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1. Bedeutung der Arbeit fur das Fachgebiet

Monozyten fiihren vielfaltige entziindungsfordernde Effektorfunktionen bei der direkten
Pathogenabwehr, aber auch bei der Aktivierung des adaptiven Immunsystems aus und tragen
damit mafRgeblich zur Aufrechterhaltung der Gesundheit bei. Eine Hyperreaktivat von
Monozyten und eine damit verbundene UberschieBende inflammatorische Reaktion kann mit
immunpathologischen Erkrankungen einhergehen, was diese essentielle Komponente des
Immunsystems zum Krankheitstreiber werden lasst. Dieser Ubergang stellt einen wesentlichen

Forschungsschwerpunkt auf dem Gebiet der experimentellen Ané&sthesiologie dar.

Die entziindungsfordernde Aktivitdt von Monozyten kann durch eine Vielzahl von endogenen
und exogenen Einflissen, die als Exposom zusammengefasst werden, dysreguliert werden. So
gehen beispielsweise Infektionen mit viralen und bakteriellen Krankheitserregern mit einer
erhdhten Produktion von Chaperonen [1, 2] und mit einer erhohten Ausschuttung
entziindungsférdernder Mediatoren als unmittelbare Reaktion auf freigesetzte Alarmine (sog.
DAMPs von damage-associated molecular patterns) von umliegenden Zellen [3] einher. Auch
ein erhohter Spiegel des Stresshormons Cortisol kann, vor allem im Infektionsgeschehen, eine
verstarkte Aktivitat von Monozyten verursachen [4]. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass das pro-
inflammatorische Potenzial von Monozyten durch physikalische bzw. mechanische Faktoren
wie durch Fluss oder Druck verursachte Deformation [5] oder Anderungen in der Gravitation
[6] erhoht wird.

Ein verbessertes Verstandnis darlber, wie das Exposom den Monozyten selbst, aber auch
weiterflihrende Funktionen des Immunsystems beeinflusst kann dazu beitragen, personalisierte
und innovative Behandlungsstrategien zu entwickeln, um Hyperreaktivitdten von Monozyten
und anderen dysfunktionalen Immunantworten entgegenzuwirken. Untersuchungen im

jeweiligen Kontext sind daher unerldsslich.

In der vorliegenden Arbeit werden Erkenntnisse aus Untersuchungen zum Einfluss des
Exposoms auf spezifische Monozytenreaktionen und auf die multifunktionale Immunantwort
in den drei verschiedenen Kontexten 1) der schweren systemischen Infektion, 2) einer SARS-
CoV-2 Infektion im Speziellen und 3) unterschiedlicher Behandlungsstrategien mit
Hydrocortison oder mit Gravitationsdnderungen als Extrembeispiel fir physikalisch
verursachte Dysregulation zusammengefasst. Durch vergleichende Untersuchungen wurde die
Rolle des Monozyten beim Krankheitsbild COVID-19 néher beleuchtet und es konnte gezeigt

werden, dass die infektionsbedingte Hyperreaktivitdt dieser Zellen dem Patienten




bekannterweise Schaden zufligt, er aber weiterhin vor Sekundéarinfektionen geschditzt ist. Eine
selektive Suppression gegentiber Candida albicans bildet dabei eine Ausnahme. Durch ex vivo
Analysen mit Patientenblut und weiterfihrende in vitro Untersuchungen an Zellen mit
Uberexpression von Oberflachenrezeptoren durch Stimulation und lentiviraler Transduktion
konnte ein alternativer Eintrittsrezeptor fir SARS-CoV-2 auf Monozyten identifiziert und
charakterisiert werden. Des Weiteren wurde im in vitro Modell am Beispiel der Pyroptose
gezeigt, dass der endogene Cortisolspiegel fiir den Behandlungserfolg mit Hydrocortison bei
Beginn einer bakteriellen Infektion entscheidend ist. Ergebnisse aus Untersuchungen zur
Effizienz einer multifunktionalen Immunantwort in veranderter Gravitation zeigen das
Potenzial dieser MaRBnahme auf und bilden die Grundlage fiir die weitere Evaluation einer
Gravitationstherapie bei Immundysfunktionen.

2. Hintergrund

2.1 Der Monozyt — Effektorfunktionen und Subtypen

Monozyten stellen Zellen des mononukleédren-phagozytaren Systems dar und sind wesentliche
Bestandteile der innaten Immunantwort. Nach ihrer Entstehung im Knochenmark zirkulieren
Monozyten im GeféalRsystem, transmigrieren in umliegende Gewebe [7] und schutten unter
pathologischen Bedingungen verstarkt pro- und anti-inflammatorische Zytokine aus, die zur
Regulation der Entzlindungsreaktion beitragen. Zu den weiteren Effektorfunktionen dieser
Zellen zahlen Phagozytose, oxidativer Burst, Pyroptose, Antigenprasentation an T-Helferzellen
sowie deren Kostimulation und Geweberemodellierung [8-11]. Anhand der Expressionsprofile
der Oberflachenproteine CD14 und CD16 werden Monozyten in die drei Subtypen ,,klassisch®,
intermediér< und ,,nicht-klassisch* unterschieden, welche eine starke Heterogenitat bezlglich
ihrer Funktionen bei der Aufrechterhaltung der Homgostase und bei der Krankheitsbekdmpfung
aufweisen [12, 13]. Mit einem Anteil von 80-90 % bilden klassische Monozyten (CD14""CD16
) die groRte Gruppe [9]. Diese Zellen migrieren konstitutiv von Blutgefalien ins Gewebe, was
jedoch unter inflammatorischen Konditionen deutlich hdufiger erfolgt [8]. Dabei erlangen sie
selbst pro-inflammatorische Eigenschaften und schitten entzindungsfordernde Zytokine aus.
Nach der Migration ins betroffene Gewebe kdnnen Monozyten in unterschiedliche Richtungen
ausdifferenzieren: entweder bleiben sie Monozyten mit der Fahigkeit zur Antigenprasentation
oder sie entwickeln sich zu Makrophagen oder dendritischen Zellen [8, 14]. In Abhdngigkeit
vom vorherrschenden Zytokinmilieu in der Mikroumgebung erfolgt dann eine Polarisierung der
Makrophagen zum Kklassisch aktivierten inflammatorischen M1-Typ oder zum alternativ
aktivierten regenerativen M2-Typ [15, 16] (Abb. 1).
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Abb. 1 Die Heterogenitat von Monozyten und Makrophagen. Hamatopoetische Stammzellen entwickeln sich
Uber diverse Differenzierungsschritte zu Monozyten, die in die Blutzirkulation entlassen werden. Monozyten
werden in den Klassischen (CD14**CD16%), intermedidren (CD14**CD16%) und nicht-klassischen
(CD14'““CD16") Subtypen unterschieden. Bei Inflammation migrieren Monozyten ins betroffene Gewebe und
differenzieren dort entweder zu dendritischen Zellen oder zu Makrophagen aus, die wiederum in klassisch
aktivierte inflammatorische M1- oder alternativ aktivierte regenerative M2-Makrophagen unterschieden werden
kénnen [17].

Die Fahigkeit zur Antigenprasentation mittels MHC-Klasse-1l Molekilen, sowie die
Kostimulation von T-Helferzellen durch Molekiile wie CD80 oder CD86 lassen Monozyten
und Makrophagen eine Bindegliedfunktion zwischen dem innaten und dem adaptiven

Immunsystem einnehmen [13, 18].

Mit prozentualen Anteilen von jeweils 5-10 % bilden intermediare (CD14"*CD16%) und nicht-
klassische (CD14"°"CD16") Monozyten Kkleinere Gruppen der Monozytensubtypen.
Intermedidre Monozyten sind besonders auf die Présentation von Antigenen spezialisiert und
ein vermehrtes Aufkommen dieser Zellen wird mit systemischen Infektionen in Verbindung
gebracht. Dies impliziert eine wichtige Rolle von intermedidren Monozyten bei der schnellen
Bekampfung von Pathogenen [13]. Nicht-klassische Monozyten patrouillieren in den
BlutgefaRen, um dort Zelldebris zu beseitigen. Des Weiteren nehmen sie auch eine wichtige
Rolle bei der Wundheilung ein [13, 14].




