben gelten soziodkonomische und psychische Faktoren als begunstigend
(Masood and Moorthy, 2023). Zu den endogenen Faktoren zahlen die Genetik und
hormonelle Stérungen (Lin and Li, 2021). AulRerdem spielt das Mikrobiom eine
wichtige Rolle, da bestimmte Bakterienstdmme die Energieaufnahme aus der Nahrung
fordern (Backhed et al., 2004 ). Adipositas ist mit anderen CVRF wie AHT, Dyslipidamie
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und Diabetes mellitus assoziiert und tragt ebenfalls zu einem erhdhten Risiko fur CVD
bei (Yusuf et al., 2004, Piché et al., 2020). Als diagnostische Hilfsmittel stehen der
Body-Mass-Index (BMI), der Taillenumfang und das Taillen-Huft-Verhaltnis zur
Verfugung. Bei unseren Patienten haben wir zur Diagnose der Adipositas den BMI
nach WHO verwendet, wobei wir einen Wert von = 30 kg/m? als Adipositas definiert

haben.

1.7.6 Kardiovaskuldre Erkrankungen

CVD sind Erkrankungen des Herzens und der GefalRe. Sie sind die haufigste
Todesursache in Deutschland (Ensminger S, 2024, Kim et al., 2023). Zu dieser

Krankheitsgruppe gehoren :

e Koronare Herzkrankheit (KHK)

Zerebrovaskulare Erkrankungen

e Periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK)
¢ Rheumatische Herzerkrankungen

¢ Kongenitale Herzerkrankungen

e Tiefe Beinvenenthrombose (TBVT) und Lungenarterienembolie (LAE)

1.8 Zielsetzung der Arbeit

1.8.1 Kontext und wissenschaftliche Bedeutung

COVID-19 ist nicht nur eine akute Atemwegserkrankung, sondern wurde auch mit
einer schweren systemischen Entzindungsreaktion und einem Zytokinsturm in
Verbindung gebracht, die zu thrombotischen Komplikationen,
Mikrozirkulationsstérungen und Organversagen flihren kdnnen. Dartber hinaus kann
eine Infektion mit SARS-CoV-2 langfristige Auswirkungen auf das Immunsystem
haben, deren Mechanismen noch nicht vollstandig verstanden sind. Speziell bei
infizierten Patienten mit CVRF und/oder CVD wurde eine erhéhte Morbiditat und
Mortalitat beobachtet, wobei die genauen immunologischen Mechanismen dieser
Vulnerabilitdt noch besser verstanden werden missen. Studien zeigen, dass COVID-
19 Uber die akute Infektionsphase hinaus zu einer Aktivierung des Immunsystems
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fuhrt. Dies kann mit klinischen Symptomen einer Long-COVID, veranderter
Immunregulation und einem potenziell erhdhten Risiko fur kardiovaskulare Spatfolgen
einhergehen. Als zentrale Effektorzellen des Immunsystems stehen die Monozyten im
Mittelpunkt des Interesses, da diesen Zellen sowohl in der akuten Phase als auch in
der Rekonvaleszenz eine Schlusselrolle zugeschrieben wird. Dabei ist die Rolle des

MIF noch unzureichend erforscht.

1.8.2 Wissenschaftliche Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, das inflammatorische Profil von Patienten mit schwerer SARS-
CoV-2-Infektion unter Berucksichtigung CVRF und/oder CVD zu analysieren.
Insbesondere soll die Dynamik der Immunantwort im zeitlichen Verlauf untersucht
werden. Ein besonderer Fokus liegt hierbei auf der Charakterisierung von Monozyten-
Subtypen, der Expression von MIF und weiteren Zytokinen sowie deren funktionellen
Eigenschaften wahrend der akuten SARS-CoV-2-Infektion und drei Monate nach der
Rekonvaleszenz. Daruber hinaus sollen die zugrundeliegenden Mechanismen der
SARS-CoV-2-induzierten Entziindungsreaktion besser verstanden werden. Durch den
Vergleich mit gesunden Probanden sollen charakteristische Veranderungen
identifiziert werden, die als potentielle Biomarker fur den Krankheitsverlauf dienen

konnen und moglicherweise prognostische Relevanz haben.

In diesem Zusammenhang mochten wir insbesondere auf die folgenden Fragen

eingehen:

e Welche Veranderungen der Monozyten-Subtypen kdnnen wahrend der akuten
Phase der SARS-CoV-2-Infektion und in der Rekonvaleszenzphase beobachtet
werden?

e Gibt es eine langfristige Verschiebung der Monozyten-Subtypen?

e Gibt es Hinweise auf eine chronische Aktivierung, die durch die Expression ihrer
Zytokine (z.B. MIF) detektiert werden konnte?

e Kann MIF als Biomarker fur eine persistierende Immunaktivierung und sogar fir
Spatfolgen von COVID-19 dienen?

e Welche anderen Zytokine sind wahrend der akuten SARS-CoV-2-Infektion und in
der Rekonvaleszenzphase erhéht?
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Was sind die Unterschiede zu gesunden Kontrollpersonen? Und vor allem: Sind
die Veranderungen typisch fur COVID-19 oder treten sie auch bei anderen

postinfektiosen Zustanden auf?

1.8.3 Ansatz zur Umsetzung der spezifischen Ziele

Zu Beantwortung der Forschungsfragen, werden folgende methodische Ansatze

verfolgt:

Analyse der Monozyten-Subtypen

Analyse der MIF-Expression und anderer Zytokine

Apparative Diagnostik wie Echokardiographie und Rontgen-Thorax zur Erfassung
der kardiopulmonalen Pathologien

Routinelabor mit zusatzlicher Bestimmung der kardialen Biomarker

Vergleich mit gesunden Kontrollpersonen zur Uberpriifung der Spezifitat fir
COVID-19
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2 Materialien und Methoden

2.1 Studiendesign, Studienpopulationen und Einschlusskriterien

In die vorliegende Studie wurden in der Abteilung fir Kardiologie und Angiologie des
Universitatsklinikums Tldbingen zwischen Februar 2020 und September 2020
konsekutiv 23 Patienten mit vorbestehender CVD und/oder CVRF und einer akuten
schweren SARS-CoV-2-Infektion eingeschlossen. Der Studieneinschluss erfolgte
innerhalb von 12 Stunden nach Aufnahme in die Klinik. Einschlusskriterien waren eine
positive PCR flir SARS-CoV-2, ein Mindestalter von 18 Jahren und mindestens eine
bestatigte CVD und/oder CVRF. Die CVD wurden definiert als Erkrankungen des Herz-
Kreislauf-Systems (s.0.), die durch modifizierbare (z.B. arterielle Hypertonie,
Adipositas) und nicht modifizierbare (z.B. Alter, Genetik) Risikofaktoren beglinstigt
werden. Bei den CVRF haben wir uns im Wesentlichen auf die Modifizierbaren
beschrankt. Die Identifikation der genannten Erkrankungen und ihrer Risikofaktoren
erfolgte durch Anamnese, korperlicher Untersuchung und Labordiagnostik. Der
Schweregrad von COVID-19 wurde anhand der WHO Clinical Progress Scale (WHO-
CPS) definiert. Die respiratorische Insuffizienz musste durch COVID-19 erklart
werden, andere Infektionen mikrobiellen Ursprungs galten als Ausschlusskriterium. Zu
zwei Zeitpunkten, d.h. zum Zeitpunkt der akuten Infektion und nach einer
Rekonvaleszenz von drei Monaten - alle 23 Patienten wurden erneut in unsere
Abteilung eingeladen - wurden die Patienten klinisch, apparativ (Echokardiographie
und Elektrokardiographie) und laborchemisch untersucht. Im Labor wurden neben
Routineparametern, die Expression monozytarer Oberflachenmarker und das
Chemokinprofil bestimmt. N-terminales natriuretisches Peptid Typ B (NT-pro-BNP,
>300 ng/L), hochsensitives Troponin | (hs Tnl, >37 ng/L), Interleukin 6 (IL-6 <15 ng/L)
und C-reaktives Protein (CRP, >0,5 mg/dL) wurden zur Beurteilung von Inflammation
und Myokardbeteiligung verwendet. 40 gesunde Personen, die nicht mit SARS-CoV-2
infiziert waren, wurden als Kontrollgruppe eingeschlossen. Die gesunde
Kontrollgruppe hatte ein Durchschnittsalter von 41 Jahren (IQR 28 - 53), wobei 41%
der Personen mannlichen Geschlechts waren. Ein Mindestalter von 18 Jahren und
eine negative PCR fur SARS-CoV-2 waren die Grundvoraussetzungen fur die
Aufnahme dieser 40 Personen in die Studie. Die gesunden Kontrollpersonen litten an
keiner chronischen Erkrankung, hatten keine CVRF und nahmen keine tagliche

Medikation ein. Von jedem Patienten wurde eine schriftliche Einverstandniserklarung
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eingeholt. Die Studie wurde von der Ethikkommission an der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat Tubingen und am Universitatsklinikum Tubingen
(Aktenzeichen: 240/2018B02) genehmigt und entspricht der Deklaration von Helsinki
und den Richtlinien der Guten Klinischen Praxis zur Angleichung der Rechts- und
Verwaltungsvorschriften der Mitgliedstaaten Uber die Anwendung der Guten
Klinischen Praxis bei der Durchfuhrung von Kklinischen Prifungen mit

Humanarzneimitteln.

122 Patienten mit akuter
SARS-CoV-2-Infektion und
CVD/CVRF

26 Patienten
| ausgeschlossen, da sie die

Teilnahme ablehnten

96 Patienten mit akuter
SARS-CoV-2-Infektion und
CVD/CVRF

73 Patienten
| ausgeschlossen, da keine

Follow-up-Daten

23 Patienten mit akuter
SARS-CoV-2-Infektion und
CVD/CVRF

Abbildung 1. Studienablauf und Teilnehmer. Urspriinglich wurden insgesamt 122 Patienten mit CVD
und/oder CVRF zur Teilnahme an dieser Studie rekrutiert. Davon lehnten 26 Patienten die Teilnahme
ab. Im weiteren Verlauf der Studie gingen weitere 73 Patienten im Rahmen des Follow-up-Protokolls
verloren. Die Studie wurde schlieBlich mit einer verbleibenden Kohorte von 23 Patienten fortgesetzt. Die
Daten wurden zu zwei Zeitpunkten erhoben, namlich wahrend der akuten Phase der Infektion und

erneut nach drei Monaten der Rekonvaleszenz.
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2.2 Klinische Nachbeobachtung

Der klinische Endpunkt (EP) war definiert als eine anhaltende Veranderung der

Immun- und Entzindungsreaktion, die sich sowohl klinisch als auch laborchemisch

und -diagnostisch nach einer dreimonatigen Erholungsphase manifestierte. Die

Patienten wurden nach Einschluss in die Studie drei Monate lang bis zum Erreichen

des primaren EP beobachtet.

2.3 Gerite und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1. Liste der Gerate und Verbrauchsmaterialien.

CPDA-Monovetten, Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

HEPES-Tyrode-Puffer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

96-Well-Platte, Falcon, Corning Inc., New York, USA

RBC-Lysepuffer, BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

PBS, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

EDTA, VWR International GmbH, Pennsylvania, USA

FCS, BD Biosciences, New Jersey, USA

Natriumazid, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Humanes IgG, 0,01 mg/ml; Sigma Aldrich Co. St. Luis, Missouri, USA

Fluorochrom-konjugierten Antikdrper CX3CR1 PE/Dazzle (Klon 2A9-1),
BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

Fluorochrom-konjugierten Antikdrper CCR2 BV605 (Klon KO36C2), BioLegend,
San Diego, Kalifornien, USA

Fluorochrom-konjugierten Antikérper CCR7 BV785 (Klon G043H7), BioLegend,
San Diego, Kalifornien, USA

HLA-DR PerCP-Vio77 (Klon REA805), Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

CD3 BV510 (Klon OKT3), BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA
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CD15 BV510 (Klon W603), BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

CD19 BV510 (Klon HLB19), BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

CD20 BV510 (Klon 2H7), BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

CD56 BV510 (Klon HCD56), BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

CD14 FITC (Klon M5EZ2), BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

CD16 BV711 (Klon 3G8), BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

CD62L PE-Cy7 (Klon DREG-56), BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

CD11b BV605 (Klon ICRF44), BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

CD11a BV650 (Klon HI1 11), BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

Fluorochrom-konjugierte Antikdrper CD41 PaBI (Klon HIP8), BioLegend, San
Diego, Kalifornien, USA

Fluorochrom-konjugierte Antikdrper CD42b PerCP-Cy5.5 (Klon HIP1), BioLegend,
San Diego, Kalifornien, USA

Fluorochrom-konjugierte Antikdrper CD62P PE-Cy7 (Klon AK4), BioLegend, San
Diego, Kalifornien, USA

Fluorochrom-konjugierte Antikorper CD61 FITC (Klon VI-PL2, BioLegend, San
Diego, Kalifornien, USA

Fluorochrom-konjugierte Antikbrper CD31 BV711 (Klon WM59), BioLegend, San
Diego, Kalifornien, USA

Zombie NIR, BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

FoxP3-Farbepufferset, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Perm-Puffer, eBioscience

Fluorochrom-konjugierten Antikdrper anti-CXCL12 PE (Klon 79019), R&D
Systems, McKinley Place, Minneapolis, USA

Fluorochrom-konjugierten Antikorper anti-CXCL14 AF647 (Klon MM0213-12B24)
R&D Systems, McKinley Place, Minneapolis, USA

Fluorochrom-konjugierten Antikorper anti-MIF AF594 (Klon 932606), R&D
Systems, McKinley Place, Minneapolis, USA
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LSR Fortessa, BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA

DIVA-Software, BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA

FlowJo-Software V.10.6.2, BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA

OMIQ, Omiq inc., Santa Clara, CA, USA

LEGENDPIex Inflammation Panel 1, BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

LEGENDPIex Proinflammatory Chemokine Panel, BioLegend, San Diego,
Kalifornien, USA

LEGENDPIex Datenanalyse-Software, BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

FACS Lyric, BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA

SPSS Statistics Software Version 26, IBM, SPSS, Inc.

