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1. Zusammenfassung

Die von SARS-CoV-2 ausgeloste Erkrankung COVID-19 fihrte seit dem erstmaligen
Auftreten in Wuhan 2019 zu einer anhaltenden Pandemie und bisher mehreren Millionen
Toten. Fruhzeitig gab es Hinweise auf schwere Dysregulationen des Immunsystems in
Folge der Infektion. Die Pathogenese der durch SARS-CoV2 ausgeldsten
Komplikationen ist noch nicht vollstandig geklart. In dieser Arbeit berichten wir tber die
Analyse des zellularen Immunstatus, der Verhéltnisse der Immunzell-Populationen
zueinander, Monozyten Subpopulationen, Immunglobuline und klinische Charakteristika
von Patienten mit COVID-19, die von April 2020 bis Juli 2020 auf einer Intensivstation
(ICU) (N = 23) und einer Normalstation (NCU) (n = 10) behandelt wurden, im Vergleich
zu zwei Kontrollgruppen: Diese bestanden ersten aus Patienten, die aus nicht-
infektiosen Griinden auf der ICU behandelt wurden (n = 30) und zweiten aus Patienten,
die wegen anderer Infektionen als COVID-19 auf der NCU behandelt wurden (n = 21).
Patienten mit COVID-19 auf ICU wiesen im Vergleich zu den anderen Kohorten
signifikante Unterschiede auf, darunter eine niedrigere Zahl an Lymphozyten, eine
geringere Anzahl von CD8+ T-Zellen, einen geringeren Prozentsatz aktivierter und
intermediarer Monozyten und ein erhOhtes B/T8-Zellverhaltnis. Die verstorbenen
Patienten mit COVID-19 auf der ICU wiesen eine geringere Anzahl von B-, T-, CD4+ T-
, CD8+ T-Lymphozyten, NK-Zellen und aktivierten Monozyten auf. Das B/T8-Verhaltnis
zeigte sich in der Gruppe der Patienten, die COVID-19 Uberlebten signifikant erniedrigt.
In Patienten mit COVID-19 auf ICU wurden signifikant héhere IgG1l und IgG3 Werte
festgestellt, wahrend Patienten mit COVID-19 auf NCU im Vergleich zu Patienten, die
wegen anderen Infektionen als mit SARS-CoV2 auf einer NCU behandelt wurden,
erhohte Werte von IgG3 aufwies. Zusammenfassend neben vielen anderen
Veranderungen des Immunsystems wurden ein erhéhtes B/T8-Zell-Verhéltnis und eine
geringere Anzahl aktivierter Monozyten vor allem bei Patienten mit schwerem COVID-
19 beobachtet. Beide Parameter waren in Patienten mit COVID-19 auf ICU mit einem

erhohten Sterberisiko assoziiert.



Summary

Cellular and humoral immune response in patients with COVID-19

The disease caused by SARS-CoV-2 — COVID-19 —initiated a persistent pandemic since
its first case in Wuhan in 2019, being responsible for millions of deaths. Already in the
earlier phases of the pandemics there were signs of a severe immune dysregulation
following the infection. The pathogenesis of complications caused by SARS-CoV2 has
not been fully elucidated. In this work, we report of the analysis of cellular immune status,
ratios of immune cell populations, monocyte subpopulations, immunoglobulins and
clinical characteristics of patients with COVID-19 treated in an intensive care unit (ICU)
(cohort 1, N = 23) and a normal care unit (NCU) (cohort 2, n = 10) compared with control
groups: patients treated in the ICU for non-infectious reasons (cohort 3, n = 30) and
patients treated in the NCU for infections other than COVID-19 (cohort 4, n = 21).
Patients in cohort 1 had significant differences compared to the other cohorts, including
lower lymphocyte counts, lower CD8+ T cell counts, lower percentages of activated and
intermediate monocytes, and increased B/T8 cell ratios. The deceased patients in cohort
1 had lower numbers of B, T, CD4+ T lymphocytes, CD8+ T lymphocytes, NK cells, and
activated monocytes. The B/T8 ratio was found to be significantly decreased in the group
of patients who survived COVID-19. Cohort 1 showed significantly higher IgG1 and IgG3
levels, while cohort 2 showed increased levels of IgG3 compared with patients treated
for infections other than SARS-CoV2 in an NCU. Among many other immune system
changes, an increased B/T8 cell ratio and a lower number of activated monocytes were
observed in patients with severe COVID-19. Both parameters were associated with an

increased risk of death in cohort 1.