2.2 Dysregulation der Monozytenaktivitat im Infektionsgeschehen

Eine ausbleibende Regulation von Monozyten oder deren Hyperreaktivitat kann zu
immunpathologischen Antworten fiihren [19]. Bei bakteriellen Infektionen wie mit
Staphylococcus aureus kann dies in einem toxischen Schocksyndrom resultieren [20].
Besonders hdufig aber ist eine infektionsbedingte Hyperreaktivitat bei Virusinfektionen zu
beobachten. Bei Influenza-Infektionen kann eine dysregulierte Monozytenantwort die
Entziindungsreaktion weiter verstarken, was zu Gewebeschéden und einer eingeschrankten
Wundheilung fihren kann [21]. Auch bei virusbedingter Neuroinflammation kdénnen
dysregulierte Monozyten, die in das entziindete Gewebe einwandern um initial zu
Makrophagen, dendritischen Zellen und Mikroglia auszudifferenzieren, durch anti-virale
Effektorfunktionen das umliegende Gewebe schéadigen [19]. Aberrante Funktionen von
Monozyten und Makrophagen wurden ebenfalls bei COVID-19 (Coronavirus disease 2019)
beobachtet und sind maRgeblich an Gewebeschédigungen und einem schweren
Krankheitsverlauf beteiligt [22]. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die veranderte
Monozytenaktivitat bei COVID-19 gezielt untersucht.

2.3 Einfluss einer schweren SARS-CoV-2 Infektion auf die Immunantwort

Die Ausbreitung von SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) im
Frihjahr 2020 fihrte zu einer weltweiten Pandemie, durch die bis heute Gber 774 Millionen
Menschen mit dem Virus infiziert gewesen sind. Mehr als sieben Millionen Menschen sind in
unmittelbarem Zusammenhang mit der von SARS-CoV-2 ausgeldsten Erkrankung COVID-19
verstorben [23]. COVID-19 geht mit respiratorischen Symptomen wie Husten und
Atembeschwerden einher, jedoch kénnen sich diese Beschwerden bei einem schweren Verlauf
auch zu einem akuten Lungenversagen (ARDS von acute respiratory distress syndrome)
ausweiten [24, 25]. Wahrend einer COVID-19 Erkrankung erfolgt eine Vielzahl an
immunologischen Reaktionen, die sowohl das innate als auch das adaptive Immunsystem
betreffen. So ist bei den Patienten eine erhthte Neutrophil/Lymphozyt Ratio zu verzeichnen,
die auf eine Granulozytose [26] und eine gleichzeitige Lymphopenie [27], mit einer Depletion
von liberwiegend IFNy produzierenden T-Zellen, zurtickzufuhren ist [28, 29]. Monozyten und
Makrophagen wiederum setzen exzessiv pro-inflammatorische Zytokine frei, was in einem sog.
Zytokinsturm  resultieren kann [30] und allgemein als Monozyten/Makrophagen-
aktivierungssyndrom (MAS) bezeichnet wird [31]. Das AusmaR der Anderungen auf
immunologischer Ebene ist bei COVID-19 mit der Schwere der Erkrankung assoziiert [27, 30,
32, 33].




Monozyten und Makrophagen kdénnen direkt mit SARS-CoV-2 infiziert werden [34, 35],
allerdings wurde der Eintrittsweg bisher nicht vollstandig aufgeklart, da diese Zellen den
klassischen SARS-CoV-2 Rezeptor ACE2 sowie die Spike-Protein aktivierende Protease
TMPRSS2 [36, 37] nur sehr gering oder gar nicht exprimieren [38, 39]. Bislang wurden
zahlreiche alternative Eintrittsrezeptoren fir SARS-CoV-2 vorgeschlagen wie beispielsweise
der Oberflachenrezeptor CD147 [40], die Rezeptor-Tyrosinkinase AXL [41] oder das Integrin
LFA-1 [42]. Mittels in silico Proteindocking und in situ Proteinprofiling wurde das Chaperon
GRP78 als ein weiterer potentieller Kandidat identifiziert [43, 44]. Dieses Protein ist im
endoplasmatischen Retikulum vorzufinden und ist mageblich an der Antwort auf ungefaltete
Proteine (UPR, unfolded protein response) beteiligt [45, 46]. Bei zellularem Stress wird GRP78
auch auf der Zelloberflache exprimiert [47]. Im Gegensatz zu anderen Zelltypen wird GRP78
von Monozyten und Makrophagen bereits konstitutiv auf der Zelloberflache exprimiert, wenn

auch nur in geringem AusmaR [48].

2.4 Regulation der Entziindung durch Hydrocortison

Das Glukokortikoid Cortisol wird als Reaktion auf Stress durch die Aktivierung der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse freigesetzt. Neben der Aktivierung
kataboler Stoffwechselvorgange zur Bewaltigung der Stresssituation hat Cortisol auch eine
dampfende Wirkung auf das Immunsystem [49]. Hydrocortison findet als Synthetikum von
Cortisol weitverbreitet klinischen Einsatz als Therapeutikum, beispielsweise zur Behandlung
von inflammatorischen Erkrankungen wie Asthma [50], rheumatoider Arthritis [51] und dem
systemisch-inflammatorischen Antwortsyndrom (SIRS, systemic inflammatory response
syndrome) [52]. Dabei Ubt Hydrocortison genomische entziindungslindernde Eigenschaften
durch die Bindung an Glukokortikoidrezeptoren im Zytosol von Immunzellen aus, was zur
Inhibition pro-inflammatorischer Signalwege wie dem NF-xB- oder p38-Signalweg fiihrt [53,
54]. Dies resultiert in einer verminderten Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-
1B, IL-6 oder TNF [55, 56], sowie in einer eingeschrankten Differenzierung, Aktivierung,
Chemotaxis und Migration von Leukozyten [57, 58]. Entgegen dieser klassischen Sichtweise
uber die Wirkung von Glukokortikoiden wurden allerdings auch entzindungsfordernde
Eigenschaften nachgewiesen, insbesondere bei geringen Konzentrationen. Dies betrifft vor
allem die Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine und die Expression

von Mustererkennungsrezeptoren [56, 59, 60].




2.5 Immunpathologische Syndrome in Schwerelosigkeit

Die Auswirkungen von Weltraumbedingungen auf den Menschen zeigen eine bemerkenswerte
Vergleichbarkeit zu den beschriebenen Modulationen bei Infektion und Inflammation auf der
Erde (siehe Punkt 2.2 — 2.4). Menschen, die im Weltraum leben und arbeiten, sind einer
Vielzahl von stressauslosenden Bedingungen ausgesetzt, welche mit einer erhohten
Cortisolausschittung einhergehen [61]. Zudem werden bei Besatzungsmitgliedern von
Weltraumstationen dysregulierte Immunfunktionen dokumentiert [62, 63]. Es wurde gezeigt,
dass Monozyten ein erhohtes pro-inflammatorisches Potenzial aufweisen, was anhand einer
erhdhten Plasmakonzentration des Monozyten-spezifischen Zytokins IL-1p nachgewiesen
werden konnte [6, 64]. Auch die Funktionen von T-Zellen werden durch Weltraumbedingungen
stark beeinflusst, wobei die Auspragungen zwischen unterschiedlichen Individuen deutlich
variieren kénnen. Bei manchen Individuen weisen sie eine verminderte Aktivierbarkeit durch
antigene oder mitogene Stimulation auf [65] und bei anderen wiederum eine T-Helferzell-
Polarisierung in Richtung TH2-Antwort [66], welche die Entwicklung autoimmunologischer
Reaktionen begunstigt [67]. Dies resultiert in Abhangigkeit von der Auspragung der
Dysregulation entweder in einer Hypo- oder Hyperreaktivitat. Eine Hyporeaktivitat kann dabei
zu einer Reaktivierung latenter Herpesviren fuhren [61], sowie zu einer erhohten Anféalligkeit
gegeniiber Infektionen [68]. Im Fall von hyperreaktiven Immunantworten koénnen
autoimmunologische Reaktionen auftreten, die sich beispielsweise in allergischen Reaktionen

oder Hautausschlagen manifestieren [69].

Fir diese dysregulierten Immunfunktionen wird die Schwerelosigkeit, auch Mikrogravitation
(1g) genannt, als einer der Hauptausloser angesehen [62, 63]. Auch in einem ex vivo Ansatz
auf der Erde, bei dem das Zytokinmuster nach einer Inkubation von menschlichem Vollblut mit
immunogenen Antigenen unter simulierter pg vermessen wurde, konnte eine erhohte
Konzentration des Monozyten-assoziierten Zytokins TNF detektiert werden. Die
Konzentrationen der T-Zell spezifischen Zytokine IL-2 und IFNy waren hingegen reduziert
[70]. Die in pg auftretende verminderte Aktivierbarkeit von T-Zellen lasst den Beginn einer
vorzeitigen Immunalterung vermuten. In Kombination mit einem erhohten pro-
inflammatorischen Potenzial von Monozyten kénnte ein Zustand des Inflammaging eintreten
[71, 72], welches durch eine permanente subklinische Inflammation geprégt ist, sowie in einer
erhohten Inzidenz viraler Reaktivierung aber auch autoimmunologischer Reaktionen, wie sie

gehé&uft bei &lteren Menschen beobachtet werden [71, 73].