GraphPad Prism Version 8.4.0, GraphPad Software

2.4 Dimensionsreduktion durch Uniform Manifold Approximation and
Projection (UMAP)

UMAP wurde als Alternative zu anderen Dimensionsreduktionsmethoden wie t-SNE (t-
distributed Stochastic Neighbor Embedding) und PCA (Principal Component Analysis)
entwickelt. Ziel dieser Methoden ist es, hochdimensionale, komplexe Daten auf eine
niedrigerdimensionale Darstellung zu reduzieren, wobei die zugrunde liegende
Struktur und die Beziehungen zwischen den Datenpunkten erhalten bleiben. Dadurch
soll ein besseres Verstandnis komplexer Daten durch deren Visualisierung ermdglicht
werden (Becht et al, 2018). Dabei werden die Daten als topologische
Mannigfaltigkeiten modelliert und es wird versucht, die lokalen und globalen Strukturen
zu erhalten. Eine Mannigfaltigkeit ist ein mathematisches Objekt, das auf lokaler
Ebene einem euklidischen Raum ahnelt, aber auf globaler Ebene eine komplexere
Struktur aufweisen kann. Mannigfaltigkeiten sind von grof3er Bedeutung, da mit ihrer
Hilfe komplexe geometrische Strukturen und deren Eigenschaften analysiert und
beschrieben werden konnen. Der UMAP-Algorithmus konstruiert zunachst einen
gewichteten k-Nachsten-Nachbarn-Graphen aus den Abstanden der Datenpunkte im

ursprunglichen hochdimensionalen Raum. Anschlie3end werden die

39



niedrigdimensionalen Einbettungen optimiert, um die Abweichung zwischen den
ursprunglichen Abstanden und den Abstanden im niedrigdimensionalen Raum unter

Beibehaltung der Datentopologie zu minimieren (Diaz-Papkovich et al., 2021).

2.4.1 UMAP-Analyse zur Deutung der Daten aus der Durchflusszytometrie

In der Durchflusszytometrie ermoglicht die Anwendung von UMAP eine effiziente
Analyse und Visualisierung der Diversitat von Monozytenpopulationen sowie der
Expression von Oberflachenrezeptoren. In einem ersten Schritt werden
durchflusszytometrische Daten fir Monozyten gesammelt und bereinigt, um sie
vergleichbar zu machen. Der nachste Schritt ist die Auswahl relevanter Merkmale, wie
z.B. Fluoreszenzkanale, die reprasentativ fur die Rezeptorexpression sind. Mit Hilfe
von UMAP findet eine Dimensionsreduktion der Daten statt, bei der die
hochdimensionale Information in eine niedrigdimensionale Darstellung Uberfihrt wird,
in der die Beziehungen zwischen den Zellen erhalten bleiben. Die UMAP-Einbettung
ermoglicht eine anschauliche Visualisierung der Daten. Unterschiedliche
Zellpopulationen erscheinen als separate Cluster oder Gruppen. Spezifische
Untergruppen von Monozyten mit ahnlichen Rezeptorprofilen kénnen mittels
Clusteranalyse identifiziert werden. In diesen Untergruppen wird die Expression der
Rezeptoren analysiert. Auf diese Weise kdnnen Unterschiede erkannt und interpretiert
werden. Die Ergebnisse der UMAP-Analyse und der Rezeptoranalyse sind wichtig fur
ein  besseres Verstandnis heterogener Monozytenpopulationen und ihrer
Rezeptorexpression und kdnnen wichtige Einblicke in ihre Funktionen und Aktivitaten
liefern. Das Verstandnis dieser heterogenen Monozytenpopulationen und ihrer
spezifischen Rezeptorexpression kann wichtige Einblicke in die Funktionsweise dieser
Zellen liefern. Dies kann helfen, bestimmte Zelltypen innerhalb der
Monozytenpopulation zu identifizieren, die eine besondere Rolle bei der Immunantwort
oder anderen biologischen Prozessen spielen. Dies wiederum kann zu einem
besseren Verstandnis von Immunreaktionen und Krankheitsmechanismen beitragen.
Die Ergebnisse der UMAP-Analyse und der Rezeptoranalyse in der
Durchflusszytometrie sind daher von grofer Bedeutung fir die Erforschung und das

Verstandnis der Biologie von Monozyten und ihrer Rolle im Immunsystem.
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2.5 Durchflusszytometrische Farbung und Bearbeitung der gewonnenen Daten

46 Blutproben von Patienten mit CVD und/oder CVRF und SARS-CoV-2-Infektion
sowie 40 Blutproben von gesunden Spendern wurden in CPDA-Monovetten zur
Phanotypisierung der Thrombozyten und Monozyten flr die durchflusszytometrische
Analyse gesammelt. Die Thrombozyten wurden zunachst in Vollblut, das im Verhaltnis
1:10 in HEPES-Tyrode-Puffer (pH 7,4) verdunnt war, in einer Mikrotiterplatte (Falcon)
analysiert. Fur die Monozytenfarbung wurde Vollblut in 10-fach verdinntem RBC-
Lysepuffer (BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA), der zuvor 1:10 in Millipore
Wasser verdunnt wurde, lysiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur (RT) im Dunkeln
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung
(PBS), die 1 % FCS, 2 mM EDTA und 1 % Natriumazid enthalt, wurde die Zellzahl auf
3 x 108 Zellen je Vertiefung (Well) eingestellt. Humanes IgG (0,01 mg/ml; Sigma Aldrich
Co. St. Luis, Missouri, USA) wurde verwendet, um unspezifische Bindungen zu
vermeiden, indem der Fc-Teil der Rezeptoren auf den Zellen wahrend der 20-
minutigen Inkubation bei 4 °C blockiert wurde. Die extrazellulare Farbung der
Monozyten erfolgte mit Fluorochrom-konjugierten Antikorpern CX3CR1 PE/Dazzle
(Klon 2A9-1), CCR2 BV605 (Klon K036C2) und CCR7 BV785 (Klon G043H7) von
BioLegend (San Diego, Kalifornien, USA) fur 1 h bei 37 °C, gefolgt von einer Farbung
mit HLA-DR PerCP-Vio77 (Klon REA805; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland), CD3 BV510 (Klon OKT3), CD15 BV510 (Klon W603), CD19 BV510
(Klon HLB19), CD20 BV510 (Klon 2H7), CD56 BV510 (Klon HCD56), CD14 FITC (Klon
M5E2), CD16 BV711 (Klon 3G8), CD62L PE-Cy7 (Klon DREG-56), CD11b BV605
(Klon ICRF44) und CD11a BV650 (Klon HI111) von BioLegend (San Diego,
Kalifornien, USA) fur 20 Minuten bei 4 °C. Auf die gleiche Weise wurden die
Thrombozyten mit den folgenden Fluorochrom-konjugierten Antikorpern gefarbt: CD41
PaBI (Klon HIP8), CD42b PerCP-Cy5.5 (Klon HIP1), CD62P PE-Cy7 (Klon AK4),
CD61 FITC (Klon VI-PL2) CD31 BV711 (Klon WM59) der Firma BioLegend (San
Diego, Kalifornien, USA). Zombie NIR (BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA)
wurde fur die Lebend-Tot-Differenzierung verwendet und zusammen mit der
extrazellularen Antikdrperfarbung durchgefihrt. Die Zellen wurden tGber Nacht mit dem
FoxP3-Farbepuffersatz (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
nach Herstellerangaben fixiert. Die Permeabilisierung der Monozyten und
Thrombozyten erfolgte mit 1 x Perm-Puffer (eBioscience) und anschlielender

intrazellularer Farbung fir 1 h bei RT mit folgenden Fluorochrom-konjugierten
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Antikérpern: anti-CXCL12 PE (Klon 79019), anti-CXCL14 AF647 (Klon MM0213-
12B24) und anti-MIF AF594 (Klon 932606) von R&D Systems (McKinley Place,
Minneapolis, USA). Nach jeder Farbung wurden die Zellen mit PBS gewaschen, die
1% FCS, 2 mM EDTA und 1% Natriumazid enthielt. Anti-CD3, -CD15, -CD19, -CD20
und CD56 wurden als Dump-Kanale verwendet, um T-Zellen, NK-Zellen, B-Zellen und
Granulozyten zu entfernen. Die Messungen wurden mit dem LSR Fortessa (BD
Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA) und der DIVA-Software (BD
Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA) durchgefuhrt, gefolgt von der
Datenanalyse mit der FlowJo-Software V.10.6.2 (BD Biosciences, Franklin Lakes, New
Jersey, USA). Die Monozyten wurden dem Gating wie folgt zugeflihrt: Zeit / Singlets /
Leukozyten / lebende Zellen / liniennegative Zellen /CD14CD16. Klassische
Monozyten wurden als CD14*CD16", intermediare als CD14*CD16" und nicht-
klassische als CD149MCD16* charakterisiert. Die Thrombozyten und PLA wurden nach
Grolle und Granularitat charakterisiert und wie folgt dem Gating zugefuhrt: Zeit /
Singlets / Thrombozyten / lebend/tot FSC-niedrig oder FSC-hoch. Insbesondere
wurden die Thrombozyten wie folgt gated: FSC-niedrig/CD41*CD42b*. Die PLA
wurden wie folgt gated: FSC-hoch/CD42b*CD61*. Die Expression von
Oberflachenmarkern auf lebenden Thrombozyten wurde anhand der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) und der Haufigkeit der Zellen, die die Marker tragen,
quantifiziert. Zur Bestatigung der markerpositiven Thrombozyten wurde die
Fluoreszenz-Minus-One-Kontrolle (FMO) verwendet. Die im Folgenden beschriebene
Datenanalyse wurde ohne vorgegebene Einschrankungen oder Kontrollen mit der
Datenanalysesoftware OMIQ (Omiq Inc., Santa Clara, CA, USA) durchgefihrt.
Zunachst wurden die Daten manuell gated, um Aggregate, tote Zellen und Trummer
zu entfernen, und dann wurden die Daten so unterteilt, dass sie 1,0x10°
CD14*/CD16*/CD14*CD16*-Zellen/Gruppe umfassten. Anschliefend wurde eine
FlowAl (Monaco et al., 2016) durchgefuhrt, um die Daten auf abweichende Regionen
zu Uberprufen. Die FlowAl-Einstellungen waren wie folgt: alle Daten, Methoden und
Standardeinstellungen  wurden  verwendet, alle Fluoreszenzkanale und
Zeiteinstellungen wurden ausgewahlt. Anschliel3end wurde eine
Dimensionsreduktionsanalyse mit Uniform Manifold Approximation and Projection
(UMAP) durchgefuhrt, um die verschiedenen Zellsubpopulationen sichtbar zu machen
(Becht et al., 2018). Die UMAP-Einstellungen fir Thrombozyten waren wie folgt: alle

Daten wurden verwendet, alle Fluoreszenzparameter wurden verwendet, aulder
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Lebend/Tot, Neighbours (Nachbarn) = 15, Minimum Distance (Mindestabstand) = 0,4,
Components (Komponenten) = 2, Metric (Metrik) = euklidisch, Learning Rate
(Lernrate) = 1, Epochs (Epochen) = 200, Random Seed (Zufallsauswahl) = 2588,
Embedding Initialization (Einbettungsinitialisierung) = spektral. Far
Thrombozyten/Leukozyten-Aggregate  wurden  folgende  UMAP-Einstellungen
verwendet: alle Daten und alle Fluoreszenzparameter wurden verwendet, aulder
Lebend/Tot, Neighbours = 45, Minimum Distance = 0,4, Components = 2, Metric =
euklidisch, Learning Rate = 1, Epochs = 200, Random Seed = 519, Embedding
Initialization = spektral. Fur Monozyten wurden die folgenden UMAP-Einstellungen
verwendet: alle Daten und alle Fluoreszenzparameter wurden verwendet, Neighbours
= 15, Minimum Distance = 0,4, Components = 2, Metric = euklidisch, Learning rate =
1, Epochs = 200, Random Seed = 8263, Embeddning Initialization = spektral. Nach
der UMAP-Analyse wurde PhenoGraph (Levine et al., 2015) ausgefuhrt, um die Daten
zu gruppieren. Die PhenoGraph-Einstellungen fir Thrombozyten und
Thrombozyten/Leukozyten-Aggregate waren wie folgt: alle Daten verwendet,
Clustering-Merkmale CXCL14, CD41, CD31, CD61, CXCL12, CD62P, MIF, CD42b,
umap_1, umap_2, Distance metric (Distanz-Metzrik) = euklidisch, Consensus
Metaclustering (Konsensus-Metaclustering) mit k-means-Algorithmus = 20, Louvain
Seed (Louvain-Anfangswert) = 2737. Die PhenoGraph-Einstellungen flir Monozyten
waren wie folgt: alle Dateien verwendet, Clustering-Merkmale CXCL14, CXCR?7,
CD11b, CXCR4, CD16, CCR7, CD14, CXCL12, CD62L, MIF, HLA-DR, (Monozyten
Panel 2: CD106, CD40, CCR2, CD11a, CD16, CD80, CD14, CD54, CD49a, CX3CR1,
HLA-DR,) umap_1, umap_2, Distance Metric = euklidisch, Consensus Metaclustering
mit k-means-Algorithmus = 20, Louvain-Seed = 9898. Eine Heatmap wurde erstellt,
um die Ahnlichkeiten zwischen den mit dem PhenoGraph-Algorithmus identifizierten
Populationen hierarchisch  darzustellen. Dabei wurden alle verfligbaren
Oberflachenmarker verwendet und die euklidische Distanzmetrik angewandt.
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2.6 Bestimmung der Plasmaspiegel von Zytokinen und Chemokinen
(LEGENDPIex)

Die Konzentrationen verschiedener Zytokine und Chemokine in 46 gefrorenen
Plasmaproben wurden mit dem LEGENDPIlex Inflammation Panel 1 und dem
LEGENDPIex Proinflammatory Chemokine Panel (BioLegend, San Diego, Kalifornien,
USA) bestimmt. Die Assays wurden nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Fur die
Messung wurde das FACS Lyric (BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA)
und fur die Datenanalyse die LEGENDPIex Data Analysis Software (BioLegend, San

Diego, Kalifornien, USA) verwendet.