2. Einleitung
2.1 SARS-CoV-2: Virus Charakteristika

2.1.1 Klassifikation und Struktur

Das ,Severe Acute Respiratory Syndrom Coronavirus Type 2“ (SARS-CoV2) ist ein
neuartiges Beta-Coronavirus, das zu der Familie der humanen Coronaviren gehort und
im Dezember 2019 in Wuhan als Ausléser der Erkrankung ,,Corona Virus Disease 2019"
(COVID-19) identifiziert wurde.* Coronaviren sind RNA-Viren mit ungewodhnlich langen
Genomen. Ihr Name stammt von den Kronen-ahnlicher Strukturen auf ihrer Oberflache
ab.?

Sie gehdéren zu der Gruppe der Nidovirales Viren, die vier Familien umfasst:
Coronaviridae, Arteriviridae, Mesoniviridae und Roniviridae. Die Coronaviridae Familie
kann weiter in zwei Unterfamilien klassifiziert werden:Torovirinae und Coronavirinae.
Letztere wird in weitere vier Gattungen unterteilt: Alpha, Beta, Gamma und Delta.? Es
gibt insgesamt sieben bekannte Coronaviren, die Menschen infizieren kénnen. (Tabelle
1).2 Wahrend 229E, NL63, OC43, HKU1 nur die oberen Atemwege infizieren und ein
milderes Krankheitshild verursachen, konnen sich SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 und
MERS im unteren Atemweg vermehren und schwere Pneumonien mit akutem

Lungenversagen (Acute Respiratory Distress Syndrom) verursachen.t4®

Tabelle 1: Humanpathogene Coronaviren

Virus Gattung
229E Alpha
NL63 Alpha
0cC43 Beta
HKU1 Beta

Middle East Respiratory Syndrom | Beta
Coronavirus (MERS)
SARS-CoV-1 Beta
SARS-CoV-2 Beta

SARS-CoV-1 CoV-und 2 enthalten vier strukturelle Hauptproteine: Spike (S), Membrane

(M), Envelope (E) und Nucleocapsid (N). Die S-Proteine sind Trimere Proteine mit einem
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Diameter von circa 150 Angstrémé. Die zwei Untereinheiten (S1 und S2) des S-Proteins
werden durch eine Fusion-vermittelte Spaltung gebildet.” S1 besteht aus einer
aminoterminalen Doméne wund einer rezeptorbindenden Doméne (RBD). Die
Untereinheit S2 besteht aus einem Fusionspeptid und zwei ,heptad repeat regions”, HR1
und HR2°® (Abbildung 1). Obwohl das S Protein eine wichtige Rolle fir den
Infektionsmechanismus von SARS-CoV?2 spielt, triggert die Erkennung des Proteins eine
Immunantwort gegen das Virus. Interessanterweise kann das Virus die Prasentation des
Spike-Proteins reduzieren, was einen wichtigen Evasionsmechanismus des Virus

darstellt.?

SARS-CoV-2 ist ein RNA-Virus, das ein Genom von 29.903 Nukleotiden und 29
Proteinen besitzt.® Mutationen koénnen in jeder Region seines Genoms auftreten,
allerdings bleiben viele ohne Auswirkung, da sie weder die primére Aminosauresequenz
noch die Funktion der translatierten Proteine betreffen. Allerdings kénnen manche
Mutationen, oder Kombinationen von Mutationen einen Uberlebensvorteil bedeuten.
Diese viralen Subgruppen, deren Mutationen einen Uberlebensvorteil mit sich bringen,
haben das Potenzial sich schnell auszubreiten und verandern sowohl die Infektionsraten
als auch das klinische Bild von COVID-19. Subgruppen von SARS-CoV-2 mit
funktionellen Mutationen werden als Varianten bezeichnet. Seit Beginn der Pandemie
wurden bereits verschiedene virale Varianten nachgewiesen wodurch sich das Bild der
Pandemie graduell gewandelt hat.’® Diejenigen Varianten, die eine nachteilige
Veranderung der COVID-19-Epidemiologie, eine Zunahme der Virulenz, eine
Veranderung des klinischen Krankheitsbildes oder eine Verringerung der Wirksamkeit
von MalRhahmen im Bereich der offentlichen Gesundheits- und Sozialfiirsorge oder von
verfugbaren Diagnostika, Impfstoffen und Therapeutika bedeuten, werden als
besorgniserregende SARS-CoV-2-Virusvarianten (,Variants of concern® VOC)