3. Fragestellung

Monozyten sind Zellen des mononukledren-phagozytaren Systems und gehdren zu den
Kernelementen der innaten Immunantwort. Durch die direkte Interaktion mit T-Helferzellen
stellen sie zudem ein Bindeglied zwischen dem innaten und adaptiven Immunsystem dar.
Zahlreiche Untersuchungen verdeutlichten Verénderungen der pro-inflammatorischen
Aktivitdt von Monozyten und Makrophagen in diversen Kontexten der Infektion und
Inflammation. So wurde beispielsweise bei COVID-19 ein MAS beobachtet, was zu einem
Zytokinsturm fuhren kann und mit einem schweren Krankheitsverlauf assoziiert ist. Aber auch
in nicht erdgebundenen Umgebungen, wie in Weltraumstationen wurde eine erhohte
Freisetzung Monozyten-spezifischer Zytokine gemessen. Selbst psychischer und physischer
Stress, der mit einer erhdhten Freisetzung des Stresshormons Cortisol assoziiert ist, kann pro-
inflammatorische Reaktionen von Monozyten/Makrophagen beginstigen. Aufgrund dieser
hohen Suszeptibilitat gegentber dem Exposom ist ein besseres Verstandnis dariiber, wie die
einzelnen Bedingungen die Reaktionen von Monozyten und auch anderen Zellen des
Immunsystems modulieren von groBer medizinischer Bedeutung, um zielgerichtete

therapeutische Ansétze zu entwickeln.

Es sollte mit den hier zusammengefassten Projekten im Detail untersucht werden, wie die im
Vorfeld beschriebenen Bedingungen die Funktion von Monozyten beeinflussen und ob den
veranderten nachteiligen Funktionen durch gezielte Gegenmalinahmen entgegengewirkt

werden kann.
Anhand der durchgefiihrten Studien wurden folgende Fragestellungen adressiert:

3.1 Verdndert eine schwere systemische Infektion die Monozytenreaktion auf eine
Sekundarinfektion?

3.2 Wie infiziert SARS-CoV-2 den Monozyten und inwieweit verandert dies den
Immunphénotypen und die Zytokinausschittung?

3.3 Inwieweit konnen Immun(dys)funktionen durch unterschiedliche Behandlungsszenarien
mit Hydrocortison oder durch ein Gravitationsprotokoll manipuliert werden?




4. Ergebnisse

4.1 Auswirkungen von schwerem COVID-19 auf antigeninduzierte
Immunantworten

Zur Untersuchung, ob die Immunantwort auf eine Sekundarinfektion wéhrend einer schweren
systemischen Primérinfektion verandert ist, haben wir im Vollblut von Sepsispatienten und
kritisch kranken COVID-19 Patienten den Aktivierungszustand von Leukozyten sowie deren
Zytokinfreisetzung nach Antigenstimulation analysiert.

4.1.1 Immunantwort bei COVID-19 Patienten im Vergleich zu Patienten mit

bakterieller Sepsis
Bei schwerem COVID-19 fiihrt ein MAS zu einen Zytokinsturm, der in gravierenden
Gewebeschadigungen resultieren kann. Eine exzessive Ausschlttung von pro-
inflammatorischen Zytokinen erfolgt auch bei Patienten zu Beginn einer schweren Sepsis, was
als systemisch-inflammatorisches Antwortsyndrom (SIRS) bezeichnet wird [74, 75]. Im
weiteren Verlauf aber setzt bei Sepsispatienten dann eine kompensatorische Immunparalyse ein
[76], die eine adaquate Immunantwort gegen weitere eindringende Pathogene unterbindet und
so die Anfélligkeit gegentiber Sekundarinfektionen erhoht [77]. In friheren Studien unserer
Arbeitsgruppe wurde bestatigt, dass Patienten zu Beginn einer Sepsis trotz Leukozytose und
pro-inflammatorischem Status im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe eine
verminderte Immunantwort auf immunogene Antigene aufweisen [75]. Hierfur wurde durch
einen Vollblutinkubationsassay mit anschlieBender Quantifizierung der Zytokinsekretion die
verzogerte Uberempfindlichkeitsreaktion (DTH, delayed type hypersensitivity) auf recall
Antigene (berpruft. Dieses Verfahren ist eine Weiterentwicklung des Multitest Mérieux
Hauttest zur in vivo Uberpriifung der zelluldren Immunantwort in einen ex vivo Vollblutansatz.
Der Test ermdglicht eine wiederholte Anwendung beim selben Individuum, ohne eine Antigen-
Sensitivierung hervorzurufen. Zudem erlaubt er neben dem Einsatz von bakteriellen und

fungalen Antigenen auch den Einschluss von viralen Antigenen in die Untersuchungen [78].

Da sowohl bei schwerem COVID-19, als auch bei einsetzender schwerer Sepsis ein
Zytokinsturm erfolgt, haben wir untersucht, ob auch bei COVID-19 die Immunantwort nach
Antigenstimulation eingeschrankt ist. Daflr verglichen wir die DTH-Antwort von
schwerkranken COVID-19 Patienten (SARS-P) und Patienten mit Sepsis aufgrund einer
bakteriellen Pneumonie (BACT-P) (historischer Datensatz, publiziert in Feuerecker et al., 2018

[75]) zum Zeitpunkt der Aufnahme auf die Intensivstation und im weiteren Verlauf von sieben




Tagen. Patienten mit Sepsis, die nicht auf eine Pneumonie zurtickzufiihren ist (BACT-S), und
ein gesundes Probandenkollektiv dienten als Kontrollen (Daten aus [75]). Fir den
Vollblutinkubationsassay =~ wurde  lithium-heparinisiertes ~ Vollblut  in  gleichem
Volumenverhaltnis mit PWM-haltigem Zellkulturmedium (PWM fir Pokeweed mitogen;
Lectin der Kermesbeere) fiir 48 Stunden inkubiert. Aus dem plasmatischen Uberstand haben
wir dann die Konzentrationen der pro-inflammatorischen Zytokine IL-2, IFNy und TNF, die
eine multifunktionale Immunantwort widerspiegeln, gemessen und zwischen den Gruppen
verglichen. Alle drei Patientengruppen wiesen im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduzierte
Konzentrationen von IL-2 und IFNy nach der Stimulation mit PWM auf. Diese Reduktion war
bei der SARS-P Gruppe allerdings weniger stark ausgepragt als bei BACT-P und BACT-S und
sogar im Vergleich zu diesen beiden Gruppen signifikant erhoht. Die TNF-Konzentrationen
waren bei den Gruppen BACT-P und BACT-S weiterhin im Vergleich zu den gesunden
Kontrollprobanden reduziert (Moser et al., 2022 [79]) (Abb. 2). Bei der SARS-P Gruppe
hingegen war TNF im Vergleich zu allen anderen Gruppen signifikant erhoht, was auf ein MAS
schlielen lasst [31]. Im weiteren zeitlichen Verlauf von sieben Tagen konnten wir bei den
einzelnen  Patientengruppen  keine  signifikanten  Unterschiede  beziglich  der
Zytokinkonzentrationen messen (Moser et al., 2022 [79]) (Abb.2).
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Abb. 2 Leukozyten von COVID-19 Patienten behalten im Vergleich zu Leukozyten von Patienten mit Sepsis
Kapazitaten zur Aktivierung bei. Konzentrationen von freigesetztem (a) IFNy und (b) TNF als Reaktion auf
eine 48-stiindige Inkubation mit PWM am Tag der Aufnahme auf die Intensivstation (d0), und an Tag 4 (d4) und
Tag 7 (d7) des Aufenthaltes. SARS-P: Pneumonie durch SARS-CoV-2, BACT-P: Sepsis aufgrund Pneumonie
durch bakterielle Infektion; BACT-S: Bakterielle Sepsis ohne Pneumonie; CTRL: gesunde Kontrollprobanden.
Unterschiede zwischen den Gruppen mittels two-way ANOVA und Holm-Sidak test (Moser et al., 2022 [79]).
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Die Ergebnisse unserer Untersuchungen demonstrieren, dass Leukozyten von schwer
erkrankten COVID-19 Patienten im Vergleich zu Patienten mit Sepsis grundsétzlich die
Fahigkeit beibehalten, auf eine Antigenstimulation mit einer adaquaten multifunktionalen
Immunantwort zu reagieren. Eine kompensatorische Immunparalyse, wie sie bei Sepsis-
patienten auftritt, blieb bei diesen COVID-19 Patienten aus. Dennoch bestatigen die
erniedrigten Konzentrationen von IL-2 und IFNy eine eingeschrinkte T-Zellantwort bei
COVID-19 [29].

Ein hyperinflammatorisches Syndrom bei COVID-19 wird demnach groRtenteils durch ein

MAS der Monozyten verursacht.