2.7 Statistische Auswertung

Es wurde eine statistische Analyse der klinischen und laborchemischen
Ausgangsmerkmale der Teilnehmer in Bezug auf die gemessenen Monozyten-
/Thrombozyten-Phanotypen und die Markerexpression durchgefuhrt. Nicht-
normalverteilte kontinuierliche Daten wurden als Median mit Interquartilbereich (IQR)
und normalverteilte kontinuierliche Daten als Mittelwert mit Standardabweichung (SD)
dargestellt. Zwei-Gruppen-Vergleiche fur nicht-normalverteilte  kontinuierliche
Variablen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt, wahrend
normalverteilte kontinuierliche Variablen mit dem Student's T-Test verglichen wurden.
Gepaarte nicht-normalverteilte kontinuierliche Variablen wurden mit dem Wilcoxon-
Test verglichen. Drei-Gruppen-Vergleiche flr nicht-normalverteilte kontinuierliche
Variablen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test durchgefuhrt, wahrend normalverteilte
kontinuierliche Variablen mit der einfaktoriellen ANOVA verglichen wurden.
Kategoriale Variablen wurden als Gesamtzahl und Anteil der Teilnehmenden
dargestellt und mit dem Chi-Quadrat-Test verglichen. Die Vergleiche wurden als
statistisch signifikant angesehen, wenn der zweiseitige p-Wert < 0,05 war. Alle
statistischen Analysen wurden mit IBM SPSS Statistics Software Version 26 (SPSS,
Inc.) und GraphPad Prism Version 8.4.0 (GraphPad Software) durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Merkmale von Patienten mit schwerer SARS-Cov-2-Infektion

Die charakteristischen Ausgangs- und Verlaufsparameter sowie die demographischen

Daten der Studienpopulation sind in den Tabellen 2, 3 und 4 detailliert dargestellt.

Tabelle 2. Baseline-Charakteristika der Studienpopulation.

Parameter Alle Patienten (n) = 23
Allgemeine Merkmale
Alter 69 (55-79)
Mannlich 12 (52.2)
Frauen 11 (47,8)
BMI (kg/m?) 27 (25.7-31.5)
Mildes ARDS 15 (65.2)
Moderates ARDS 2 (8.7)
Schweres ARDS 4 (17.4)
Horovitz-Index > 300 mmHg 12 (52.2)
Horovitz-Index 201 - 300 mmHg 6 (26.1)
Horovitz-Index 101 - 200 mmHg 4 (17.4)
Horovitz-Index < 100 mmHg 1(4.3)
High-Flow-02-Therapie 4 (17.4)
Mechanische Beatmung 5(21.7)
Vasopressorenpflichtigkeit 4 (17.4)
Lymphozytenzahl am Tiefpunkt (1000/ul) 0.7 (0.6-1)
Bakterielle Co-Infektion 10 (43.5)
Dialysepflichtigkeit 1(4.3)
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Akute Leberschadigung 2(8.7)
CVRF
Arterielle Hypertonie 17 (73.9)
Dyslipidamie 11 (47.8)
Diabetes mellitus 7 (30.4)
Nikotinkonsum 4 (17.4)
Ubergewicht 9(39.1)
Herzrhythmus
VHF 3(13)
Sinusrhythmus 20 (87)
KHK
1-GefalR-KHK 1(4.3)
2-GefalR-KHK 2(8.7)
3-GefalR-KHK 3(13)
Andere relevante Komorbiditaten
Chronische Niereninsuffizienz 1(4.3)
Asthma 3 (13)
COPD 1(4.3)
Herzinsuffizienz 1(4.3)
Malignome 1(4.3)
Lebererkrankungen 1(4.3)
Vorangegangener ischamischer Schlaganfall 4 (17.4)

Herzmedikation bei Studienbeginn

Orale Antikoagulation

4 (17.4)

ACE-Hemmer oder ARB

9 (39.1)
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MRA 4 (17.4)

Diuretika 4 (17.4)
Kalziumkanalblocker 4 (17.4)
Betablocker 13 (56.5)
Statine 10 (43.5)
ASS 8 (34.8)
P2Y12-Inhibitoren 2(8.7)

Herzmedikation bei Entlassung aus dem Krankenhaus

Orale Antikoagulation 1(4.3)
ACE-Hemmer oder ARB 12 (52.2)
MRA 2(8.7)
Diuretika 4 (17.4)
Kalziumkanalblocker 3 (13)
Betablocker 10 (43.5)
Statine 11 (47.8)
ASS 9(39.1)
P2Y12-Inhibitoren 1(4.3)

Die Werte sind n (%) oder werden als Median und Interquartilsbereich (IQR) angegeben. ACE -
Angiotensin Converting Enzyme. VHF - Vorhofflimmern. ARB - Angiotensin-lI-Rezeptorblocker. ARDS
- Akutes Respiratorisches Distress-Syndrom. ASS - Acetylsalicylsdure. BMI - Body-Mass-Index. KHK -
Koronare Herzkrankheit. MRA - Mineralokortikoidrezeptor-Antagonisten. COPD - Chronisch obstruktive

Lungenerkrankung.
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Tabelle 3. Unerwiinschte Ereignisse wahrend des FU

Parameter Alle Patienten, N=23
Unerwiinschte Ereignisse

Tod 0(0)

Myokardinfarkt 1(4.3)
ECLS/ECMO 0(0)

Schlaganfall 0 (0)

Thrombosen / Thrombembolie 0 (0)

Blutung 0 (0)
Re-Hospitalisation 1(4,3)

Die Werte sind n (%) oder werden als Median und Interquartilsbereich (IQR) angegeben. ECLS/ECMO

- Extrakorporaler Life-Support/ Extrakorporale Membranoxygenierung.

Tabelle 4. Langsschnittdaten der Studienpopulation.

Parameter Akute Post- p-Wert

Infektion, Infektion,

N=23 N=23

Symptome bei der stationaren Aufnahme
Husten 12 (52.2) 1(4.3) <0.001
Atemnot 12 (52.2) 10 (43.5) 0.555
Fieber 14 (60.9) 0(0) <0.001
Echokardiographisch Parameter

Linksventrikulare Hypertrophie 11 (47.8) 11 (47.8) 0.763
Linksventrikulare Ejektionsfraktion (%) 60 (55-65) 60 (55-65) 0,989
Mitralklappeninsuffizienz 16 (69.6) 18 (78.3) 0.164
Trikuspidalklappeninsuffizienz 11 (47.8) 15 (65.2) 0.132
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Eingeschrankte rechtsventrikulare 1(4.3) 0(0) 0.334
Funktion
Rechtsventrikulare Dilatation 2 (8.7) 1(4.3) 0.626
Perikarderguss 11 (47.8) 3(13) 0.010
Pleuraerguss 7 (30.4) 2 (8.7) 0.046
PAPSys (mmHg) 25 (20-29.5) | 20 (20- 0.696
30.75)
Radiologische Parameter
Bilaterale knotige Verschattungen 13 (56.5) 0(0) 0.001
Milchglastribung 4 (17.4) 1(4.3) 0.155
Peribronchiale Verdickung 1(4.3) 1(4.3) 1
Fokale Konsolidierungen 4 (17.4) 1(4.3) 0.155
Pulmonal-vendse Stauung 2 (8.7) 0(0) 0.148
Atelektasen 0 (0) 1(4.3) 0.312
Elektrokardiographische Parameter
Herzfrequenz (bpm) 74 (68-86) 71 (63-79.5) | 0.306
Systolischer Blutdruck (mmHg) 140 (120- 140 (130- 0.631
150) 150)
QRS (ms) 87.5 (80- 89 (81.5- 0.900
100) 93.5)
Rechtsschenkelblockmorphologie 2 (8.7) 2 (8.7) 0.924
QTc (ms) 4 (17.4) 1(4.3) 0.144
T-Negativierung 3(12) 1(4.3) 0.340
ST-Streckensenkung 2 (8.7) 0 (0) 0.167
Sinusrhythmus 21 (91.3) 20 (86.9)
Vorhofflimmern 0 (0) 1(4.3) 0.401
Schrittmacherrhythmus 1(4.3) 0(0)
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Supraventrikulare Tachykardie

1(4.3)

0 (0)

Laborwerte und Biomarker

Leukozyten (1000/uL) 6550 (4090- | 7240 (6020- | 0.227
8860) 9110)

Lymphozyten (1000/uL) 660 (530- 1540 (1280- | <0.001
1150) 2090)

Thrombozyten (1000/uL) 167 (143- 233 (191- 0.024
228) 297)

Hb (g/dL) 13.2 (11.7- 13 (12.5- 0.435
14.3) 14.9)

INR (%) 1.1 (1-1.1) 1(1-1.1 0.273

PTT (s) 24 (22-28) 23 (22-2) 0.991

D-Dimere (pg/dL) 0.9 (0.6-1.9) | - -

Kreatinin (mg/dL) 0.8 (0.7-1.2) | 0.9 (0.6-1.2) | 0.900

GFR-MDRD (ml/m2) 82.3 (53.5- | 84.1(59.5- | 0.820
105.4) 99.1)

Natrium (mmol/L) 136 (134- 141 (139- <0.001
139) 142)

CRP (mg/dL) 25(1.3- 0.1 (0.0-1.1) | <0.001
12.5)

PCT (ng/mL) 0.1(0.1-0.2) | - -

IL-6 (ng/L) 27.3 (9.5- 2.7 (2.7-4.2) | <0.001
37.4)

hsTnl (ng/dL) 8.5(3-18.5) | 4 (3-8) 0.092

NT-pro-BNP (ng/L) 323 (132.5- | 161 (44.5- 0.048
825.5) 326)

CK (U/L) 167.5 (71.5- | 85 (62.5- 0.045
260.8) 123.5)

AST (U/L) 38 (20-46.5) | 14 (12.8-21) | <0.001
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ALT (UIL) 36 (19-44) | 18 (12.8-26) | 0.006

LDH (U/L) 263.5 (225- | 191.5 <0.001
339.5) (166.8-207)
HbA1c (%) 6.3(6-6.5) |5.8(5.4-6.3) | 0.014

Die Werte sind n (%) oder werden als Median und Interquartilsbereich (IQR) angegeben. ALT - Alanin-
Amino-Tranferase. AST - Aspartat-Aminotransferase. CK - Kreatinin-Kinase. CRP - C-reaktives Protein.
GFR - MDRD-glomeruléare Filtrationsrate. Hb - Hamoglobin. hs Tnl - hochsensitives Troponin I. INR -
international normalized ratio. LDH - Laktatdehydrogenase. NT-pro-BNP - N-Terminal pro- brain
natriuretic peptide. Pap Sys - Pulmonal-arterieller systolischer Druck. PCT - Procalcitonin. PTT -
Partielle Thromboplastinzeit. HbA1c (%) - Glykiertes Hamoglobolin.

3.2 Darstellung der Veranderung der Leukozytenzahl nach SARS-CoV-2

Klrzlich wurde gezeigt, dass bei einer akuten Infektion mit SARS-CoV-2 eine
reduzierte Anzahl von nicht-klassischen Monozyten (CD149™CD16*) mit einer raschen
Progression der respiratorischen Insuffizienz assoziiert ist (Mueller et al., 2021). Dies
wurde auf eine Akkumulation dieser Monozytenlinie im entziindeten Lungengewebe
zuruckgefuhrt. Im Rahmen dieser Studie wurden die verschiedenen Subtypen der
zirkulierenden Monozyten unserer Studienpopulation mit der gesunden Kontrollgruppe
verglichen. Dieser Vergleich wurde wie oben beschrieben, durch eine detaillierte
Immunphanotypisierung mittels Multicolor-Durchflusszytometrie sowohl in der akuten
Phase der Hyperinflammation als auch nach einer dreimonatigen Erholungsphase
durchgefuihrt. Schlussfolgernd zeigte sich, dass die Leukozytenzahl bei den COVID-
19-Patienten in der akuten Phase der Hyperinflammation im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe und nach drei Monaten Rekonvaleszenz leicht abnahm. Diese

Veranderung war jedoch statistisch nicht signifikant (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2. Leukozytenzahl/ml mit IQR wahrend der akuten Infektion, wahrend der
Rekonvaleszenz und in der gesunden Kontrollgruppe. Statistik: Kruskal-Wallis-Test. Fir diese
Analyse wurde ein p-Wert < 0,050 als signifikant angesehen, angezeigt durch *, p-Wert < 0,010
angezeigt durch **, p-Wert < 0,001 angezeigt durch ***, p-Wert < 0,0001 gekennzeichnet durch **** und

nicht signifikante Werte gekennzeichnet durch ns.