bezeichnet.

Besonders relevant sind die Delta Variante (B.1.617.2), die neun
Aminosaurednderungen (T19R, G142D, FR156=157del, R158G, L452R, T478K, D614G,
P681R, D950N) im Spike-Protein akkumulierte!* und eine erhohte Mortalitat und
Morbiditat verursachte® und die wahrend des Schreibens dieser Arbeit dominante
Omikron Variante, die im November 2021 in Afrika entdeckt wurde.*** Die Variation
ihres Spike-Proteins wird durch 30 Mutationen bestimmt, von denen 15 in der RBD
auftreten, sowie durch drei Deletionen und eine Insertion. Daten weisen darauf hin, dass
die Mutationen der Omikron Variante eine erhohte Ubertragbarkeit bei jedoch

verminderter Pathogenitat bei Immunkompetenten bedingen.®
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Abbildung 1 A) zeigt eine graphische Reprasentation der Spike-Protein des SARS-
CoV2. B) zeigt die Genkarte der Spike-Protein verschiedener Coronaviren.

2.1.2. Infektionsmechanismen und viraler Zyklus
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SARS-CoV-2 infiziert hauptsatzlich epitheliale Zellen der Atemwege und der Alveolen,
Endothelzellen und Alveolarmakrophagen, die ,angiotensin converting enzyme 2“ (ACE-
2) und ,transmembrane protease, serine 2“ (TMPRSS2) exprimieren, welche als
Rezeptoren fir den Zelleintritt des Virus dienen.'”** Uber S1-RBD bindet SARS-CoV-2
an ACE-2. Zellproteasen (insbesondere TMPRSS2) schneiden anschlieBend S1/S2,
sodass sich das Fusionspeptid mit der Zielzellmembran verbinden kann. Durch weitere
strukturelle Veranderungen in S2 verbinden sich HR1 und HR2, was zur Fusion des
Virus mit der Zellmembran und Freisetzung des Virusmateriales in das Zytoplasma fuhrt
(Abbildung 2).*

Host cytoplasm

cleavage

S2 fusion
domain

Quelle: Shekhar et al 2020.20

Abbildung 1 zeigt die Virale Infektion durch Interaktion der Spike-Protein (Bindung,
Spaltung, Fusion mit Zellmembran und Eintritt in die Wirtszelle) mit dem ACE-2
Zellrezeptor

Im Gegensatz zu SARS-CoV, SARS-CoV2 besitzt eine zusétzliche Schnittstelle, was
eine Pra-Aktivierung ermdglicht. Dies konnte die Infektion von Zellen mit niedriger
TMPRSS2-Expression erleichtern und so zu der hohen Infektiositat des Virus beitragen.®
Alternativ kann der Zelleintritt des Virus tber CD147 erfolgen.? SARS-CoV-1 besitzt
auch wie SARS-COV-2 ACE-2 als Rezeptor. MERS dagegen DPP4.?