4.1.2 Die Immunantwort auf den Hefepilz Candida albicans bei schwerem

COVID-19
Die nachgewiesen erhaltene Fahigkeit zur Ausfuhrung einer multifunktionalen Immunantwort
bei schwer erkrankten COVID-19 Patienten stellt einen Erklarungsansatz fur die im Vergleich
zu Sepsispatienten allgemein geringere Inzidenz von Sekundarinfektionen dar [80-82].
Dennoch wurde bei COVID-19 Patienten mit ARDS ein erhohtes Auftreten von fungalen
Superinfektionen beobachtet [83, 84], was auf eine verénderte Reaktion von insbesondere
Monozyten auf Pilzantigene schlieRen lasst. Zur Aufklarung dieses Zusammenhangs haben wir
bei einem Patientenkollektiv mit COVID-19 und ARDS zunéchst die T-Zell- und Monozyten-
Phénotypen sowie deren Aktivierungszustande und das plasmatische Zytokinprofil
charakterisiert. Sowohl bei CD4", als auch bei CD8" T-Zellen dieser Patienten haben wir mittels
durchflusszytometrischer Analyse der Oberflachenexpressionen von CD69, HLA-DR und
CD38 eine Hyperaktivierung im Vergleich zu T-Zellen von gesunden Kontrollprobanden
festgestellt. Allerdings exprimierten die T-Zellen der Patienten auch verstarkt PD-1, was auf
eine allméhliche Erschopfung dieser Zellen durch den anhaltenden viralen Antigenkontakt
schlieRen lasst [85-87]. Insbesondere der Phanotyp von CD8" T-Zellen wurde dahingehend
weiter beeinflusst, dass der Anteil CD8* T-Gedachtniszellen bei COVID-19 Patienten reduziert
gewesen ist und CD244*/CD226" CD8" T-Zellen erhoht gewesen sind (Moser et al., 2021 [88]),
was flr eine hohe Virusspezifitat mit verstarkten Effektorfunktionen spricht [89-91] (Abb. 3).
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Abb. 3 Aktivierungszustand und Phénotyp von T-Zellen bei COVID-19 mit ARDS. Oberflachenexpression
von HLA-DR und CD38 auf hyperaktivierten (a) CD4* und (b) CD8* T-Zellen. (c) Expressionsmuster
CD62L*CD45RO*CD45RA" fur CD8* T-Gedéachtniszellen. Die Werte zeigen den prozentualen Anteil von
Oberflachenmarker exprimierenden T-Zellen. COV: COVID-19 Patienten; HC (healthy controls): gesunde
Kontrollprobanden. Unterschiede zwischen den Gruppen mittels Zwei-Stichproben-t-Test oder Mann Whitney U
Test *P < .05, ***P < .001 (Moser et al., 2021 [88]).

Im zeitlichen Verlauf von sieben Tagen hat sich der Anteil an hyperaktiven T-Zellen weiter
erhoht, was letztendlich zu einem AICD (activation induced cell death) fiihrt [89] und dadurch
die fur COVID-19 charakteristische Lymphopenie hervorrufen kann (Moser et al., 2021 [88]).
Unsere durchflusszytometrische Charakterisierung von Monozyten ergab eine signifikant
héhere Expression der Molekile CD86 und TLR2 auf der Zelloberflache, was bei Studien
anderer Arbeitsgruppen ebenfalls beobachtet wurde und zum pro-inflammatorischen Phanotyp
dieser Zellen beitragt [92, 93]. Des Weiteren erhohte sich der Anteil intermediarer und nicht-
klassischer Monozyten bei den COVID-19 Patienten. Dies anderte sich im zeitlichen Verlauf
nicht, was fiir persistierende immunologische Anderungen bei diesem Krankheitsbild spricht.
Erhohte Plasmakonzentrationen von IL-6, IL-8, TNF und sIL2Ra bestétigten ein MAS bei
diesen Patienten (Moser et al., 2021 [88]).

Um die Immunantwort gegeniiber unterschiedlichen Erregern einer potentiellen Superinfektion
spezifisch zu untersuchen, haben wir einen Vollblutinkubationsassay mit den Antigenen LPS
(Lipopolysaccharid; Komponente der Zellhiille Gram negativer Bakterien), HKLM (hitze-
abgetotete Listeria monocytogenes; Gram positive Bakterien), Aspergillus fumigatus und
Candida albicans durchgefuhrt und den Aktivierungszustand von T-Zellen und Monozyten
sowie die Konzentrationen ausgeschiitteter Zytokine gemessen. Die Inkubationsdauer wurde

dabei auf sechs Stunden reduziert, da dies die Evaluierung einer friilhen Aktivierung des
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Immunsystems ermdglicht, insbesondere von Zellen der innaten Immunantwort. Die
Oberflachenexpression der untersuchten Aktivierungsmarker wurde bei T-Zellen durch die
Antigeninkubationen im Vergleich zur unbehandelten Basalkontrolle nicht verandert, was auf
ein ausgeschopftes Aktivierungspotential dieser Zellen hindeutet. Bei den Monozyten der
COVID-19 Patienten haben wir hingegen im Vergleich zu den Kontrollprobanden nach
Stimulation mit C. albicans eine signifikant verminderte Oberflachenexpression des ko-
stimulatorischen  Molekils CD80 gemessen. Dies spricht fir eine geringere
Monozytenaktivierung durch dieses Pilzantigen und impliziert eingeschrankte ko-
stimulatorische Effekte von CD80 auf die adaptive Immunantwort [94]. Die reduzierte
Aktivierung von Monozyten bei diesen COVID-19 Patienten durch Stimulation mit dem C.
albicans Antigen wurde durch die Konzentrationen der gemessenen Zytokine bestatigt. Im
Vergleich zu den gesunden Kontrollen waren die Konzentrationen von IL-6, TNF, IL-10, IFNy
und den Monozyten-spezifischen Zytokinen IL-1o und IL-1p bei den COVID-19 Patienten
nach einer Stimulation mit C. albicans nicht erhoht (Moser et al., 2021 [88]). Nach
Stimulationen mit LPS, HKLM oder Aspergillus fumigatus waren die Konzentrationslevel
dieser Zytokine bei den COVID-19 Patienten und den Kontrollen in einem vergleichbaren
Bereich (Abb. 4).
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Abb. 4 Monozyten von COVID-19 Patienten weisen eine selektive Immunsuppression gegentiber C. albicans
auf. Konzentrationen (pg/ml) von IL-6, TNF, IL-1a und IL-1B in plasmatischen Uberstanden nach einem sechs-
stindigen Vollblutinkubationsassay mit den Antigenen LPS und C. albicans. COV (graue Boxen): COVID-19
Patienten; HC (healthy controls, weie Boxen): gesunde Kontrollprobanden. Unterschiede zwischen den Gruppen
mittels Zwei-Stichproben-t-Test oder Mann Whitney U Test *P < .05, **P < .01 (Moser et al., 2021 [88]).

Die ausbleibende Immunantwort auf eine Stimulation mit dem C. albicans Antigen kénnte den
vermehrt beobachteten Candidosen bei COVID-19 Patienten mit ARDS zugrunde liegen [84,
95].
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4.2 Die Modulation der Monozytenaktivitat durch eine SARS-CoV-2 Infektion
Die Frage nach dem Eintrittsweg von SARS-CoV-2 in Monozyten und Makrophagen und auch
die mit einer Infektion zusammenhédngenden Verénderungen der Monozytenreaktion wurden

durch translationale klinische und experimentelle Ansétze adressiert.

4.2.1 GRP78 wird bei COVID-19 verstarkt auf der Zelloberflache von Monozyten
exprimiert
Da Monozyten und Makrophagen Uber einen bisher nicht aufgeklarten Eintrittsweg direkt mit

SARS-CoV-2 infiziert werden kénnen, haben wir im Folgenden die Rolle von GRP78, welches
uber computerbasierte Modellierungen als potentieller Eintrittsrezeptor identifiziert wurde [43,
44], untersucht. Dafiir haben wir zun&chst die zellstandige Expression von GRP78 (csGRP78,
von cell surface GRP78) auf priméren Zellen aus peripherem Blut quantifiziert. Der
Schwerpunkt lag dabei auf COVID-19 Patienten, die einen hospitalisierungspflichtigen Verlauf
hatten, jedoch keine intensivmedizinische Behandlung benétigten. Als Kontrollen wurden
Blutproben von gesunden Blutspendern selben Alters und mit einer gleichen
Geschlechterverteilung vermessen. Mit Hilfe von Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern gegen
GRP78 und durchflusszytometrische Messungen konnten wir nachweisen, dass die peripheren
Monozyten dieser COVID-19 Patienten csGRP78 signifikant héher exprimierten als die
Monozyten der Kontrollprobanden (Abb.5) (Han, Lv, Moser et al., 2023 [96]).