3.3 Veranderungen der Thrombozytenzahl nach Infektion mit SARS-CoV-2

In der akuten Phase der Infektion und nach einer Rekonvaleszenzzeit von drei
Monaten wurde eine leichte Abnahme der Thrombozytenzahl im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe beobachtet. Die statistische Auswertung der Ergebnisse
zeigt, dass die beobachteten Schwankungen der Thrombozytenzahl im
Zusammenhang mit einer SARS-CoV-2-Infektion wahrscheinlich eher auf zufallige
Schwankungen zuriickzufihren sind, da keine signifikanten Korrelationen oder
Unterschiede zwischen den Gruppen gefunden wurden. Vor diesem Hintergrund kann
die Thrombozytenzahl nicht als zuverldssiger Indikator flr die Infektion oder den

Genesungsverlauf angesehen werden (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3. Thrombozytenzahl/ml mit IQR bei akuter Infektion, dreimonatiger Rekonvaleszenz
und gesunder Kontrollgruppe. Statistik: Kruskal-Wallis-Test. Fur diese Analyse wurde ein p-Wert <
0,050 als signifikant angesehen, angezeigt durch *, p-Wert < 0,010 angezeigt durch **, p-Wert < 0,001
angezeigt durch ***, p-Wert < 0,0001 gekennzeichnet durch **** und nicht signifikante Werte

gekennzeichnet durch ns.

3.3 Veranderungen der Thrombozyten/Leukozyten-Aggregate nach Infektion mit
SARS-CoV-2

In dieser Analyse wurde die Anzahl der Thrombozyten/Leukozyten-Aggregate (PLA)
bei Patienten in der Akutphase im Vergleich zur Rekonvaleszenzphase und zur
gesunden Kontrollgruppe untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass es keine statistisch
signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Thrombozyten/Leukozyten-Aggregate
zwischen den Gruppen gibt, wobei die Werte in der akuten Phase und in der
Rekonvaleszenzphase tendenziell ahnlich sind wie in der gesunden Kontrollgruppe.
(siehe Abbildung 4).
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verglichen mit einer gesunden Kontrollgruppe. Statistik: Kruskal-Wallis-Test. Fiir diese Analyse
wurde ein p-Wert < 0,050 als signifikant angesehen, angezeigt durch *, p-Wert < 0,010 angezeigt durch
** p-Wert < 0,001 angezeigt durch ***, p-Wert < 0,0001 gekennzeichnet durch **** und nicht signifikante

Werte gekennzeichnet durch ns.

3.4 Charakterisierung von Veranderungen des Immunphanotyps zirkulierender

peripherer Monozyten nach SARS-CoV-2-Infektion mittels Durchflusszytometrie

In Ubereinstimmung mit friiheren Ergebnissen (Mueller et al., 2021) zeigte sich, dass
die Anzahl der nicht-klassischen Monozyten (CD149mCD16* ) wahrend der akuten
Infektionsphase signifikant reduziert war, aber nach drei Monaten Rekonvaleszenz
nahezu normale Werte erreichte. Dies wurde durch die Analyse mittels Median und
IQR veranschaulicht. Konkret zeigte die Anzahl der nicht-klassischen Monozyten in
der akuten Phase, Werte von 1640 (IQR 500 - 6100), die nach drei Monaten Genesung
auf 12190 (IQR 2400 - 30000) anstiegen, verglichen mit 21905 (IQR 13900 - 36400)
in der gesunden Kontrollgruppe. Die statistische Auswertung der Ergebnisse zeigte
signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Phasen. Wahrend der akuten
Infektionsphase war die Anzahl der nicht-klassischen Monozyten im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe signifikant niedriger (p<0,001). Nach drei Monaten
Rekonvaleszenz stieg die Anzahl dieser Monozyten signifikant an (p=0,001), erreichte
aber noch nicht das Niveau der gesunden Kontroligruppe (p=0,07). Ahnlich verhielt es
sich mit den klassischen Monozyten (CD14*CD167), deren Anzahl wahrend der akuten

Infektionsphase leicht reduziert war und nach drei Monaten Rekonvaleszenz wieder
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normale Werte erreichte. Die Werte der klassischen Monozyten lagen in der akuten
Phase bei 193070 (IQR 122800 - 321200) und stiegen nach drei Monaten
Rekonvaleszenz auf 340280 (IQR 285100 - 491200) im Vergleich zu 292455 (IQR
240400 - 393900) in der gesunden Kontrollgruppe. Statistisch signifikante
Unterschiede wurden zwischen der akuten Phase und der Rekonvaleszenzphase
(p=0,01) sowie zwischen der akuten Phase und der gesunden Kontrollgruppe (p=0,08)
beobachtet. Es wurde jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen der
Rekonvaleszenzphase und der gesunden Kontrollgruppe festgestellt (p=0,75).
Bemerkenswert ist, dass die Anzahl der intermediaren Monozyten (CD14*CD16")
wahrend der Infektion unverandert blieb. Diese Ergebnisse verdeutlichen die
unterschiedliche Reaktion verschiedener Monozyten-Subtypen auf die akute Infektion
und den anschlielenden Genesungsprozess im Zusammenhang mit SARS-CoV-2
(siehe Abbildung 5 A, 5B, 5C).
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3.5 Untersuchung der Expression von Markern fir Adhasion, Migration und T-

Zell-Aktivierung auf Monozyten-Subtypen

Frihere Studien haben gezeigt, dass bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK)
und akuter SARS-CoV-2-Infektion die Funktion zirkulierender Monozyten
beeintrachtigt ist, was sich in einer verminderten Expression etablierter Adhasions-,
Migrations- und T-Zell-Aktivierungsmarker wie CD62L, CX3CR1 und HLA-DR &ulert
(Mueller et al., 2021). In dieser Studie wurde auch die Expression von Markern auf
Monozyten-Subtypen untersucht, die bei den genannten Prozessen eine
entscheidende Rolle spielen, wie CD11a, CD11b, CCR2 und ACKR3.

3.5.1 Veranderung der CD11b-Expression wahrend der akuten SARS-CoV-2-
Infektion auf Monozyten-Subtypen

Von besonderem Interesse war die Beobachtung, dass die Expression des
Aktivierungsmarkers CD11b (MAC-1) wahrend der akuten Infektionsphase auf allen
Monozyten-Subtypen signifikant erhdht war und sich nach drei Monaten
Rekonvaleszenz wieder auf Normalwerte erholt hatte. Die statistische Analyse erfolgte
durch Berechnung von Median und IQR. Bei den klassischen Monozyten lag die
CD11b-Expression in der akuten Phase bei 42753 (IQR 38600 - 48400), nach drei
Monaten Genesung sank sie auf 26892 (IQR 22000 - 36000), wahrend die gesunde
Kontrollgruppe einen Wert von 28654 (IQR 24000 - 34100) aufwies. Die statistische
Auswertung dieser Ergebnisse ergab erhebliche Unterschiede zwischen den
Vergleichsgruppen: Wahrend der akuten Phase der SARS-CoV-2-Infektion ergaben
sich statistisch signifikante Unterschiede zur Rekonvaleszenzphase (p < 0,001) und
zur Gruppe der gesunden Probanden (p < 0,001). Der Vergleich zwischen der
Rekonvaleszenzphase und der gesunden Gruppe ergab hingegen keinen statistisch
signifikanten Unterschied (p > 0,99). Diese Ergebnisse belegen, dass wahrend der
akuten Infektionsphase signifikante Veranderungen der untersuchten Parameter
auftreten, die sich deutlich von der Rekonvaleszenzphase und den gesunden
Kontrollen unterscheiden. Ahnliche Muster wurden bei intermedidren und nicht-
klassischen Monozyten beobachtet. Diese Ergebnisse unterstreichen die komplexe
Dynamik zwischen verschiedenen Monozyten-Subtypen, Markern fur Adhasion,
Migration und T-Zell-Aktivierung und der akuten SARS-CoV-2-Infektion im Kontext
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kardiovaskularer Erkrankungen (CVD) und kardiovaskularer Risikofaktoren (CVRF).
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3.5.2 Veranderung der CD11a-Expression wahrend der akuten SARS-CoV-2-

Infektion auf Monozyten-Subtypen

Die Ergebnisse zeigten unter anderem, dass wahrend der akuten Phase der SARS-
CoV-2-Infektion die Expression des Aktivierungsmarkers CD11a auf allen
untersuchten Monozyten-Subtypen im Vergleich zur Rekonvaleszenzphase signifikant
erhdht war. Die statistische Auswertung erfolgte wiederum mittels Median und 1QR.
Bei den klassischen Monozyten lag die CD11a-Expression in der akuten Phase bei
17045 (IQR 15200 - 20300), wahrend sie sich in der Rekonvaleszenzphase auf 11045
(IQR 7200 - 14300) normalisierte. Im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe mit einer
CD11a-Expression von 15437 (IQR 14000 - 16300) ergaben sich signifikante
Unterschiede zwischen akuter Phase und Rekonvaleszenz (p < 0,001), zwischen
akuter Phase und gesunder Kontroligruppe (p = 0,05) sowie zwischen
Rekonvaleszenz und gesunder Kontrollgruppe (p = 0,02). Intermediare Monozyten
zeigten ein ahnliches Muster mit einer CD11a-Expression von 20715 (IQR 18700 -
25600) wahrend der akuten Phase und einer Normalisierung auf 15366 (IQR 11600 -
22700) wahrend der Rekonvaleszenz. Im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe mit
einer CD11a-Expression von 18787 (IQR 15700 - 20900) zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen der akuten Phase und der Rekonvaleszenz (p = 0,001) sowie
zwischen der akuten Phase und der gesunden Kontroligruppe (p = 0,04). Der
Unterschied zwischen Rekonvaleszenz und gesunder Kontrollgruppe war nicht
signifikant (p = 0,25). Bei den nicht-klassischen Monozyten lag die CD11a-Expression
in der akuten Phase im Median bei 14857 (IQR 12600 - 17400) und in der
Rekonvaleszenz bei 11869 (IQR 8800 - 16400). Im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe mit einer CD11a-Expression von 15582 (IQR 13200 - 18500) zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen akuter Phase und Rekonvaleszenz (p =
0,29), jedoch zwischen akuter Phase und gesunder Kontrollgruppe (p > 0,99) sowie
zwischen Rekonvaleszenz und gesunder Kontrollgruppe (p = 0,03). Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Expression von CD11a auf Monozyten-Subtypen wahrend der akuten
Phase einer SARS-CoV-2-Infektion bei Patienten mit CVD und/oder CVRF signifikant
erhoht ist und sich wahrend der Rekonvaleszenz normalisiert, wobei die Expression je
nach Monozyten-Subtyp variieren kann. Dies wiederum deutet darauf hin, dass die
Adhasionsfahigkeit der Monozyten wahrend einer akuten SARS-CoV-2-Infektion

beeintrachtigt ist. Diese Veranderungen konnten auf mogliche Veranderungen der
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Zell-Zell-Interaktionen und der Entzindungsreaktion hinweisen. Die dynamische

Modulation der CD11a-Expression wahrend der verschiedenen Phasen der Infektion

und Genesung kdnnte eine wichtige Rolle bei der Immunantwort und dem Verlauf der

Virusinfektion spielen. Dies unterstreicht erneut die komplexe Rolle der Monozyten im

Kontext der immunologischen Prozesse wahrend einer SARS-CoV-2 Infektion.
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3.5.3 Die CCR2-Expression wahrend der akuten Phase der SARS-CoV-2-Infektion

und in der Rekonvaleszenzphase

Im Fokus standen unter anderem die Konzentrationen von Chemokinrezeptoren, die
mafgeblich an der Zellmigration (CCR2/CCL2 = MCP-2) sowie an der Regulation des
Chemokin-induzierten Uberlebens (ACKR3/CXCL12) beteiligt sind. Die Daten zeigten
signifikante Veranderungen der CCR2-Expression auf verschiedenen Monozyten-
Subtypen wahrend verschiedener Phasen der SARS-CoV-2-Infektion bei Patienten mit
CVD und/oder CVRF. Wahrend der akuten Infektionsphase wurde ein signifikanter
Anstieg der CCR2-Expression auf klassischen Monozyten mit einem Median von
50531 (IQR 39800 - 54100) im Vergleich zur Rekonvaleszenzphase mit 35507 (IQR
23300 - 42200) und zur gesunden Kontrollgruppe mit 46367 (IQR 44500 - 51500)
beobachtet. Die festgestellten Unterschiede erwiesen sich als statistisch signifikant (p
< 0,001) zwischen der akuten Infektionsphase und der Rekonvaleszenzphase sowie
zwischen der Rekonvaleszenzphase und der gesunden Kontrollgruppe, was auf
tatsachliche Unterschiede in den betrachteten Merkmalen hinweist. Es wurde jedoch
kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der akuten Infektionsphase und der

gesunden Kontrollgruppe festgestellt (p > 0,99).