Nach Zellinfektion nutzt das Virus den Transkriptions- und Translationsapparat der

Zielzelle zur RNA-Replikation (Uber eine neu translatierte virale RNA-Polymerase) und
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Proteinsyntese.”? Nach Zusammensetzung der viralen Proteine und RNA zu
vollstéandigen Viruspartikeln werden diese durch Exozytose freigesetzt, um weitere

Zellen zu infizieren.®

2.1.3. Ubertragung, Inkubation und Ausscheidung

Die Infektion mit SARS-CoV-2 geschieht hauptséchlich durch Kontakt der Schleimhaute,
insbesondere der oberen Atemwege, mit infektiossen Tropfchen, die das Virus
enthalten.?* Solche infektiosen Partikel entstehen beim Atmen, Husten, Sprechen,
Singen und Niesen und unterteilen sich je nach Gré3e in groRere Tropfchen (5 - 10 um
Diameter), die schnell zu Boden fallen, und kleinere Partikel (< 5 um), die Aerosole bilden
und Uber langere Zeit in der Luft bleiben kénnen. Als Aerosol kénnen sich die Partikel

Uber groRere Distanzen verteilen.?>%

Ahnlich zu anderen respiratorischen Viren kann SARS-CoV2 durch verschiedene
Mechanismen Ubertragen werden: Direkter Kontakt, Tropfchen- und Luftibertragung.®
Die Kontaktlbertragung entspricht einer Infektion, die durch direkten Kontakt mit einer
infektidsen Person (z. B. Handedruck) oder mit kontaminierten Oberflachen stattfindet.?’
Studien zeigten, dass SARS-CoV-2 his zu 72 Stunden auf Plastik und 48 Stunden auf
Edelstahl ansteckungsfahig bleiben kann. Auf bestimmten glatten Oberflachen bleibt
SARS-CoV-2 sogar bis zu 7 Tage stabil.?”*® Zudem kann das Virus mehrere Stunden im
Stuhl und drei bis vier Tage im Urin ansteckungsfahig bleiben.?® Obwohl das Virus tber
langere Zeit auf manchen Oberflachen lebensfahig bleiben kann, gibt es keine Studien,
die diesen Ubertragungsweg genau untersuchten. Da viele Personen, die Kontakt mit
kontaminierten Oberflachen haben, oft auch Kontakt mit infektidsen Patienten hatten, ist
es schwierig die Relevanz der Ubertragung durch Kontakt zu kontaminierten
Oberflachen zu beurteilen. Sie wird aber eher als von geringer Bedeutung

eingeschatzt.?3°

Die Infektion durch kontaminierte Tropfchen geschieht vor allem bei engem Kontakt (bis
zwei Meter) mit infizierten Personen, wenn infizierte Sekrete oder Tropfchen den Mund,
die Nase oder die Augen einer weiteren Person erreichen.3® Die zwei bisher
beschriebenen Ubertragungswege stellen die Hauptinfektionmechanismen fir SARS-
CoV2 dar. Das Virus kann jedoch unter bestimmten Umstanden auch Uber Luft
Ubertragen werden. Hierzu zahlen u.a. der Aufenthalt in geschlossenen R&umen,
prolongierte Exposition zu respiratorischen Partikeln und unzureichende Bellftung von

Raumen.?
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Qun et al. beschrieben eine mittlere Inkubationszeit des Virus von 5,2 Tagen wobei die
95. Perzentile bei 12.5 Tagen lag.*> Der Zeitpunkt der hdchsten Viruslast in den
Atemwegen variiert und tritt zwischen dem Tag des Symptombeginns bis ca. 4 Tage
danach auf.®3* Allerdings ist das Virus in manchen Fallen bereits 4 Tage vor
Symptombeginn nachweisbar,** was bedeutet, dass auch asymptomatische Personen
das Virus ubertragen konnen. SARS-CoV2 kann noch mehrere Tage nach
Symptombeginn durch nasopharyngeale Abstriche nachgewiesen werden, jedoch fallt
die Viruslast linear nach Beginn der Beschwerden.**3¢ Die Infektiositat scheint ca. 8 Tage
nach Symptombeginn deutlich zu sinken und lebende Viren kénnen zu diesem Zeitpunkt
nicht mehr kultiviert werden. Dies kann sich deutlich bei immunsupprimierten Patienten
unterscheiden®* Daruber hinaus wurde SARS-CoV-2 auch in analen Abstrichen von
COVID-19 Patienten nachgewiesen.?~* In manchen Fallen auch noch nach negativen
nasopharyngealen Abstrichen, was dafir spricht, dass eine fakal-orale Ubertragung des
Virus moglich sein konnte. Allerdings priuften nur wenige Studien, ob die im analen
Abstrich gefundenen Viren vermehrungsfahig waren, was eine wichtige Rolle fir die
Infektiositat spielt.*° In Anbetracht der aktuellen Evidenz scheint eine Ubertragung des
Virus durch kontaminierten Stuhl mdglich zu sein. Recht zuverlassig riesig auf die