tet

T T
Control COVID-19

—~ 60— Abb. 5 Monozyten exprimieren bei COVID-19 verstarkt csGRP78.
2 Xk ok

%}’ Oberflachenexpression von GRP78 bei priméaren Monozyten aus peripherem
@ 454 [* Blut von gesunden Kontrollprobanden (Control, n=8) und moderat erkrankten
?3 L COVID-19 Patienten (COVID-19, n=8). Die Werte geben den prozentualen
% 30— ) Anteil csGRP78-positiver CD14* Monozyten an. Die Violinplots zeigen die
A Medianwerte und den Interquartilbereich. Unterschiede zwischen den Gruppen
g 397 —L'—*f mittels Mann Whitney U Test ***P < .005 (Han, Lv, Moser et al., 2023 [96]).
b

0

@)

o

Unter Verwendung weiterer Antikdrper konnten wir auch eine erhdhte Oberflachenexpression
der Aktivierungsmarker CD86 und TLR2 zeigen. Bei den COVID-19 Patienten haben wir
zudem erhohte Plasmakonzentrationen von l6slichem GRP78, sowie der pro-
inflammatorischen Zytokine IFNy, IL-6 und sIL-1Ra und des anti-inflammatorischen Zytokins
IL-10 gemessen (Han, Lv, Moser et al., 2023 [96]), was auf ein bereits in vorangegangenen

Untersuchungen von uns beschriebenes erhohtes pro-inflammatorisches Potenzial von
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Monozyten hindeutet (Moser et al., 2021 [88]). Zur n&heren Untersuchung, welche
Auswirkungen eine SARS-CoV-2 Infektion und hospitalisierungspflichtige COVID-19
Erkrankung auf die Monozyten dieser Patienten auf transkriptioneller Ebene hat, haben wir die
Monozyten mittels magnetischer beads aus dem Vollblut separiert, deren RNA isoliert und
mittels Hochdurchsatzsequenzierung vermessen lassen. Unsere bioinformatische Analyse
ergab beim Vergleich von Monozyten der Patienten und der Kontrollprobanden eine Anzahl
von 1048 differenziell exprimierten Genen. Eine anschlieBende Pathway-Enrichment-Analyse
verdeutlichte, dass diese Gene vor allem bei Signalwegen zu zelluléren Stressantworten, SARS-
CoV-2 Infektionen, Virus- sowie Infektionserkrankungen im Allgemeinen und bei der UPR,
bei der GRP78 maligeblich involviert ist [46], angereichert gewesen sind (Han, Lv, Moser et
al., 2023 [96]). Anhand immunhistozytochemischer Férbungen an histopathologischen
Schnitten von Lungengeweben von COVID-19 Patienten post-mortem zeigten wir ebenfalls
eine erhdhte Expression von GRP78 bei CD14" Monozyten (Abb. 6a, b) sowie bei CD68*
Makrophagen. Der Vergleich erfolgte zu Kontrollpatienten, die an einem Herzinfarkt, also einer
nicht-inflammatorischen  Erkrankung, verstorben sind. Daruber hinaus wurde eine
Kolokalisation von CD14- und SARS-CoV-2- Signalen detektiert, was auf eine direkte
Infektion von Monozyten schlieRen lasst (Han, Lv, Moser et al., 2023 [96]) (Abb. 6c).
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SARS-CoV-2 / 061,
Durch diese Experimente konnten wir bestatigen, dass SARS-CoV-2 Monozyten direkt infiziert
und dass dies mit einer erhéhten Expression von csGRP78 bei diesen Zellen einhergeht. Die
erhdhte Expression von csGRP78 auf Monozyten bei moderater und schwerer/todlich
verlaufender COVID-19 Erkrankung werten wir dabei als Stressantwort dieser Zellen auf die
SARS-CoV-2 Infektion (Han, Lv, Moser et al., 2023 [96]).

Unsere Ergebnisse konnten wir durch erneute bioinformatische Analysen von Datensets, die
von Liao et al. [97] und Grant et al. [98] aus Zellen der Splflissigkeit nach bronchoalveolérer
Lavage (BALF) bei schwer erkrankten COVID-19 Patienten mittels Einzelzell-RNA-
Sequenzierung (ScRNAseq) erhoben wurden, bekréaftigen. Zum einen hat sich die
Zusammensetzung der monozytaren Zellen im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden
verandert. Wahrend bei den Kontrollen (iberwiegend alveoldre Makrophagen im BALF
vorzufinden waren (96,1 %), war dieser Anteil bei den COVID-19 Patienten drastisch reduziert
(2,0 % bzw. 33,1 %) und von Monozyten abstammenden Makrophagen dominiert (58,9 % bzw.
47,0 %), sowie stark von klassischen (28,9 % bzw. 7,5 %) und nicht-klassischen Monozyten
(11,2 % bzw. 12,4 %) unterwandert. Zum anderen zeigte sich, dass mit SARS-CoV-2 infizierte
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Populationen besonders stark GRP78 exprimierten, was bei den von Monozyten abstammenden
Makrophagen am starksten ausgepragt gewesen ist. Weitere bioinformatische Re-Analysen aus
einem Datensatz von Stephenson et al. [99] zeigten interessanterweise zudem, dass Monozyten
bei moderatem COVID-19 am starksten GRP78 exprimieren (Han, Lv, Moser et al., 2023 [96]).

4.2.2 Nachweis einer direkten Interaktion zwischen dem SARS-CoV-2 Spike

Protein und GRP78
Die Priifung einer direkten Interaktion zwischen GRP78 und dem SARS-CoV-2 Spike Protein
erfolgte  durch  einen  Glutathion-S-Transferase(GST)-Pulldown-Assay und  Ko-
Immunprazipitation. Dabei konnten wir sowohl mit dem vollstandigen Spike Protein, als auch
lediglich  mit der S1  Untereinheit eine Interaktion  nachweisen.  Durch
oberflachenresonanzspektroskopische Messungen ermittelten wir fir das SARS-CoV-2
Wildtyp Spike Protein eine Bindungsaffinitat mit einer Dissoziationskonstante von Kp = 55,2
nM und fiir die Omikron-Variante sogar von lediglich Kp = 27,2 nM (Han, Lv, Moser et al.,
2023 [96]), was vergleichbar ist mit der Bindungsaffinitat zwischen dem Spike Protein und
ACE2 (Kp = 23,2) [100] und eine deutliche starkere Bindung aufweist, als andere alternative
SARS-CoV-2 Rezeptoren wie etwa CD147 (Kp = 185 nM) [40] oder AXL (Kp = 882 nM) [41].

4.2.3 Pro-inflammatorische Zytokine induzieren eine csGRP78 Expression
Da GRP78 eigentlich ein Chaperon ist, welches seine Hauptfunktionen bei der
Aufrechterhaltung der Zellhomoostase unter Situationen von zelluldarem Stress einnimmt [45,
46], haben wir den Einfluss eines inflammatorischen Zytokinmilieus auf die Expression von
csGRP78 und weiteren Aktivierungsmarkern bei primaren humanen CD14" Monozyten und bei
der humanen monozytenahnlichen Zelllinie THP-1 Uberprift. Dafur verwendeten wir einen
Cocktail aus den pro-inflammatorischen Zytokinen IL-1p, IL-6, IFNy und TNF. Die
eingesetzten Konzentrationen entsprachen dabei Werten, wie wir sie auch im Plasma von
COVID-19 Patienten wéhrend der hyperinflammatorischen Phase gemessen haben (Moser et
al., 2021 [88]). Nach einer 48-stiindigen Inkubation wurde mittels Fluorochrom-gekoppelter
Antikdrper und Durchflusszytometrie eine verstarkte Expression von csGRP78 und CDA40,
CD69, CD80, CD86 und HLA-DR auf beiden untersuchten Zelltypen nachgewiesen, was auf
eine direkte regulatorische Funktion von proinflammatorischen Zytokinen auf die
Monozytenhyperaktivierung, aber vor allem auch auf die csGRP78 Expression schlie3en lasst
(Han, Lv, Moser et al., 2023 [96]). Mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie und
Durchflusszytometrie wurde bei THP-1 Zellen mit verstarkter csGRP78 Expression eine
erhdhte Bindung des SARS-CoV-2 Spike Proteins detektiert. Die Spezifitat der Bindung des
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Spike Proteins an csGRP78 konnten wir durch den Einsatz der Inhibitoren Brefeldin A, welches
die Translokation von GRP78 an die Zelloberflache verhindert und AR-12, einen Inhibitor der
GRP78 Transkription, bestétigen. Unter Einsatz dieser beiden Inhibitoren war das SARS-CoV-
2 Signal an den Zellen signifikant reduziert (Han, Lv, Moser et al., 2023 [96]).