Die intermediaren Monozyten zeigten ebenfalls eine erhdhte CCR2-Expression
wahrend der akuten Phase, jedoch ohne signifikanten Unterschied zur
Rekonvaleszenzphase (p = 0,05) und ohne signifikanten Unterschied zur gesunden
Kontrollgruppe (p = 0,17). Die Veranderung zwischen der Rekonvaleszenzphase und
der gesunden Kontrollgruppe war ebenfalls nicht signifikant (p > 0,99). Die nicht-
klassischen Monozyten zeigten einen signifikanten Anstieg der CCR2-Expression
wahrend der akuten Phase im Vergleich zur Rekonvaleszenzphase mit einem Median
von 862 (IQR 600 - 1100) gegeniber 1685 (IQR 100 - 500) in der
Rekonvaleszenzphase und 690 (IQR 600 - 700) in der gesunden Kontrollgruppe. Die
beobachteten Veranderungen waren sowohl zwischen der akuten Phase und der
Rekonvaleszenzphase (p < 0,001) als auch zwischen der Rekonvaleszenzphase und
der gesunden Kontrolligruppe (p < 0,001) signifikant. Lediglich die Veranderung
zwischen akuter Phase und gesunder Kontrollgruppe war nicht signifikant (p = 0,71).
Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Patienten mit CVD
und/oder CVRF und SARS-CoV-2-Infektion im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe

eine erhohte CCR2-Expression auf allen Monozyten-Subtypen aufweisen. Dies konnte
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auf eine verstarkte Immunantwort wahrend der akuten Infektionsphase hinweisen.
Interessanterweise normalisierte sich die CCR2-Expression auf den Monozyten-
Subtypen nach einer Erholungszeit von drei Monaten und lag sogar unter den Werten
der gesunden Kontrollgruppe. Diese Beobachtung spricht dafur, dass die
Migrationseigenschaften der Monozyten wahrend der Erholungsphase beeintrachtigt
sein koénnten, da eine verminderte CCR2-Expression die gerichtete Wanderung dieser
Zellen in entzindetes Gewebe beeinflussen kdnnte. Die detaillierte Analyse der
Chemokinrezeptor-Expression auf verschiedenen Monozyten-Subtypen zeigt eine
dynamische Veranderung im Verlauf der SARS-CoV-2-Infektion und der

anschlielRenden Genesung.
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3.5.4 Die ACKR3-Expression wahrend der akuten Phase der SARS-CoV-2-

Infektion und in der Rekonvaleszenzphase

Darlber hinaus zeigen die Ergebnisse, dass ACKR3, ein Chemokin-Rezeptor, der fur
die Regulation der Zellmigration und des Uberlebensrelevanten Chemokin-Signals
verantwortlich ist, wahrend einer akuten SARS-CoV-2-Infektion auf Monozyten
verstarkt exprimiert wird. Die statistische Analyse ergab, dass wahrend der akuten
Phase der SARS-CoV-2-Infektion die ACKR3-Expression in klassischen Monozyten
einen Median von 2804 (IQR 2000 - 5400) aufwies. Im Vergleich dazu hatte die
gesunde Kontrollgruppe einen Median von 1535 (IQR 1200 - 2200). Die statistische
Analyse ergab signifikante Unterschiede zwischen der akuten Phase und der
gesunden Kontrollgruppe (p=0,001). In der Rekonvaleszenzphase wurde ein Median
von 3095 (IQR 1600 - 4000) ermittelt, der sich ebenfalls signifikant von der gesunden
Kontrollgruppe unterschied (p=0,02).

Der Unterschied zwischen der akuten Infektionsphase und der Rekonvaleszenzphase
war hingegen nicht signifikant (p>0,99). Fur die nicht-klassischen Monozyten wurde in
der akuten Phase ein Median von 2452 (IQR 1600 - 5400) ermittelt, wahrend die
gesunde Kontrollgruppe einen Median von 1204 (IQR 1000 - 2000) aufwies. Die
Unterschiede zwischen der akuten Phase und der gesunden Kontrollgruppe waren
signifikant (p=0,001). In der Rekonvaleszenzphase lag der Median bei 3951 (IQR 2000
- 5100), auch hier war der Unterschied zur gesunden Kontrollgruppe signifikant
(p=0,0002). Der Unterschied zwischen akuter Phase und Rekonvaleszenzphase war
nicht signifikant (p > 0,99). Bei den intermediaren Monozyten lag der Median der
ACKR3-Expression wahrend der akuten Phase bei 3034 (IQR 1800 - 5600), wahrend
die gesunde Kontrollgruppe einen Median von 1340 (IQR 1100 - 2200) aufwies. Der
Unterschied zwischen der akuten Phase und der gesunden Kontrollgruppe war
signifikant (p=0,001). In der Rekonvaleszenzphase wurde ein Median von 4556 (IQR
2100 - 5300) gemessen, der sich ebenfalls signifikant von der gesunden
Kontrollgruppe unterschied (p=0,0004). Der Unterschied zwischen Akut- und
Rekonvaleszenzphase war nicht signifikant (p>0,99). Bemerkenswert ist, dass die
erhohte ACKRS3-Expression auch nach drei Monaten Rekonvaleszenz bei den

Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe erhoht blieb.

Klassische, intermediare und nicht-klassische Monozyten zeigen eine ahnliche

Dynamik der ACKR3-Expression. Diese Beobachtung deutet auf eine Veranderung
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des Immunsystems im Sinne einer anhaltenden Immunantwort hin, die moglicherweise

Uber die akute Phase der Infektion hinausgeht, insbesondere im Zusammenhang mit

der Migration und dem Uberleben von Monozyten wahrend der Erholungsphase nach

einer SARS-CoV-2-Infektion.
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3.6 Untersuchung der intrazellularen Expression von CXCL 12 und MIF

Zur umfassenden Charakterisierung der Immunphanotypen wurde zusatzlich die
intrazellulare Expression der Chemokine CXCL12 und MIF in den drei Subtypen
zirkulierender Monozyten analysiert. Die Chemokine CXCL12 und MIF spielen eine
wichtige Rolle bei der chemotaktischen Regulation von Lymphozyten und Monozyten,
die wiederum eine wichtige Rolle bei entzindlichen und atherosklerotischen

Prozessen spielt (Calandra et al., 1998, Gao et al., 2019, van der Vorst et al., 2015).

3.6.1 Die Expression von CXCL12 wahrend der akuten SARS-CoV-2-Infektion

und in der Rekonvaleszenzphase

Die Analyse der CXCL12-Expression zeigte einen signifikanten Anstieg in allen
Monozyten-Subtypen wahrend der akuten Infektionsphase. Nach drei Monaten war die
CXCL12-Expression vergleichbar mit der gesunden Kontrollgruppe. Fur die
klassischen Monozyten ergab sich fur die akute Phase der SARS-CoV-2-Infektion ein
Median der CXCL12-Expression von 1849 (IQR 1300 - 3000), fur die
Rekonvaleszenzphase von 1038 (IQR 600 - 1600) und fur die gesunde Kontrollgruppe
von 1118 (IQR 915,3 - 1534). Bei den intermediaren Monozyten betrug der Median der
CXCL12-Expression wahrend der akuten Infektion 2185 (IQR 1400 - 3300), in der
Rekonvaleszenzphase 1190 (IQR 600 - 1600) und in der gesunden Kontrollgruppe
1142 (IQR 900 - 1500). Die nicht-klassischen Monozyten zeigten eine mediane
CXCL12-Expression von 1573 (IQR 1000 - 2300) wahrend der akuten Infektion, von
947 (IQR 600 - 1300) wahrend der Rekonvaleszenz und von 928 (IQR 700 - 1200) in
der gesunden Kontroligruppe. Die statistische Analyse ergab fur alle Subtypen
signifikante Unterschiede zwischen der akuten Phase und Rekonvaleszenzphase
sowie zwischen der akuten Phase und der gesunden Kontrollgruppe (p-Werte < 0,05).
Diese Ergebnisse zeigen, dass CXCL12 wahrend der akuten Infektion verstarkt
exprimiert wird und sich nach der Genesung auf ahnliche Werte wie in der gesunden
Kontrollgruppe normalisiert. Dies spricht fir eine mdgliche Rolle von CXCL12 in der
akuten Entzundungsreaktion, die wahrend der Erholungsphase abklingt.
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Abbildung 10A, 10B und 10C. CXCL12-
Expression in Monozyten-Subtypen. Die
Grafiken zeigen die CXCL12-Expression
(Median) mit IQR in verschiedenen Monozyten-
Subtypen wahrend der akuten Infektion, nach
dreimonatiger = Rekonvaleszenz und  bei
gesunden Kontrollpersonen. Statistik: Kruskal-
Wallis-Test. Flr diese Analyse wurde ein p-Wert
< 0,050 als signifikant angesehen, angezeigt
durch *, p-Wert < 0,010 angezeigt durch **, p-
Wert < 0,001 angezeigt durch ***, p-Wert <
0,0001 gekennzeichnet durch **** und nicht

signifikante Werte gekennzeichnet durch ns.

3.6.2 MIF-Expression in der Rekonvaleszenzphase

Im Gegensatz dazu war die Expression von MIF auch nach drei Monaten noch
signifikant erhéht. Fir klassische Monozyten in den Gruppen der akuten Phase, der
Rekonvaleszenzphase und der gesunden Kontrolle ergaben sich Medianwerte der
MIF-Expression von 10945 (IQR 9700 - 15100), 16154 (IQR 13300 - 18500) und 11274
(IQR 9500 - 12300). Fur intermediare Monozyten betrugen die Mediane 11507 (IQR
9500 - 14300), 16535 (IQR 12600 - 200000) und 10958 (IQR 9100 - 12000) in den
Gruppen der akuten Phase, der Rekonvaleszenzphase und der gesunden Kontrollen.
Nicht-klassische Monozyten zeigten Mediane von 9974 (IQR 8300 - 11900), 11159
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(IQR 8500 - 13200) und 7655 (IQR 6500 - 8800) in den gleichen Gruppen. Die

statistische Analyse zeigte fur alle Subtypen signifikante Unterschiede zwischen der

akuten und der Rekonvaleszenzphase sowie zwischen der akuten Phase und der
gesunden Kontrollgruppe (p-Werte < 0,05). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die

erhohte Expression von MIF, im Gegensatz zur normalisierten Expression von

CXCL12, auch nach drei Monaten Genesung bestehen bleibt. Dies kdnnte auf eine

anhaltende Beteiligung von MIF an Entzindungsprozessen uber die Erholungsphase

hinaus schlief3en lassen.

MIF (median)

3x104-
S : ns *k !
s I 1T 1
N
o
c - *
E° 2x104- * K
ItD .:. Sam
-« o0
8 1x10+] iR T
_'_ﬂ' 1)(10 N ..E:'. =Il
[a]
(&)
0
Gesund Akute Nach
Infektion Infektion
*k%k*%
c 3)(104- [ 1
o ns *%
b [ 11 1
c C []
§ S 2x104 -
g 1 o u : *x *
E 4 * [
w5 e T
E 9 1X104- :f:g; I:;I
) 3% o
o
(8]
0
Gesund Akute Nach

Infektion Infektion

c

*q;,' 2x104- : %%k ns !

N I Wl 1

o
— C
c O
S = .
T
£ %o .
) 1x1044 ,. & '_jE_:
=0 ~§= H |
=€ 13 A T

° oS¢

s

o

(&)

0
Gesund Akute Nach
Infektion Infektion

Abbildung 11A, 11B und 11C. MIF-
Expression in Monozyten-Subtypen. Die

Grafiken zeigen die MIF-Expression (Median)
mit IQR in verschiedenen Monozyten-Subtypen
nach

bei

wahrend der akuten Infektion,

dreimonatiger = Rekonvaleszenz  und
gesunden Kontrollpersonen. Statistik: Kruskal-
Wallis-Test. Fiur diese Analyse wurde ein p-Wert
< 0,050 als signifikant angesehen, angezeigt
durch *, p-Wert < 0,010 angezeigt durch **, p-
Wert < 0,001 angezeigt durch ***, p-Wert <
0,0001 gekennzeichnet durch **** und nicht

signifikante Werte gekennzeichnet durch ns
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3.6.3 Thrombozyten/Leukozyten-Aggregate und nicht-klassische Monozyten

wahrend der Rekonvaleszenzphase

Die Ergebnisse belegen, dass die Fahigkeit der Monozyten zur Chemotaxis, Adhasion,
Migration und Aktivierung von B/T-Zellen durch eine akute Infektion mit SARS-CoV-2
beeintrachtigt wird und sich nach einer dreimonatigen Rekonvaleszenz wieder erholt.
Es zeigt sich, dass einige der Veranderungen der Monozytenfunktion in diesem
Zeitraum nicht vollstandig reversibel sind, da die Expressionsniveaus der gesunden
Kontrollgruppe in diesen Fallen nicht erreicht werden. Fur einen direkten Vergleich der
individuellen Patientendaten wahrend der akuten Infektionsphase und nach drei
Monaten Rekonvaleszenz wurden fiir jeden untersuchten Marker und jede Zellzahl
separate Grafiken generiert. Diese Vorgehensweise ermoglicht eine differenzierte
Betrachtung der zeitlichen Entwicklung und verdeutlicht die Dynamik der
immunologischen Veranderungen im Kontext einer SARS-CoV-2-Infektion und der
anschlieRenden Rekonvaleszenzphase. Dieser direkte Vergleich zeigte fiur die
Gesamtzahl der Leukozyten sowie flr die klassischen Monozyten einen Anstieg in der
Rekonvaleszenzphase (p-Wert < 0,05). Noch erstaunlicher war das Ergebnis bei PLA
und den nicht-klassischen Monozyten. Hier konnte ein deutlicher Anstieg der PLA (p-
Wert < 0,01) sowie der nicht-klassischen Monozyten (p-Wert < 0,001) in der
Rekonvaleszenzphase beobachtet werden. Die Thrombozytenzahlen und die Anzahl

der intermediaren Monozyten zeigten im direkten Vergleich keine signifikante

Dynamik.
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Abbildung 12A, 12B,12C und 12D. Anzahl (Median) der Leukozyten, Monozyten, Thrombozyten
und Thrombozyten/Leukozyten-Aggregate mit IQR im Vergleich zwischen Akut- und
Rekonvaleszenzphase fiir jeden einzelnen Patienten. Die Linien stellen zusammenhangende
Patienten dar. Die folgenden Zellzahlen wurden gemessen: (A) Leukozytenzahl/ml (B) Thrombozyten/ml
(C) Thrombozyten-/Leukozytenaggregate und (D) Klassisch, nicht-klassische und intermediare
Monozyten. Statistik: Mann-Whitney U-Test. Fur diese Analyse wurde ein p-Wert < 0,050 als signifikant
angesehen, angezeigt durch *, p-Wert < 0,010 angezeigt durch **, p-Wert < 0,001 angezeigt durch ***
und p-Wert < 0,0001 gekennzeichnet durch ****,