regionale Ausbreitung durch SARS-CoV-2 Nachweis in der Kanalisation bestimmen.*

2.2 COVID-19

2.2.1. Epidemiologie

Beginnend im Dezember 2019 wurden in Wuhan, China, mehrere Falle einer
,Pneumonie unbekannter Ursache” identifiziert.3> Die ersten drei Patienten wurden am
27.12.2019 im Krankenhaus Jin Yin-tan aufgrund einer schweren Pneumonie stationar
aufgenommen. Dank des Uberwachungsmechanismus, der im Jahr 2003 auf dem
Boden des SARS-Ausbruchs implementiert wurde, konnten die chinesischen
Gesundheitsbehdrden relativ schnell reagieren. Am 31.12.2019 versandte das Chinese
Center fir Disease Control ein Notfallteam zur weiteren Abklarung.*® Innerhalb weniger
Wochen hatte sich das Virus weltweit ausgebreitet. In Deutschland wurde der erste Fall
einer Infektion am 27. Januar 2020 gemeldet.*> Mit Stand 24. Juni 2022, meldet das
Robert Koch-Institut (RKI) 27.681.775 laborbestatigte SARS-CoV-2-Falle und 140.650
Todesfalle in Detuschland.*® Die nachfolgend berichteten Zahlen und Studien beziehen
sich auf die epidemiologische Lage wie sie zum Abschluss der Studie Ende Juli 2020

vorlag. Zudem beziehen sich die folgenden klinischen und epidemiologischen Daten auf
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die Alpha-Variante, die zum Zeitpunkt der Studie die dominierende Variante war. Diese

Daten konnen in Abhéngigkeit der Variante unterschiedlich sein.

Nicht alle mit SARS-CoV-2 infizierten Patienten erkranken unweigerlich. Die Rate
asymptomatischer Infektionen liegt bei etwa 40 - 50%.* Diese Tatsache ist von
besonderer Bedeutung, da auch asymptomatische Patienten ansteckend sein kdnnen,
weshalb HygienemalRnahmen wie z. B. die hausliche Quarantane bei Personen, die
engen Kontakt zu COVID-19 Patienten hatten, auch bei Abwesenheit von Beschwerden
wichtig sind. Als Alternative kann das Infektionsgeschehen mit Hilfe der Rate der
Patienten, die Symptome entwickeln, Uber den so genannten Manifestationsindex,
abgeschatzt werden. Er wird in verschiedenen Ubersichtsarbeiten auf 55 - 85%

geschatzt.*>

Die Mehrheit der Patienten mit COVID-19 entwickeln nur ein mildes Krankheitsbild. Die
Hospitalisierungsraten variieren deutlich in  Abhangigkeit von Alter und von
Virusvariante. GroRe Kohorten in China fanden Hospitalisierungsraten von 1,2 % fir
Patienten zwischen 20 - 29 Jahre und bis zu 18,4 % fir Patienten, die Uber 80 Jahre alt
sind#” In den USA lag zwischen Januar und May 2020 die generelle
Hospitalisierungsrate fiir COVID-19 bei 14 %, die ICU-Hospitalisierung bei 2 % und die
COVID-19 bedingten Todesfalle bei 5 %.* Die Notwendigkeit zur Hospitalisierung war
hierbei sechsfach hoher bei Patienten mit bekannten Begleiterkrankungen wie
chronischer Niereninsuffizienz chronischer Lebererkrankung, chronischen
Lungenerkrankungen, Immunsuppression, Autoimmunerkrankungen oder
neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen. Die amerikanischen Daten basieren
sich auf den Fallen mit ausreichenden Angaben zu den zu Grunde liegenden
Gesundheitsbedingungen. Die etwas htheren Zahlen lassen sich am Ehesten durch