4.2.4 csGRP78 ist eine alternativer SARS-CoV-2 Eintrittsrezeptor auf Monozyten
Um weiter der Frage nachzugehen, ob csGRP78 als alternativer Eintrittsrezeptor fiir SARS-
CoV-2 auf Monozyten in Frage kommt, konstruierten wir mittels lentiviraler Transduktion
GRP78-uberexprimierende THP-1 Zellen (hGRP78-THP-1). Diese Zellen wiesen wie auch
Monozyten keine nennenswerte Expression von ACE2 auf. Die hGRP78-THP-1 Zellen wurden
mit einem SARS-CoV-2 Spike Protein Pseudovirus inkubiert, der ein duales GFP- (green
fluorescent protein)- und Luciferase- Reportergen beinhaltete. Die Virusaufnahme konnte
daher mittels fluoreszenzmikroskopischer Detektion von GFP und der Enzymaktivitat der
Luciferase ermittelt werden. Durch beide Nachweismethoden konnten wir bestétigen, dass eine
Uberexpression von csGRP78 mit der Aufnahme des SARS-CoV-2 Pseudovirus einhergeht
(Abb. 7a). Eine zusatzliche Inkubation mit den spezifischen Inhibitoren Brefeldin A und SubA
(die A Untereinheit des AB5 Toxins, einer selektiven GRP78 Serinproteinase) flihrte auch bei
hGRP78-THP-1 Zellen zu einer Reduktion von csGRP78 und einer deutlichen Verminderung
des GFP-Signals, also einer reduzierten Aufnahme des Pseudovirus (Abb. 7b).
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Abb. 7 Die Uberexpression von GRP78 resultiert in einer erhéhten Virusaufnahme. (a) Nachweis der
Aufnahme des SARS-CoV-2 Spike Protein Pseudovirus mittels Aktivitat des GFP-Reportergens bei GRP78-
uberexprimierenden Zellen. (b) Verringerung des GFP-Signals nach Inkubation mit den GRP78 Inhibitoren
Brefeldin A und SubA. Unterschiede zwischen den Gruppen mittels one-way ANOVA und Tukey post-hoc Test.
*P <.05, **P < .01****P < ,001 (Han, Lv, Moser et al., 2023 [96]).

Durch abschlieende Analysen wurde eine unspezifische Aufnahme des Spike Proteins durch
Phagozytose ausgeschlossen. Dafir induzierten wir in HEK293 T-Zellen, welche keine
phagozytotischen Eigenschaften besitzen, mittels Transfektion mit einem pGRP78-pmCherry-
N1 Plasmid eine Uberexpression von GRP78 (hGRP78-HEK293T Zellen).
Fluoreszenzmikroskopische Analysen bestatigten die Anlagerung des Spike Proteins an
csGRP78, welches ausschlieBlich auf den GRP78 uberexprimierenden hGRP78-HEK293T
Zellen vorzufinden war (Han, Lv, Moser et al., 2023 [96]).

Diese Untersuchungen zeigen, dass Monozyten iber csGRP78 und unabhéngig von ACE2 mit
SARS-CoV-2 infiziert werden kdnnen. Weiterhin legen die Ergebnisse der beschriebenen
Experimente nahe, dass ein pro-inflammatorisches Zytokinmilieu zu den Schlisselkonditionen
zahlt, welche eine erhdhte csGRP78 Expression induzieren.
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4.3 Die Manipulation von Immunzellfunktionen durch medikamentdse und
physikalische Behandlungsstrategien

In in vitro und ex vivo Untersuchungen sollte das Verstandnis ber die Auswirkungen von
unterschiedlichen Behandlungsszenarien mit Hydrocortison und Gravitationsprotokollen auf
die Immunantwort im Allgemeinen und die Monozytenreaktion im Speziellen verbessert
werden. Dies ermdglicht es, Immun(dys)funktionen zielgerichtet, individualisiert und auch mit

innovativen therapeutischen Ansétzen entgegenzutreten.

4.3.1 Modulation von Pyroptose durch akute oder chronische Exposition mit
Hydrocortison
Bei der Verabreichung von Glukokortikoiden werden endogene Cortisol-Konzentrationen des
Patienten, die vor allem bei medizinisch induzierter Immunsuppression oder bei einer hohen
Stressbelastung erhoht sind [78], nicht berucksichtigt. Zur Untersuchung, ob akut oder
chronisch erhohte Glukokortikoid-Konzentrationen unterschiedliche Auswirkungen auf die
Monozytenfunktion wahrend einer bakteriellen Infektion haben, haben wir in einem in vitro
Ansatz die Pyroptoseinduktion bei THP-1 Makrophagen unter verschiedenen
Behandlungssequenzen mit Hydrocortison analysiert. Hierflr differenzierten wir THP-1
Monozyten durch Phorbol-12-myristat-13-acetat zu Makrophagen aus, die dann fir 24 Stunden
mit Hydrocortison entweder in physiologischen Konzentrationen von 0,1 pg/ml oder in moderat
(0,2 pg/ml) oder stark erhéhten (0,4 pg/ml) Konzentrationen, wie sie bei immunsupprimierten
oder gestressten Patienten gemessen werden, inkubiert wurden. Zellen ohne Hydrocortison
dienten als Negativkontrolle. Pyroptose wurde in den THP-1 Makrophagen mittels Priming mit
LPS und mit ATP als sekundaren und auslésenden Stimulus induziert. Zum Zeitpunkt der
Pyroptoseinduktion wurde die Hydrocortison-Konzentration von 0,1 pg/ml auf 0,2 bzw. 0,4
pg/ml erhoht, was einem akuten Anstieg durch Glukokortikoid-Therapie entspricht oder bei
den Ursprungskonzentrationen belassen, um eine Situation chronisch erhéhter Konzentrationen
zu simulieren. Die Auswirkungen von Hydrocortison auf die Pyroptoseinduktion haben wir
mittels Western Blot Analyse der aktivierenden Phosphorylierungen der NF-kB-p65
Untereinheit und p38, sowie der Expression der Pyroptose-assoziierten Proteine NLRP3,
Caspase-1 und Gasdermin D untersucht. Eine akute Exposition mit Hydrocortison bewirkte
keine Anderung beziiglich der Produktion, Phosphorylierung oder Spaltung dieser Proteine,
wohingegen eine chronische Hydrocortison-Exposition zu einer Reduktion fiihrte. Durch Ko-
Immunprazipitation der Inflammasomkomponenten NLRP3 und ASC und mittels konfokaler

fluoreszenzmikroskopischer Analysen der nukledren Translokation von p65, sowie der Ko-
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Lokalisation von NLRP3 und ASC haben wir die Aktivierung des NF-kB Signalweges und die
Assemblierung des Inflammasoms Uberprift und den Sachverhalt aus den Western Blot
Analysen bestétigt. Des Weiteren konnte hier durch Western Blot Analysen semiquantitativ
gezeigt werden, dass die Aktivierung von intrazellularem IL-1pB bereits bei physiologischen
Konzentrationen (0,1 pug/ml) im Vergleich zur Negativkontrolle reduziert gewesen ist, was fur
einen physiologischen Regulationsmechanismus der IL-1p Aktivitét spricht. Sowohl bei akut,
als auch bei chronisch erhohten Hydrocortison-Konzentrationen war der Anteil an
intrazellularem aktivierten IL-1p reduziert, was bei der akuten Exposition stirker ausfiel als
unter chronischen Bedingungen. Weiterflihrende Messungen der extrazellularen Konzentration
von IL-1B und gespaltener Caspase-1 mittels ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
ergaben eine erhohte Freisetzung beider Proteine beim akuten Ansatz und eine Reduktion bei
einer chronischen Hydrocortison-Exposition (Abb. 8). Dies deutet darauf hin, dass chronisch
verabreichtes Hydrocortison zu einer verminderten Produktion und Reifung von IL-1p und
Caspase-1 fuhrt, wohingegen eine akute Gabe die Freisetzung beider Proteine begunstigt und
der regulatorische Effekt physiologischer Hydrocortison-Konzentrationen sogar ausgesetzt
wird (Han, Choukér, Moser, 2024 [101]).
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Abb. 8 Eine akute Erhéhung der Hydrocortison-Konzentration fordert die Freisetzung von IL-1f und
gespaltener Caspase-1. THP-1 Makrophagen wurden mit 0.1 pg/ml Hydrocortison (HC) vorbehandelt. Ein akuter
Anstieg umfasste die Erhéhung auf 0.2 oder 0.4 pg/ml bei Pyroptoseinduktion. Bei chronischer Exposition lagen
die Hydrocortison-Konzentrationen konstant bei 0.2 oder 0.4 pg/ml. Zellen, die nicht mit Hydrocortison behandelt
wurden dienten als Negativkontrolle. Werte zeigen n-fache Anderung der Konzentration im Zelliiberstand von (a)
IL-1B und (b) Caspase-1 zur Negativkontrolle (n=3). Unterschiede zwischen den Gruppen mittels one-way