3.6.4 MIF in Kklassischen und intermediaren Monozyten wahrend der

Rekonvaleszenzphase

Als nachstes verglichen wir die Oberflachenmarker fir Aktivierung und Migration auf
Monozyten-Subtypen zwischen der akuten und der Rekonvaleszenzphase einer
SARS-CoV-2-Infektion bei jedem einzelnen Patienten und stellten die Ergebnisse fur
jeden einzelnen Patienten auch gegenliber. Besonders auffallig war die Expression
von CD11b auf allen Monozyten-Subtypen, die Expression von CCR2 auf klassischen
Monozyten, die Expression von CXCL12 auf nicht-klassischen Monozyten und die

Expression von MIF auf klassischen und intermediaren Monozyten.

Die CD11b-Expression auf klassischen und intermedidren Monozyten zeigte eine
signifikante Abnahme in der Rekonvaleszenzphase (p-Wert < 0,01). Die Abnahme der
CD11b-Expression auf nicht-klassischen Monozyten war noch ausgepragter (p-Wert <
0,001). Auch die CD11a-Expression zeigte auf allen Monozyten-Subtypen eine
tendenzielle Abnahme, die sich jedoch nur auf den klassischen Monozyten als
signifikant erwies (p-Wert < 0,05). Die CCR2-Expression auf klassischen und nicht-

klassischen Monozyten nahm signifikant ab (p-Wert < 0,0001). Erstaunlicherweise
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konnten wir keine relevante Dynamik in der ACKR3-Expression auf allen Monozyten-
Subtypen feststellen, obwohl auch hier eine tendenzielle Abnahme in der
Rekonvaleszenzphase zu erkennen war, jedoch ohne Signifikanz. Die CXCL12-
Expression in allen Monozyten-Subtypen erfuhr eine signifikante Abnahme, jedoch am
starksten in den nicht-klassischen Monozyten (p-Wert < 0,01). Im Vergleich zu den
anderen bisher genannten Markern stieg die Expression von MIF in der
Rekonvaleszenzphase in allen Monozyten-Subtypen an, am starksten in den
klassischen und intermediaren Monozyten (p-Wert < 0,01). Diese Ergebnisse legen
nahe, dass es wahrend der Genesungsphase nach einer Infektion mit SARS-CoV-2
zu Veranderungen in der Expression von oberflachlichen Markern auf Monozyten
kommt, die auf eine Modulation der Immunantwort und maoglicherweise auf eine

Regulation entzindlicher Prozesse hindeuten.
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Abbildung 13A, 13B, 13C, 13D,13E und 13F. Durchflusszytometrische Analyse der

Oberflaichenmarker fiir Aktivierung und Migration auf Monozyten-Subtypen im Vergleich
zwischen akuter und Rekonvaleszenzphase einer SARS-CoV-2-Infektion. Die Linien stellen
zusammenhangende Patienten dar. Diagramme, die Oberflichenmarker-Expression von klassischen,
nicht-klassischen und intermediaren Monozyten: (A) Median von CD11b (B) Median von CD11a (C)
Median von CCR2 und (D) Median von ACKR3. Folgende Marker wurden intrazellular angefarbt: (E)
Median von CXCL12 (F) Median von MIF. Dargestellt: Median mit Interquartilsbereich (IQR); Statistik:
Mann-Whitney U-Test. Fur diese Analyse wurde ein p-Wert < 0,050 als signifikant angesehen, angezeigt
durch *, p-Wert < 0,010 angezeigt durch **, p-Wert < 0,001 angezeigt durch *** und p-Wert < 0.0001

angezeigt durch ****.

3.7 Hierarchisches Clustering von Monozyten-Subtypen identifiziert spezifische
in der akuten Phase der SARS-CoV-2-Infektion und nach

dreimonatiger Rekonvaleszenz

Phanotypen

Als Ergadnzung zur etablierten manuellen Gating-Methode in der Multicolor-
Durchflusszytometrie nutzten wir eine explorative Datenanalyse, um zusatzliche

Erkenntnisse aus unseren Daten zu gewinnen. Dazu verwendeten wir eine
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Dimensionsreduktionstechnik (UMAP), um die bereits durch das Gating identifizierten
Monozyten weiter zu charakterisieren (Becht et al., 2018). Unser Ziel war es,
phanotypisch  ahnliche Ereignisse zu identifizieren und zu Gruppen
zusammenzufassen, um eine differenziertere Analyse zu ermoglichen. Durch die
Anwendung von unkontrolliertem Clustering mit PhenoGraph (Levine et al., 2015)
wurden 28 Cluster (MTO1 — MT28) von Monozyten identifiziert. Interessanterweise
zeigten diese Cluster signifikante Unterschiede in den Expressionsprofilen der
Oberflachenmarker zwischen Patienten in der akuten Phase der Infektion und
Patienten, bei denen die Infektion bereits abgeklungen war. Die Validitat dieser
Ergebnisse wurde durch eine unkontrollierte OMIQ-Analyse bestatigt. In den
Abbildungen 19 und 20 wurde vor allem die Visualisierung der relevanten signifikanten

Ergebnisse vorgenommen und dargestellt.

3.7.1 Expression von CXCL12 und CXCL14 wahrend der akuten SARS-CoV-2-

Infektion

Besonders signifikant waren die Veranderungen in der Expression von CXCL12 und
CXCL14: Einige Cluster wie MTO3 und MT24 zeigten eine Zunahme von CXCL12 und
gleichzeitig eine Abnahme von CXCL14 wahrend der akuten Infektionsphase. MT27
hingegen zeigte eine erhohte Expression von CXCL12 und CXCL14 (siehe Abbildung
14). Diese Befunde konnten auf komplexe Veranderungen der Immunantwort
hindeuten, bei der Monozyten in unterschiedlichem Ausmalf’ an der Rekrutierung und
Aktivierung von Immunzellen beteiligt sind. Der Anstieg von CXCL12 konnte auf eine
verstarkte Anlockung und Einwanderung von Monozyten in infiziertes Gewebe
hinweisen, um die Immunantwort gegen die Virusinfektion zu verstarken. Gleichzeitig
kénnte die Abnahme von CXCL14 darauf hindeuten, dass Monozyten moglicherweise
weniger effektiv Immunzellen an den Ort der Infektion fihren. Die Grunde fur dieses

Verhalten missen weiter erforscht werden.
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3.7.2 Die Aktivierungs- und Migrationseigenschaften von Monozyten in der

akuten Phase der SARS-CoV-2-Infektion und in der Rekonvaleszenzphase

Zusatzlich war die Expression von Aktivierungs- und Migrationsmarkern wie CCR2 und
CD11a in einigen Clustern wie MT23, MT17 und MT14 wahrend der akuten Phase
erhoht (siehe Abbildung 14). Die Abnahme der Expression von CD11b in den Clustern
MT27, MT14, MT0O3 und MT24 wahrend der Rekonvaleszenzphase kdnnte auf eine
anhaltende veranderte Adhasionsfahigkeit oder Aktivitat der Monozyten hinweisen
(siehe Abbildung 14 und 15).
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Abbildung 14A, 14B,14C,14D und 14E. Immunphanotypisierung und hochdimensionale Analyse
von Monozytendaten aus der Durchflusszytometrie. (A) UMAP-Analyse (Neighbours n=70) des
Monozyten-Durchflusszytometrie-Panels 2 von SARS-CoV-2-infizierten Patienten im akuten Stadium,
drei Monate nach der Infektion und gesunden Kontrollpersonen. Das linke Diagramm zeigt eine Overlay-
Grafik und die beiden anderen Diagramme zeigen die einzelnen Patientengruppen und gesunden
Kontrollen. (B) Analyse der Monozyten-Subpopulationen. Der PhenoGraph-Algorithmus wurde fir das
uniberwachte Clustering aller Patientenproben (n=86) verwendet, die mittels Monozyten-
Durchflusszytometrie erfasst wurden (nearest neighbors k = 20). Das linke Diagramm zeigt ein Overlay
der Monozyten von Patienten in der akuten Infektions- und Rekonvaleszenzphase und der gesunden
Kontrollgruppe, gefolgt von Einzeldiagrammen der Monozyten aller Cluster. (C) Die gleiche Analyse der
Monozyten-Subpopulationen wird in den unteren Diagrammen gezeigt, die nur signifikant
unterschiedliche Cluster darstellen. (D) Geclusterte Heatmaps der signifikant unterschiedlichen Cluster
MT23, MT19, MT17, MT14, MT15 und MTQ9 aus (C) zeigen die mediane Expression der angegebenen
Marker fir den Vergleich von Patienten mit akuter Infektion, Patienten in Rekonvaleszenz und gesunden
Kontrollpersonen. (E) Box-Plots zeigen die Haufigkeit der Zellen fir jeden Cluster fur jeden Patienten,
geschichtet nach akuter Infektion, Rekonvaleszenz und gesunden Kontrollen. Es werden nur relevante
Diagramme gezeigt. Dargestellt: Median + IQR; Statistik: Mann-Whitney-U-Test. Die Grafiken wurden

mit der Datenanalysesoftware OMIQ erstellt.

3.7.3 Expression von CD14 und CD16 auf der Oberfliche von Monozyten

wahrend der akuten Phase und in der Rekonvaleszenzphase

CD14 und CD16 sind wichtige Oberflachenmolekule auf Monozyten und dienen als
Marker fur deren Aktivierung und Funktionalitdt im Immunsystem (Sharygin et al.,
2023, Georg et al., 2022). Wahrend der akuten Phase einer Infektion, wie in diesem
Fall SARS-CoV-2, werden Monozyten aktiviert, um ihre Rolle in der Immunantwort zu
verstarken. Diese Aktivierung fuhrt zu einer erhohten Expression von CD14 und CD16
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auf ihrer Oberflache. Dies deutet darauf hin, dass Monozyten in dieser Phase
besonders funktionsfahig sind und eine Schllsselrolle bei der Bekampfung der

Infektion spielen kdnnten (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15A, 15B, 15C, 15D und 15E. Immunphéanotypisierung und hochdimensionale Analyse
von Monozytendaten aus der Durchflusszytometrie. UMAP-Analyse (Neighbours n=70) des
Monozyten-Durchflusszytometrie-Panels 1 von SARS-CoV-2-infizierten Patienten im akuten Stadium,
drei Monate nach der Infektion und gesunden Kontrollpersonen. Das linke Diagramm zeigt eine Overlay-
Grafik und die beiden anderen Diagramme zeigen die einzelnen Patientengruppen und gesunden
Kontrollen. (B) Analyse der Monozyten-Subpopulationen. Der PhenoGraph-Algorithmus wurde fiir das
uniberwachte Clustering aller Patientenproben (n=86) verwendet, die mittels Monozyten-
Durchflusszytometrie erfasst wurden (nearest neighbors k = 20). Das linke Diagramm zeigt ein Overlay
der Monozyten von Patienten in der akuten Infektions- und Rekonvaleszenzphase und der gesunden
Kontrollgruppe, gefolgt von Einzeldiagrammen der Monozyten aller Cluster. (C) Die gleiche Analyse der
Monozyten-Subpopulationen wird in den unteren Diagrammen gezeigt, die nur signifikant
unterschiedliche Cluster darstellen. (D) Geclusterte Heatmaps der signifikant unterschiedlichen Cluster
MT27, MT20, MT14, MT19, MT22, MT03 und MT24 aus (C) zeigen die mediane Expression der
angegebenen Marker im Vergleich zwischen der akuten Infektionsphase und der
Rekonvaleszenzphase. (E) Boxplots zeigen die Haufigkeit der Zellen in jedem Cluster fur jeden
Patienten, geschichtet nach akuter Infektionsphase, Rekonvaleszenzphase und gesunden
Kontrollpersonen. Es werden nur relevante Diagramme gezeigt. Dargestellt: Median + IQR; Statistik:

Mann-Whitney-U-Test. Die Grafiken wurden mit der Datenanalysesoftware OMIQ erstellt.