eine Selektionsverzerrung in dieser Population erklaren

Fur manche Patienten kann COVID-19 jedoch todlich verlaufen. Zur Objektivierung
dieser Félle werden verschiedene epidemiologische Konzepte benutzt wie der Fall-
Verstorbenen-Anteil und die Letalitat.** Der Fall-Verstorbenen-Anteil berichtet den
kumulativen Anteil der verstorbenen Falle in einer Population, der verstorben ist. Mit der
Letalitat wird der Anteil der an COVID-19 Erkrankten, der verstirbt angegeben. Der Fall-
Verstorbenen-Anteil fir COVID-19 unterscheidet sich je nach Virusvariante,
Ausbruchsort und Alter der betroffenen Population.®> In Wuhan war der Fall-
Verstorbenen-Anteil bei 5,8 % im Vergleich zu 0,7 % im Rest Chinas.* Eine Studie mit
72.314 Féllen aus China zeigte einen generellen Fall-Verstorbenen-Anteil von 2,3 %, mit

14.8 % bei Patienten Uber 80 Jahren und 8 % flir Patienten von 70 und 79 Jahren.”! In
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Italien lag der Fall-Verstorbenen-Anteil im Marz 2020 bei 7,2 %.52 Eine weitere, Modell-
basierte Analyse mit Daten aus China fand einen Anteil von 1,3 % mit deutlich héheren

Werten bei alteren Patienten.*’

Es gibt steigende Evidenz, dass auch das Geschlecht Einfluss auf den Krankheitsverlauf
hat.>* Eine Metaanalyse von 85 veroffentlichen Arbeiten zeigte eine signifikante
Assoziation zwischen mannlichem Geschlecht und Mortalitat (OR = 1,81) sowie eine
hohere Wahrscheinlichkeit fir einen schweren Krankheitsverlaufe (OR = 1,46).>* Eine
Analyse von 10.926 COVID-19 assoziierten Todesfallen im Vereinigten Konigreich
zeigte ein signifikant erhdhtes Sterberisiko fur Manner im Vergleich zu Frauen (HZ =
1,59).%

2.2.2. Klinische Manifestationen

Patienten mit manifestem COVID-19 konnen sich mit verschieden schweren
Krankheitsverlaufen prasentieren. Die Schwergrade der Erkrankung werden von der
WHO in leicht, moderat und kritisch unterteilt. Die leichte Erkrankung entspricht einem
Krankheitshild ohne Pneumonie. Die moderate Erkrankung beschreibt eine Pneumonie
ohne Symptome einer schweren Pneumonie. Bei Auftreten einer schweren Pneumonie
mit Fieber, Atemfrequenz > 30/min, schwerer Luftnot oder peripherer Sauertoffsattigung
< 90 — 94 % unter Raumluft, wird die Krankheit als schwer klassifiziert. Eine kritische
Erkrankung wird diagnostiziert, wenn zu den Symptomen des schweren COVID-19 ein

akutes Lungenversagen (ARDS) oder eine Hyperinflammation hinzukommen.>®

Daten grof3er Kohorten beschreiben milde Symptome (mit oder ohne Pneumonie) in
etwa 81 — 86 % der Falle, einen schweren und kritischen Verlauf in ca. 14 % und 2 — 5
% der Falle.®®*°> Wie oben beschrieben sind Alter und Komorbiditaten wichtige

Risikofaktoren fur einen schweren Verlauf.>”

Die klassischen Symptome sind ahnlich denen anderer respiratorischer Viren und
bestehen typischerweise aus Husten, Fieber, Myalgien, Kopfschmerzen, Dyspnoe,
Halsschmerzen, Diarrhd, Ubelkeit/Erbrechen, abdominelle Schmerzen und Storung des

Geruchs- und/oder Geschmackssinns (Tabelle 2).48-5158

Tabelle 2 Vergleich der Haufigkeit von Symptomen in drei verschieden Landern:

Symptom Deutschland® | USA% China*
Husten 40 % 50 % 67,7 %
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Fieber 27 % 43 %* 87,9 %