ANOVA., *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.001 (Han, Choukér, Moser, 2024 [101]).
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Dies spiegelte sich in Analysen zum Zelliberleben wider. Die durchflusszytometrische
Quantifizierung pyroptotischer Zellen und Immunoassays zur Messung der Zelllyse anhand der
Lactatdehydrogenase Konzentration ergaben Werte beim akuten Expositionsansatz, die
vergleichbar zur Negativkontrolle gewesen sind. Bei chronisch mit Hydrocortison behandelten
Zellen hingegen wurde eine Reduktion von Pyroptose und Zelltod festgestellt (Han, Choukér,
Moser, 2024 [101]). Die Ergebnisse dieser in vitro Untersuchungen verdeutlichen drei
bedeutende Zusammenhdnge zwischen Hydrocortison und dessen Effekt auf Pyroptose bei
THP-1 Makrophagen. Es wurde erstens festgestellt, dass unter Hydrocortison-defizienten
Bedingungen eine physiologische Regulation der IL-1f Produktion ausbleibt. Patienten mit
Nebenniereninsuffizienzen konnten daher ein erhohtes Risiko fir eine exzessive
Zytokinausschuttung bei bakteriellen Infektionen haben. Zweitens kdnnte ein dahnliches Risiko
bei einer akuten Verabreichung von hohen Hydrocortison-Konzentrationen auftreten. Denn
beim akuten Ansatz beobachteten wir eine erhéhte Freisetzung von IL-1, ohne dass vermehrt
Zelltod aufgetreten ist, was auf eine Hyperaktivierung der THP-1 Makrophagen schlief3en l&sst.
Addiert sich die IL-1B Freisetzung, die aufgrund der Inflammasomaktivierung durch das
Pathogen selbst und durch DAMPs von umliegenden sterbenden Zellen stattfindet mit der
zusétzlichen Verabreichung von hochkonzentriertem Hydrocortison, kann auch dies zu
ubermalig hohen IL-1p Werten fiihren. Drittens und abschlieRend wird die Pyroptoseaktivitat
von Makrophagen durch chronisch hohe Hydrocortison-Dosen deutlich reduziert, was zu einer
potentiell reduzierten Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten fuhrt, die das Abtéten und
Beseitigen des Pathogens vermitteln wirden. Eine zusatzliche medikamentdse Behandlung mit
Hydrocortison oder anderen Glukokortikoiden konnte die Immunantwort weiter
beeintréchtigen.

4.3.2 Modulation der Monozyten- und T-Zellaktivierung durch veranderte

Gravitation

4.3.2.1 Der Einfluss von Mikro- und Hypergravitation
Es ist bekannt, dass Monozyten und auch andere Zellen des Immunsystems eine
Empfindlichkeit gegeniuber physikalischen Faktoren aufweisen [5]. Die Physiologie eines jeden
Lebewesens auf der Erde ist an die Gravitation von 1g angepasst. Wird von dieser Norm
abgewichen, stellt das eine einzigartige Extrembedingung dar, einzelne Zelltypen in ihrer
Funktion und Dysfunktion besser zu verstehen und dadurch fir den Fall von auftretenden

Dysfunktionen innovative Gegenmalinahmen entwickeln zu kénnen.
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Zur ndheren Charakterisierung der Verénderungen von Immunfunktionen unter verénderter
Gravitation untersuchten wir den Aktivitatsstatus von Monozyten und T-Zellen sowie das
Zytokinprofil nach einem ex vivo Vollblutinkubationsassay im Parabelflug (Moser et al., 2019
[102]). Insgesamt wurden die Ansétze sechs Stunden mit LPS, HKLM oder PWM inkubiert,
wobei zwei Stunden der Gesamtinkubationsdauer unter alternierender Mikro (1x10*g)- und
Hypergravitation (1,89) stattgefunden haben. Das durch Fluorochrom-konjugierte Antikoper
und  Durchflusszytometrie  ermittelte  Level der  Oberflachenexpression  von
Aktivierungsmarkern ergab zwei unterschiedliche Aktivitatsmuster bei Monozyten: Zum einen
haben wir eine erhohte Aktivierung der Zellen durch eine Antigeninkubation unter
alternierender Gravitation mittels Analyse der CD69 Expression quantifiziert. Andererseits
fihrten diese Bedingungen im Vergleich zur Bodenkontrolle auch zu einer reduzierten
Expression von TLR2 und HLA-DR auf der Zelloberflache (Moser et al., 2019 [102]), was fur
eine Suppression von Monozyten spricht [103, 104] (Abb. 9).
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Abb. 9 Expression von Oberflachenmarkern auf Monozyten nach einem Vollblutinkubationsassay im
Parabelflug. Expression der Aktivierungsmarker (a) CD69, (b) TLR2 und (c) HLA-DR auf CD14* Monozyten
nach einer Inkubation mit LPS, HKLM und PWM. Balkendiagramme zeigen Mittelwerte von CD14/CD69,
CD14/TLR2 oder CD14/HLA-DR doppelpositiven Monozyten (n=3). Unterschiede zwischen den Gruppen mittels
Zwei-Stichproben-t-Test, *P < .05, **P < .01, ***P < .001 (Moser et al., 2019 [102]).

Dieses Muster konnten wir durch Analysen zur Zytokinausschuttung bestétigen. Die Inkubation
mit LPS, HKLM und PWM wéhrend dem Parabelflug resultierte in einer verstarkten
Freisetzung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-2, IL-6 und TNF, aber auch des anti-
inflammatorischen IL-10. Hingegen hatte alternierende Gravitation keinen Einfluss auf die
Oberflachenexpression von CD69, CD28 und CD152 auf CD4" und CD8* T-Zellen (Moser et
al., 2019 [102]). Zur Kl&arung, welche der beiden Gravitationsbedingungen eine aktivierende
und welche eine supprimierende Wirkung auf die untersuchten Leukozyten hat, folgten

Stimulationsexperimente unter simulierter pug (s-pg) durch zweidimensionale Klinorotation
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und unter milder Hypergravitation von 2,8g. Die Expressionen der Aktivierungsmarker auf der
Oberflache von Monozyten zeigten keine signifikanten Anderungen zwischen einer
Antigeninkubation bei 1g oder s-pug bzw. bei Hypergravitation. Allerdings wiesen die
Medianwerte der CD80 Expression eine deutliche, wenn auch nicht signifikante Erh6hung
unter einer Antigeninkubation in s-pg auf. Die gemessenen Konzentrationen der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1a, IL-1B und TNF waren nach einer Antigeninkubation in s-
pg deutlich erhoht (Moser et al., 2023 [105]), was fir IL-1p ebenfalls in echter pug auf der ISS
beobachtet wurde [64]. Erfolgte die Inkubation in Hypergravitation, waren die

Zytokinkonzentrationen im Vergleich zur 1g Kontrolle deutlich reduziert (Abb. 10).
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Abb. 10 Differenzielle Effekte von s-pug und Hypergravitation (2,8g) auf die Ausschittung von IL-1f und
TNF im Vollblutinkubationsassay. Nach einer sechsstiindigen Inkubation mit den Antigenen HKLM und PWM
in s-pug und Hypergravitation (2,8g) wurde die Konzentration von IL-1f und TNF quantifiziert und mit der 1g
Kontrolle verglichen (n=5). Unterschiede zwischen den Gruppen mittels Zwei-Stichproben-t-Test oder Mann
Whitney U Test, *P < .05 (Moser et al., 2023 [105]).

Invers verhielt sich die Aktivierung von T-Zellen unter s-pg. Nach Stimulationen mit HKLM
und PWM in s-pg wurde bei CD4" und CD8" T-Zellen eine signifikante Reduktion der CD69-
Oberflachenexpression, also eine verminderte Aktivierung im Vergleich zur 1g Kontrolle
gemessen (Abb. 11). Auch die Konzentrationen des T-Zell spezifischen Zytokins IFNy waren
nach den Antigeninkubationen in s-pg tendenziell reduziert (Moser et al., 2023 [105]).
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Abb. 11 Oberflachenexpression von
CD69 auf CD4* und CD8"* T-Zellen.
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Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass s-pg das pro-inflammatorische Potenzial von
Monozyten verstarkt, wohingegen milde Hypergravitation von 2,89 zu einer reduzierten
Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine fiihrt. T-Zellen hingegen sind durch s-pg in ihrer
Aktivierbarkeit gehemmt und von einer alleinigen Exposition mit milder Hypergravitation
unbeeinflusst. Die gegenldufigen Beobachtungen der Monozytenaktivierung, die wir im
Parabelflugexperimenten gemacht haben (Moser et al., 2019 [102]), kénnen durch die
persistierend alternierenden Gravitationsbedingungen erkléart werden, von denen bekannt ist,

dass sie die CD69-Expression auf Leukozyten erhohen kdnnen [106].