3.8 MIF-Plasmaspiegel in der akuten Phase der SARS-CoV-2-Infektion

Vor diesem Hintergrund untersuchten wir, ob die systemische Entzindung wahrend
der akuten Phase einer SARS-CoV-2-Infektion charakterisiert werden kann. Dazu
untersuchten wir das Plasma von unseren Patienten sowohl wahrend der akuten
Infektionsphase als auch nach einer dreimonatigen Rekonvaleszenzphase. Unsere
Analyse umfasste ein Entziindungspanel von 26 Chemokinen und Zytokinen. Die
Plasmaspiegel mehrerer proinflammatorischer Mediatoren, namlich MIF, CXCL10, IL-
18, CCL2, IL-6, IL-8, IFN-y und CXCL11, zeigten wahrend der akuten Infektionsphase
bei Patienten mit CVD und/ oder CVRF im Vergleich zur Rekonvaleszenzphase

signifikante Erhohungen. Beispielsweise waren die Plasmaspiegel von MIF in der
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akuten Phase (Median 1667 pg/mL) im Vergleich zur Rekonvaleszenzphase (Median
625 pg/mL) signifikant erhdht (p<0,001). Interessanterweise waren einige dieser
proinflammatorischen Mediatoren, darunter IL-33, CXCL5, CCL11, CXCL1, IL-17A,
CCL20 und CCL4, nach drei Monaten der Rekonvaleszenz im Vergleich zur akuten
Infektionsphase signifikant erhoht. Beispielsweise zeigte IL-33 einen signifikanten
Anstieg (p=0,012) in der Rekonvaleszenzphase (Median 177 pg/mL) im Vergleich zur
akuten Phase (Median 36 pg/mL). Andere getestete Mediatoren wie IL-10, IFN-a, IL-
23, IL-113, CXCL8, CCL5, CCL17, TNF-a, CXCL9, IL-12p70 und CCL3 zeigten ahnliche
Plasmaspiegel in beiden Phasen. Wir beobachteten jedoch einen signifikanten Anstieg
der proinflammatorischen Chemokine/Zytokine wie MIF, CCL2, IL-6 und IFN-y
wahrend der akuten Infektionsphase. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Infektion mit
SARS-CoV-2 mit einer deutlichen Veranderung des Entzindungsprofils im Plasma von
Patienten mit CVD wund/oder CVRF einhergeht. Der Anstieg bestimmter
proinflammatorischer Mediatoren wahrend der akuten Phase und ihre teilweise
Persistenz nach der Genesung deuten auf eine mégliche Rolle dieser Mediatoren bei
der Hyperinflammation wahrend der Infektion hin (akute vs. Rekonvaleszenzphase;
MIF: pg/mL; Median; 1667 (IQR 1055 - 2994) vs 625 (IQR 424 - 1029), p<0,001;
CXCL10: pg/mL; Median; 583 (IQR 117 - 1045) vs 80 (IQR 45 - 106), p<0,0001; IL-18:
pg/mL; Median; 322 (IQR 189 - 517) vs 40 (IQR 14 - 116), p<0,0001; CCL2: pg/mL;
Median; 287 (IQR 233 - 564) vs 226 (IQR 183 - 267), p=0. 003; IL-6: pg/mL; Median;
50 (IQR 29 - 146) vs 11 (IQR 8 - 21), p<0,001; IL-8: pg/mL; Median; 33 (IQR 17 - 81)
vs 8 (IQR 6 - 21), p<0.001; IFN-y: pg/mL; Median; 20 (IQR 14 - 35) vs 7 (IQR 3 - 19),
p<0.02; CXCL11: pg/mL; Median; 9 (IQR 8 - 46) vs 6 (IQR 6 - 9), p<0.002 (siehe
Abbildung 16)
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Abbildung 16. Untersuchung von Zytokin-Konzentrationen im Plasma. In 23 Plasmaproben von
SARS-CoV-2-infizierten Patienten im akuten Stadium und drei Monate nach der Infektion wurden
verschiedene Zytokin- und Chemokinkonzentrationen mittels LEGENDPIlex und die MIF-Konzentration
im Plasma mittels ELISA bestimmt. Dargestellt ist die Konzentration (pg/ml) der angegebenen
Zytokine/Chemokine (A) MIF, CXCL10, IL-18, CCL2, IL-6, IL-10, IL-8, IFN-y, IFN-a, IL-23, IL-1B,
CXCL11 und CXCL8 (B) CCL5, IL-33, CXCL5, CCL11, CCL17, CXCL1, TNF-a, CXCL9, IL-12p70, IL-
17A, CCL3, CCL20 und CCL4. Dargestellt: Median nd IQR; Statistik: Mann-Whitney-U-Test. Fir diese
Analyse wurde ein p-Wert < 0,050 als signifikant angesehen und mit * gekennzeichnet, ein p-Wert <

0,010 mit ** gekennzeichnet, ein p-Wert < 0,001 mit *** gekennzeichnet und ein p-Wert < 0,0001 mit

*kk*k

gekennzeichnet.

Interessanterweise waren IL-33, CXCL5, CCL11, CXCL1, IL-17A, CCL20 und CCL4
nach drei Monaten signifikant hoher als zum Zeitpunkt der akuten Infektion (akute vs.
Rekonvaleszenzphase; IL-33: pg/mL; Median; 36 (IQR 14 - 85) vs 177 (IQR 39 - 359),
p=0,011; CXCL5: pg/mL; Median; 108 (IQR 37 - 163) vs 151 (IQR 67 - 235), p=0,04;
CCL11: pg/mL; Median; 22 (IQR 16 - 36) vs 45 (IQR 36 - 49), p=0,0003; CXCLA1:
pg/mL; Median; 18 (IQR 18 - 71) vs 35 (IQR 21 - 78), p=0,05; IL-17A: pg/mL; Median;
1(IQR 0,5 -2,5) vs 8 (IQR 3 - 13), p=0,01; CCL20: pg/mL; Median; 4,6 (IQR 4,6 - 6)
vs 6 (IQR 6 - 10), p=0,001; CCL4: pg/mL; Median; 2 (IQR 2 - 3) vs 3 (IQR 3,1 - 3,2),
p=0.0002 (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17. Untersuchung von Zytokin-Konzentrationen im Plasma. In 23 Plasmaproben von
SARS-CoV-2-infizierten Patienten im akuten Stadium und drei Monate nach der Infektion wurden
verschiedene Zytokin- und Chemokinkonzentrationen mittels LEGENDPIlex und die MIF-Konzentration
im Plasma mittels ELISA analysiert. Dargestellt ist die Konzentration (pg/ml) der angegebenen
Zytokine/Chemokine (A) MIF, CXCL10, IL-18, CCL2, IL-6, IL-10, IL-8, IFN-y, IFN-a, IL-23, IL-1B,
CXCL11 und CXCLS8 (B) CCL5, IL-33, CXCL5, CCL11, CCL17, CXCL1, TNF-a, CXCL9, IL-12p70, IL-
17A, CCL3, CCL20 und CCL4. Dargestellt: Median mit Interquartilsbereich (IQR); Statistik: Mann-
Whitney-U-Test. Fir diese Analyse wurde ein p-Wert < 0,050 als signifikant angesehen und mit *
gekennzeichnet, ein p-Wert < 0,010 mit ** gekennzeichnet, ein p-Wert < 0,001 mit *** gekennzeichnet

und ein p-Wert < 0,0001 mit **** gekennzeichnet.
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4 Diskussion

4.1 Kernaussagen der Studie

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit sind:

1.

Eine akute schwere SARS-CoV-2-Infektion geht mit einer signifikanten
Abnahme der zirkulierenden nicht-klassischen (CD149™CD16*) Monozyten
einher. Der Plasmaspiegel dieses Monozyten-Subtyps steigt nach einer
Rekonvaleszenz von drei Monaten wieder an und nahert sich den Werten

der gesunden Kontrollgruppe an.

. Wahrend der akuten SARS-CoV-2-Infektion sind der adhasive (CD11b*) und

der inflammatorische (ACKR3*, CCR2*, CXCL12*, CXCL14*) Phanotyp der
zirkulierenden Monozyten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
signifikant verandert. Auch hier konnte nach drei Monaten Rekonvaleszenz
eine Erholung beobachtet werden, so dass diese Subtypen mit denen der

gesunden Kontrollgruppe vergleichbar waren.

Die MIF-Expression war in allen Monozyten-Subtypen nach drei Monaten
Rekonvaleszenz hoher als zum Zeitpunkt der akuten SARS-CoV-2-Infektion

und hoher als in der gesunden Kontrollgruppe.

Das Chemokin-Profiling zeigte signifikante Unterschiede zwischen der
akuten Infektionsphase und der Phase nach drei Monaten Rekonvaleszenz.
Die Plasmaspiegel der Chemokine der akuten Phase waren wahrend der
akuten SARS-CoV-2-Infektion signifikant hoher als nach drei Monaten
Rekonvaleszenz. Einige Chemokine (IL-33, CCL11, CXCL1, IL17A) zeigten

jedoch erhohte Plasmaspiegel nach drei Monaten.
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4.2 Persistierende Immunaktivierung nach schwerer SARS-CoV-2-Infektion bei
Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen und/oder kardiovaskularen

Risikofaktoren

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung von Veranderungen der
Monozyten-Subtypen und relevanter Plasma-Chemokine wahrend der akuten COVID-
19- und der Rekonvaleszenzphase mit einer Nachbeobachtungszeit von 3 Monaten
bei Patienten mit CVD und/oder CVRF. Wir haben uns in unserer Studie auf diese
Patientengruppe konzentriert, da sie ein erhdhtes Risiko fur kardiopulmonale
Schadigung und Multiorganversagen haben (Schieffer et al., 2021, 2022b). Eine
SARS-CoV-2-Infektion ist zudem durch proinflammatorische und prothrombotische
Ereignisse gekennzeichnet, die bei Patienten mit CVD, insbesondere bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit (KHK), aufgrund einer moglicherweise vorbestehenden
rechtsventrikularen ~ und  diastolischen  Dysfunktion zu  einer  akuten
Rechtsherzinsuffizienz fihren kénnen. (Tang et al., 2020, Dandel, 2022). Daruber
hinaus wurde die Infiltration von entzindlichen Immunzellen wie Monozyten oder
Makrophagen bei KHK-Patienten mit atherosklerotischen Lasionen in Verbindung
gebracht, die auf eine erhohte Expression von Zytokinen zuruckzufuhren sind
(Woollard and Geissmann, 2010, Swirski and Nahrendorf, 2018, Wolf and Ley, 2019).

Ferner kann eine schwere SARS-CoV-Infektion mit einer systemischen
Hyperinflammation einhergehen (Silva et al., 2023). Klinisch kann sie sich durch
respiratorische Insuffizienz, Mikrozirkulationsstérungen und Multiorganversagen
manifestieren (Cenko et al., 2021, Gustine and Jones, 2021, Iba et al., 2020). So
konnte kurzlich gezeigt werden, dass bei KHK-Patienten mit zusatzlich schwerem
COVID-19 eine Monozytenaktivierung mit vermehrter pulmonaler Sequestrierung
insbesondere nicht-klassischer Monozyten (CD149™CD16*) auftritt, meist begleitet
von einer Verschlechterung der respiratorischen Situation (Mueller et al., 2021,
Chilunda et al., 2021, Degauque et al., 2021).

Unsere Daten deuten darauf hin, dass sowohl in der akuten als auch in der
Rekonvaleszenzphase einer SARS-CoV-2-Infektion signifikante Veranderungen der
zirkulierenden Monozyten und Chemokine bei Patienten mit CVD und/oder CVRF
auftreten. Die erhohte intrazellulare MIF-Expression in klassischen (CD14**CD16),
intermediaren (CD14*CD16%) und nicht-klassischen (CD149™CD16*) Monozyten und

der Anstieg bestimmter Chemokine in der Erholungsphase zeigen an, dass die
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Immunantwort Uber das akute infektiose Geschehen hinaus anhalt und sogar
langfristige Veranderungen der Monozyten-Subtypen und ihrer Zytokine verursacht.
Es ist daher anzunehmen, dass Monozyten als entscheidende Entzindungszellen an
der akuten Infektionsabwehr beteiligt sind. Bei der Nachbeobachtung nach drei
Monaten berichtete fast die Halfte der untersuchten Patienten (43,5 %) Uber
anhaltende Atemnot, finf Patienten (21,7 %) klagten Uber chronische Mudigkeit als
auffalligstes klinisches Symptom und Anzeichen einer mdglichen Long-COVID. 56,5
% der eingeschlossenen Patienten zeigten eine vollstandige klinische Genesung von
der anfanglich schweren SARS-CoV-2-Infektion und waren frei von kardiovaskularen

und neurologischen Symptomen.

4.3 Persistierende Immunaktivierung und erhéhte Expression von MIF

Des Weiteren stellten wir fest, dass die Veranderungen der Monozyten-Subtypen in
einem dreimonatigen Zeitraum sehr dynamisch waren. Ein auffalliges Ergebnis war,
dass die MIF-Expression in Monozyten in der akuten Phase der SARS-CoV-2-
Infektion, verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe nicht verandert war, jedoch drei
Monate spater anstieg. MIF ist ein Chemokin-ahnliches Protein, das ubiquitar
exprimiert wird und sich als wichtiger Regulator der angeborenen Immunitat erwiesen
hat (Calandra et al., 1998). Die Bindung von MIF an Zellen induziert die Aktivierung
von NF-kB, was zu einer verstarkten Expression von proinflammatorischen Zytokinen
fuhrt. Dies fordert Entziindungsprozesse, Zellmigration und

Zelluberlebensmechanismen (Calandra et al., 1998, Kim et al., 2017).