Myalgie * 36 % 14,8 %
Kopfschmerzen * 34 % 13,6 %
Dyspnoe * 29 % 18,6 %
Halsschmerzen * 20 % 13,9 %
Diarrhoe * 19 % 3,7 %
Ubelkeit/Erbrechen * 12 % 5 %
Stérung des 21 % 10 % *

Geruchs- und/oder

Geschmackssinns

Schnupfen 28 % 10 % 4.8 %
1Definiert als > 38°C; *Daten nicht verfligbar in der ausgewahlten
Publikation

Ein sehr spezifisches Symptom von COVID-19 ist die Stérung des Geruchs- und/oder
Geschmackssinns. Eine Metaanalyse, die 10 verschiedene Studien einschloss, fand
eine Pravalenz fur Geschmacksstérungen von 43,93 % und Geruchsstérungen von
52,73 %.° Interessanterweise zeigten Kohorten verschiedener Lander sehr
unterschiedliche Haufigkeiten dieser Beschwerden. Der Unterschied lasst sich
wahrscheinlich aufgrund der zunehmenden Wahrnehmung und Erfassung dieser
spezifischen Symptome erklaren. In Brasilien wurde fir Geruchs- und/oder
Geschmacksstorung eine Pravalenz von 62,2 % beschrieben.> Die ersten Berichte aus
China meldeten diese Symptome nicht.*®* Die genauen Pathomechanismen dieser
Manifestationen sind noch nicht komplett verstanden, eine moégliche Erklarung wére aber
die Infektion und der Zelltod sustentakularer Zellen durch SARS-CoV2.%°

2.2.3. COVID-19 assoziierte Komplikationen

Obwohl Patienten mit schweren COVID-19 Verlaufen oft zu Beginn ein respiratorisches
Versagen entwickeln, zeigen diese Patienten zusatzlich in vielen Fallen ein sehr
komplexes Krankheitshild mit Beeintrachtigung verschiedener Organsysteme. Zu den
nicht respiratorischen COVID-19 Komplikationen gehoéren kardiovaskulare,
thromboembolische, neurologische, hepatische, renale sowie immunvermittelte

Erkrankungen.
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Kardiovaskulare Komplikationen (auf3er thromboembolische Komplikationen)

Patienten mit COVID-19 kénnen Arrhythmien, Kardiomyopathien, Myokarditiden und
einen kardiogenen Schock entwickeln.®! Eine chinesische Kohorte wies eine Pravalenz
fur Myokardversagen von 7,2 % bei stationaren Patienten und 22 % bei Patienten auf
einer Intensivstation auf.® Weitere Berichte zeigten, dass bis 12 % der Patienten ohne
bekannte kardiovaskuldare Erkrankungen erhdhte Troponinwerte aufwiesen oder sogar
einen Kreislaustillstand im Rahmen des stationdaren Aufenthaltes erlitten.®®* Das
Myokardversagen kann durch zwei mégliche Mechanismen erklart werden: entweder
durch eine direkte Myokardschadigung verursacht von SARS-CoV2 oder sekundar
bedingt in Folge eines Zytokinsturms mit Uberexpression von proinflammatorischen

Substanzen wie z.B. Interleukin 6.5

Eine Studie aus Hubei in China berichtete, dass 7,3 % der Patienten mit COVID-19
Palpitationen als eines der ersten Symptome wahrnahmen.® Zudem beschrieben Wang
et al. eine Pravalenz fur Arrhythmien von 17 % der stationdr behandelten Patienten und
von 44% der Pateinten auf einer Intensivstation.®? Das Auftreten von Arrhythmien bei
diesen Patienten kann wahrscheinlich durch eine Kombination aus schwerem
Krankheitsbild mit Hypoxie, Schock oder ausgepragter Entzindung und

Elektrolytstérungen sowie Medikamenten-bedingter QT-Verlangerung erklart werden.
Thromboembolische Komplikationen

Von auffalligen Gerinnungsstorungen wurde bereits bei den ersten COVID-19-Patienten
berichtet.® Initial war nicht klar, ob die Veranderungen im Gerinnungssystem bei diesen
Patienten eine direkte Assoziation mit der Erkrankung zeigten. Bei zunehmender
Evidenz fir ein erhéhtes thromboembolisches Risiko wurde jedoch zligig der Begriff der
COVID-19-assoziierten Koagulopathie genutzt, um die bei COVID-19 beobachteten

Gerinnungsveranderungen zu beschreiben.