4.3.2.2 Prakonditionierung durch Hypergravitation
Zur Klarung unserer Frage, ob den inflammationsférdernden Effekten von s-ug auf Monozyten
und den inhibierenden Auswirkungen auf T-Zellen durch Hypergravitation (2,89)
entgegengewirkt werden kann, wurde der Vollblutinkubationsassay mit den Antigenen HKLM
und PWM unter drei unterschiedlichen Sequenzen alternierender Gravitationslevel
durchgefuhrt. Es wurde ein Préakonditionierungsansatz erprobt, bei dem die Inkubation zuerst
fur zwei Stunden in Hypergravitation absolviert und anschliefend fir vier Stunden in s-pg
fortgefuhrt wurde. Zudem wurden zwei Ansétze implementiert, bei dem die Hypergravitation

entweder in der Mitte oder am Ende der Inkubation in s-pg angesetzt wurde (Abb. 12).
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Seql: Preconditioning with hypergravity Seq2: Intermediate hypergravity Seq3: Hypergravity at the end
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Abb. 12 Schemata zu den unterschiedlichen Behandlungsansédtzen mit Hypergravitation. (Seql)
Prékonditionierung mit Hypergravitation; Therapeutische Ansédtze mit Hypergravitation inmitten (Seg2) oder am
Ende (Seq3) einer Antigeninkubation in s-ug (Moser et al., 2023 [105]).

Im Rahmen dieser erprobten Behandlungssequenzen konnten wir ausschlie3lich durch den
Préakonditionierungsansatz einen protektiven Effekt auf die T-Zellaktivierung bewirken. Die
Oberflachenexpression von CDG69 erreichte bei beiden T-Zell Subtypen wieder das Niveau der
1g Kontrolle (Abb. 13) und die Freisetzung von IFNy war im Vergleich zu den anderen
Ansétzen erhoht. Dem erhohten pro-inflammatorischen Potenzial der Monozyten konnte nicht
entgegengewirkt werden (Moser et al., 2023 [105]). Das Prinzip der Préakonditionierung beruht
auf der Exposition von Zellen, Geweben oder einem Organismus mit einem initialen und in
seiner Intensitat nicht schadlichen Stimulus, der zu einer Toleranz gegeniiber einem spateren
und intensiveren Stimulus der gleichen Art fuhren soll. Die Wirksamkeit dieses Prinzips wurde
auf medizinischer Ebene bereits anhand der hypoxischen, pharmakologischen und

ischamischen Prakonditionierung belegt [107].
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Abb. 13 Oberflachenexpression von CD69 auf CD4* und CD8* T-Zellen nach den Behandlungssequenzen
Seql-Seq3. Nach einer sechsstlindigen Inkubation mit dem Antigen PWM in s-ug unter dem Ansatz der
Prékonditionierung mit Hypergravitation (2,8g) (Seql), oder Hypergravitation inmitten (Seq2) oder am Ende
(Seq3). Der Anteil CD4/CD69 bzw. CD8/CD69 doppelpositiver Zellen wurde durchflusszytometrisch ermittelt
(n=8). Unterschiede zwischen den Gruppen mittels Zwei-Stichproben-t-Test oder Mann Whitney U Test , *P <
.05, **P < .01 (Moser et al., 2023 [105]).
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Die Erkenntnisse aus diesen Untersuchungen stellen einen ersten Ansatzpunkt zur Entwicklung
von GegenmaRnahmen von raumfahrtbedingten Immundysfunktionen dar, die auf
Prékonditionierung mit Hypergravitation beruhen. Allerdings implizieren diese Beobachtungen
auch, dass durch milde Hypergravitation auch beeintrachtigten Immunfunktionen bei Patienten
auf der Erde entgegengewirkt werden kann, was weiterer Untersuchungen in der Zukunft
bedarf. Die Wirksamkeit von Hypergravitation auf andere physiologische Systeme und
Krankheitsbilder wurde bereits erwiesen. So wurde im Nagetiermodell gezeigt, dass
Hypergravitation das Muskelvolumen und die Knochendichte erhéht [108, 109], was in
medizinischen Rehabilitationsprogrammen und bei Menschen mit altersbedingten
Erkrankungen wie Osteoporose vorteilhafte therapeutische Effekte hervorrufen kann.
Tatsachlich findet Hypergravitation bereits seit vierzig Jahren Einsatz in der Humanmedizin.
In Uruguay werden Patienten mit GefalRerkrankungen wie koronaren Herzerkrankungen,
Lymphddemen und dem sekundaren Raynaud Syndrom erfolgreich durch die Exposition mit

milder Hypergravitation therapiert [110].

5. Zusammenfassung und Ausblick

Monozyten weisen in unterschiedlichen Kontexten der Infektion und Inflammation
differenzielle Muster in ihrer Funktionalitdt auf. Die préasentierten Ergebnisse dieser Arbeit
beantworten die eingangs formulierten Fragen. Wir konnten zeigen, inwieweit schwere
systemische Infektionen unterschiedlichen Ursprungs die Immunantwort und insbesondere die
Monozytenreaktion, auf eine Sekundérinfektion verandern. Bei schwer erkrankten COVID-19
Patienten mit ARDS tritt im Vergleich zu Sepsispatienten nach einem initialen Zytokinsturm
keine Immunparalyse ein und eine Uberwiegend intakte multifunktionale Zytokinantwort auf
Stimulation mit mitogenen, bakteriellen und fungalen Antigenen bleibt erhalten. Allerdings
wurde eine selektive Immunsuppression gegeniiber Candida albicans bei den COVID-19
Patienten identifiziert, was eine erhéhte Aufmerksamkeit behandelnder Arzte auf Kandidosen
bei diesem Patientenkollektiv lenken sollte. Zur Prifung, ob diese selektive Immunsuppression
spezifisch fir Candida albicans auftritt oder auch fiir andere klinisch relevante Candida-
Stdmme, werden derzeit weiterfihrende Untersuchungen durchgefiihrt und zugrundeliegende
Mechanismen auf molekularer Ebene untersucht. Durch die Behandlung der Fragestellung, wie
Monozyten mit SARS-CoV-2 infiziert werden, haben wir gezeigt, dass die pro-
inflammatorischen Konditionen wahrend COVID-19 eine verstarkte Expression des Chaperons
GRP78 auf der Zelloberflache von Monozyten induzieren, welches in einen alternativen

Eintrittsmechanismus von SARS-CoV-2 in diese Zellen involviert ist und deren pro-
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inflammatorisches Potenzial weiter fordert. Eine pharmakologische Blockade von csGRP78
konnte daher dazu beitragen, das hyperinflammatorische Syndrom wéhrend COVID-19 zu
reduzieren. Hier konnte der Einsatz des niedermolekularen Inhibitors BOLD-100 erwogen
werden, welcher die verstéarkte Expression von GRP78 inhibiert und bereits in klinischen Phase

1b/2 Studien bei der Therapie von gastrointestinalen Tumoren getestet wird.

Der dritten Frage dieser Arbeit, inwieweit Immun(dys)funktionen durch medikamentése und
physikalische bzw. mechanische Behandlungsstrategien manipuliert werden kénnen, wurde
durch in vitro Untersuchungen nachgegangen. Im Rahmen des medikamentdsen Ansatzes
haben wir die Effekte von akut oder chronisch verabreichtem Hydrocortison auf die Pyroptose
bei bakterieller Infektion verglichen. Dabei konnten wir ausarbeiten, dass chronisch hohe
Hydrocortison-Konzentrationen, wie sie auch bei gestressten oder immunsupprimierten
Patienten vorzufinden sind, Pyroptose inhibieren. Akute Erhdhungen der Hydrocortison-
Konzentration, wie sie bei medikamentéser Einddmmung der Inflammation auftreten, zeigen
aber eine verstarkte Freisetzung von IL-1B. Diese Erkenntnisse konnten klinisch auf eine
individuelle Bewertung der Dosierung und Dauer von Hydrocortison in Abhangigkeit des
endogenen Cortisolspiegels verwendet werden. IL-1B konnte hierbei als Marker fur den

aktuellen Aktivitatszustand von Monozyten und Makrophagen herangezogen werden.

Als physikalische Behandlungsstrategie haben wir ex vivo Expositionsexperimente mit realen
und simulierten Gravitationsanderungen durchgefiihrt. Monozyten wiesen hierbei ein durch
alternierende Gravitation, aber auch in simulierter pg ein erhohtes pro-inflammatorisches
Potenzial auf. T-Zellen hingegen weisen in simulierter pg eine verminderte Aktivierbarkeit auf,
der durch eine Prakonditionierung mit milder Hypergravitation entgegengewirkt werden kann.
Da milde Hypergravitation nachgewiesenermafen gut toleriert wird [110] kdnnte die
Erprobung eines therapeutischen Ansatzes mit Hypergravitation zur Behandlung von T-Zell
Defekten erwogen werden. Fiir eine erste Uberpriifung dieses Konzeptes in vivo ist im
Nagetiermodell ein autologer T-Zelltransfer nach einer Exposition der Zellen mit
Hypergravitation bei immundefizienten Mausen und eine anschlieBende Analyse der

Immunkompetenz denkbar.
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