Unsere Daten unterstreichen auch die Rolle von MIF und zirkulierenden Monozyten
bei der Immunabwehr nach einer Virusinfektion mit SARS-CoV-2. Eine anhaltende
Expression von MIF in zirkulierenden Monozyten kann zur zellbasierten Immunabwehr
bei COVID-19 beitragen. Monozyten sind myeloide Zellen und wichtige Bestandteile
des angeborenen Immunsystems, die friihe zellulare Reaktionen bei akuten
Infektionen auslésen koénnen. (Jakubzick et al., 2017). Wahrend klassische
(CD14**CD167) Monozyten fur die initiale Entzindungsreaktion entscheidend sind,
werden nicht-klassische ,patrouillierende” (CD149™CD16*) Monozyten allgemein als
entzindungshemmende Wachter des angeborenen Immunsystems angesehen
(Buscher et al., 2017).
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Unsere Ergebnisse stimmen mit der aktuellen Literatur Uberein, die zeigt, dass sich die
zirkulierenden Monozyten-Subtypen nach einer Nachbeobachtungszeit von sechs
Monaten nach der Infektion wieder normalisieren (Utrero-Rico et al., 2021). Der
Grofteil der Literatur konzentriert sich auf die Immunphanotypisierung von Monozyten
und Makrophagen wahrend der akuten Infektionsphase. Studien zeigen, dass
inflammatorische ~ Monozyten  hyperaktiviert sind und groBe Mengen
proinflammatorischer Zytokine sezernieren (Merad and Martin, 2020, Knoll et al.,
2021). Es ist daher anzunehmen, dass insbesondere MIF-positive Monozyten ein
Zeichen fur eine schwere SARS-CoV-2-Infektion sind, die zur Immunitat und

Reinfektion beitragen kann.

4.4 Veranderungen des Zytokinprofils als Hinweis auf die anhaltende

Immunantwort

Die obige Schlussfolgerung wird durch die Tatsache untermauert, dass eine Vielzahl
von Chemokinen (z.B. IL-33, CCL17, CXCL1, IL-17A) noch Monate nach der SARS-
CoV-2-Infektion erhéht waren. IL-33 ist ein Zytokin, das die Aktivierung von T-Helfer-
2-Zellen (Th2) induziert (Komai-Koma et al., 2007). CCL17 ist chemotaktisch fur T-
Regulatorzellen. CXCL1 dient als Chemoattraktor fir Neutrophile (Sawant et al., 2016,
Metzemaekers et al., 2020). IL-17A wurde mit der Immunantwort auf infektidse
Pathogene in Verbindung gebracht (Ge et al., 2020). Unsere Beobachtungen deuten
darauf hin, dass diese erhdhten Zytokin-/Chemokin-Spiegel auch mit einer
veranderten und sogar teilweise verstarkten Immunantwort assoziiert sind, selbst nach
einer dreimonatigen Erholungsphase nach COVID-19. Allerdings kdnnen wir derzeit
nicht nachweisen, dass die hier beobachteten Veranderungen der Plasma-Chemokine
und der zirkulierenden Monozyten-Subtypen eine Rolle fir einen anhaltenden Schutz
vor einer erneuten Infektion mit SARS-CoV-2 spielen. Wir kommen zu dem Schluss,
dass Patienten mit CVD und/oder CVRF und akuter SARS-CoV-2-Infektion nach drei
Monaten Genesung Veranderungen im Monozytenphanotyp und im Chemokinprofil
zeigen. Man kann spekulieren, dass die MIF-Expression als zusatzlicher Biomarker
dienen konnte, um Patienten zu identifizieren, bei denen das Risiko einer veranderten,
madglicherweise verlangerten Immunantwort nach einer akuten SARS-CoV-2-Infektion
besteht.
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4.5 Vergleich mit bereits vorhandenen Forschungsergebnissen und andere

mogliche Erklarungen fiir unsere Resultate

Unsere Ergebnisse werden durch andere Studien bestatigt. Eine kirzlich
veroffentlichte Arbeit untersuchte den Zusammenhang zwischen spezifischen
immunologischen Reaktionen und der allmahlichen Wiederherstellung der
Immunhomdostase nach einer schweren SARS-CoV-2-Infektion (Torres-Ruiz et al.,
2022). Es konnte hier gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen der
Schwere der Symptome und der Entwicklung einer persistierenden humoralen
Immunantwort besteht. Eine anhaltende Erhéhung proinflammatorischer Zytokine wie

IL-6 und TNF-Alpha wurde hierbei nachgewiesen.

Ein besonders auffalliges Ergebnis unserer Studie war, dass die Expression von MIF
in Monozyten wahrend der akuten Phase der SARS-CoV-2-Infektion im Vergleich zu
gesunden Probanden unverandert blieb. Wie oben erwahnt, wurde jedoch nach drei
Monaten Rekonvaleszenz ein signifikanter Anstieg dieses Zytokins in der
Studienpopulation beobachtet. Ob MIF madglicherweise nicht primar an der akuten
Entzindungsreaktion beteiligt ist, dafur aber eine Rolle bei der Chronifizierung der
Entzindung spielt, sollte in groReren Studien untersucht werden. Eine langfristige
epigenetische Reprogrammierung der Monozyten kdnnte eine weitere Erklarung daflr
sein. Ahnliche Hypothesen hatten unsere Kollegen Theobald et al. bereits fir SARS-
CoV-2 und Makrophagen formuliert (Theobald et al., 2021).

Als eine weitere alternative Erklarung ist eine persistierende Viruslast in Immunzellen
zu diskutieren. Bereits fur Epstein-Barr-Viren oder Herpesviren wurden ahnliche
Mechanismen beschrieben (Hatton et al., 2014). Daruber hinaus konnte gezeigt
werden, dass SARS-CoV-2 in bestimmten Organen langer persistiert als in anderen
(Natarajan et al., 2022). Ob ahnliche Mechanismen fur den Anstieg der MIF wahrend

der Rekonvaleszenz verantwortlich sind, muss noch untersucht werden.

4.6. Klinische Relevanz und moégliche Konsequenzen fur die weitere Forschung

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass Patienten mit CVD und/oder CVRF nach
einer schweren SARS-CoV-2-Infektion eine verlangerte Aktivierung des

Immunsystems zeigen. Dies geht einher mit persistierenden Veranderungen der
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Monozyten-Subtypen und einer erhohten Expression von MIF. Aus unseren Daten
lassen sich verschiedene Hypothesen ableiten, die jedoch in
Langzeitbeobachtungsstudien mit einer gréReren Studienpopulation Uberprift werden

mussten:

e Da wir von einer unvollstéandigen Erholung der nicht-klassischen (CD149mCD16*)
Monozyten ausgehen, konnten die verschiedenen Monozyten-Subtypen als
Biomarker fUr ein verandertes Immunsystem dienen

e Daruber hinaus konnte MIF genutzt werden, um Patienten mit erh6htem Risiko fur
kardiovaskulare Spatfolgen fruhzeitig zu identifizieren

e Zur Wiederherstellung der Monozyten-Homodstase konnte ggf. sogar eine

Immunmodulation beitragen

4.7. Limitation unserer Studie

Wir sind uns bewusst, dass unsere Studie eher beobachtend und
hypothesengenerierend ist, insbesondere da die Analyse durch die geringe Anzahl von
Patienten in der Beobachtungsgruppe eingeschrankt ist. DarUber hinaus kénnen wir
nur Daten nach einer Nachbeobachtungszeit von drei Monaten liefern und keine Daten
nach sechs oder zwolf Monaten. Daher sind unsere Daten auch in ihrer Aussagekraft
bezlglich Long-COVID begrenzt. Zur Validierung unserer Beobachtungen zum
pradiktiven Wert von MIF und anderen proinflammatorischen Zytokinen fur die
Erholung der Immunantwort nach einer akuten SARS-CoV-2-Infektion und deren
Auswirkungen auf die Prognose von Patienten mit einem Risiko flir einen ungtinstigen
Verlauf von COVID-19 und Long-COVID sind grol angelegte randomisierte Studien

erforderlich.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist das Fehlen funktioneller Tests in unserer Studie. Wir
konnten zwar Immunveranderungen nachweisen, aber nicht, wie diese
Veranderungen die tatsachliche Immunfunktion und insbesondere die klinischen
Symptome beeinflussen. In diesem Zusammenhang sollte auch untersucht werden, ob
diese Veranderungen typisch fur Patienten mit CVD und/oder CVRF mit schwerer
SARS-CoV-2-Infektion sind oder ob sie z.B. auch bei anderen viralen Erregern in einer

ahnlichen Studienpopulation zu finden sind.
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5 Zusammenfassung

Ausgangspunkt dieser Studie war die COVID-19-Pandemie. Patienten mit
kardiovaskularen Erkrankungen (CVD) und/oder kardiovaskularen Risikofaktoren
(CVRF) zeichneten sich durch schwere COVID-19-Verlaufe aus. Dies zeigte sich
bereits frih im Verlauf der Pandemie, wobei die systemische Hyperinflammation als
Ursache angenommen wurde. Die akute Immunantwort auf SARS-CoV-2 ist gut
charakterisiert, jedoch gibt es bisher nur wenige Daten zu persistierenden
Immunveranderungen nach der akuten Infektion. Ziel der Studie war daher die
Untersuchung der Monozyten-Subtypen und Zytokin-Profile von Patienten mit CVD
und/oder CVRF, die an einer schweren COVID-19 erkrankt waren. Besonderes
Augenmerk wurde auf deren Veranderungen innerhalb von drei Monaten gelegt. Der
Makrophagenmigrations-Inhibitionsfaktor (MIF), ein proinflammatorisches Zytokin, das
eine Schllsselrolle bei der Regulation der Immunantwort spielt, wurde in diesem

Zusammenhang besonders bertcksichtigt.

Ausgehend davon, haben wir unsere Arbeit auf die Untersuchung von 23 Patienten mit
CVD und/oder CVRF und schwerer akuter SARS-CoV-2-Infektion konzentriert. Diese
wurden innerhalb von 12 Stunden nach Aufnahme in die Klinik in die Studie
eingeschlossen. Als Vergleichsgruppe dienten 40 gesunde Personen. Neben
klinischer Untersuchung, Anamnese und apparativer Diagnostik wurden umfangreiche
laborchemische Untersuchungen durchgefuhrt. Nach einer Rekonvaleszenzzeit von

drei Monaten wurden die 23 Patienten erneut untersucht.

Klinisch hatten sie sich von der akuten SARS-CoV-2-Infektion erholt, die
radiologischen Befunde waren ricklaufig. Nur ein Patient wurde in diesem Zeitraum
wegen eines NSTEMI hospitalisiert. Die Analyse des Zytokin-Panels und die
Charakterisierung der Monozyten zeigten, dass es wahrend der akuten Infektion zu
einer signifikanten Reduktion der nicht-klassischen (CD149™CD16*) Monozyten
gekommen war. Nach drei Monaten konnte eine Erholung beobachtet werden, die
Anzahl der Monozyten erreichte jedoch nicht das Niveau der Kontrollgruppe. Die
Expression von MIF war in der akuten Phase kaum verandert, nach drei Monaten
zeigte sich jedoch ein signifikanter Anstieg der intrazellularen MIF-Expression in allen
Monozyten-Subtypen. Uberraschenderweise sank gleichzeitig die Konzentration von
MIF im Plasma. Dies deutet auf eine gewebespezifische Immunantwort oder einen

erhohten Verbrauch durch Immunzellen hin. Dariiber hinaus konnte auch nach drei
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Monaten Rekonvaleszenz ein Anstieg der Zytokine IL-33, CCL17, CXCL1 und IL17A
festgestellt werden. Diese Zytokine werden mit der Aktivierung von T-Zellen, der
Rekrutierung von Neutrophilen und der Persistenz der Entzundung in Verbindung

gebracht.

Die Ergebnisse sind in vielerlei Hinsicht von klinischer Bedeutung. Sie legen nahe,
dass die Aktivierung des Immunsystems bei Patienten mit CVD und/oder CVRF nach
einer schweren SARS-CoV-2-Infektion die akute Phase uberdauert. Die erhohte
Expression von MIF konnte zur Pathogenese der kardiovaskularen Spatfolgen
beitragen. Dies impliziert, dass MIF als potenzieller Biomarker flir eine anhaltende
Immunantwort nach COVID-19 und mdglicherweise sogar als Zielstruktur flr

Therapien dienen konnte.

Angesichts des weltweiten Ausmafies von COVID-19 mit Millionen von Todesfallen ist
die Definition von Risikofaktoren und deren detaillierte Untersuchung von grol3er
Bedeutung. Eine Limitation unserer Studie in diesem Zusammenhang war vor allem
die begrenzte Stichprobengrofe und die kurze Nachbeobachtungszeit. Zukiinftig sind
daher groRere Studien mit einer deutlich langeren Nachbeobachtungszeit notwendig.
Solche gezielten Studien sollen ebenso dazu beitragen, praventive Strategien zu

entwickeln.
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