Frihe Berichte zeigten, dass 6% der Patienten eine verlangerte aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT) aufweisen, bei 5% kann ein erhéhtes Prothrombin gemessen
werden und 36% weisen erhohte D-Dimer Werte auf.®® Eine Studie mit 183 COVID-19
Patienten konnte berichten, dass 15 von 21 verstorbenen Patienten eine disseminierte
intravasale Koagulopathie (DIC) gemal} den ISTH (International Society on Thrombosis
and Haemostasis) Kriterien entwickelt hatten. Dies konnte nur bei einem von 78

entlassenen Patienten beobachtet werden.®>

Eine amerikanische Studie mit 3.334 hospitalisierten Patienten beobachtete

thromboembolische Ereignisse bei 16% der Patienten.®® Hiervon waren 6,2% vendser
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Genese (3,2% Lungenarterienembolie und 3,9% tiefe Venenthrombose, 0,9% beides)
und 11,1% traten im arteriellen System auf (1,6% ischamischer Schlaganfall, 8,9 %
Herzinfarkt und 1,0 % systemische Thromboembolien). Diese thromboembolischen
Ereignisse waren als unabhangige Faktoren mit der Mortalitat und dem Schweregrad
von COVID-19 assoziiert. 29,4% der auf einer ICU behandelten Patienten erlitten
thromboembolische Ereignisse gegeniber nur 11,5% der Patienten, die auf einer

Normalstation therapiert wurden.®

Thromboembolische Ereignisse wurde in verschiedenen Studien trotz prophylaktischer

Antikoagulation beobachtet.®’

Die Storungen im Gerinnungssystem dieser Patienten sind wahrscheinlich multifaktoriell
zu sein, allerdings scheint ein direkter Zusammenhang mit dem Virus-getriggerten
entzindlichen Milieu, bestehend aus Hyperinflammation und endothelialer Schadigung,
zu bestehen.®” Uber eine Aktivierung des Komplementsystems und die Ausschiittung
von Zytokinen mit Endothel-aktivierender Wirkung kann die Inflammation eine
Gerinnungsaktivierung bewirken. Patienten mit schwerem COVID-19-Verlauf haben
erhohte D-Dimer Werte und bei an COVID-19 verstorbenen Patienten konnten hdhere
D-Dimer Werte und ein Verbrauch von Gerinnungsfaktoren festgestellt werden im
Vergleich zu Giberlebenden Patienten.®® Die Dysfunktion des Endothels scheint auch eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der COVID-19-assoziierten Gerinnungsstérungen zu
spielen. Varga et al. fanden post mortem virale Inklusionen im Endothel begleitet von
einer Endothelitis in drei verschiedenen Patienten.® Hierzu passend scheint ACE2 nicht
nur in den Atemwegen, sondern auch von Endothelzellen exprimiert zu werden, was den

Zelleintritt von SARS-CoV2 ermdglichen kénnte.
Sonstige Komplikationen

Neurologische Symptome und Komplikationen wurden mit unterschiedlicher Pravalenz
in verschiedenen Populationen beobachtet.”? Eine spanische Registeranalyse fand
neurologische Symptome in 483 von 841 Patienten (57,4 %),”* wahrend eine
amerikanische Analyse hospitalisierter Patienten eine Pravalenz von 7,7 % (50 von 650
Patienten) berichtet.”> Die beschriebenen neurologischen Komplikationen umfassen
unter anderen die Enzephalopathie, ischamische und hamorrhagische Schlaganfélle,
motorische und sensible Stérungen, Ataxie und Krampfanféalle.”? Die Enzephalopathie ist
eine der haufigsten Komplikationen und betrifft ca. ein Drittel der Patienten mit
neurologischen Komplikationen. Sie konnte mit einer erhfhten Mortalitat und Morbiditat

assoziiert werden.”® Eine weitere neurologische Komplikation von COVID-19, die akute
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inflammatorische demyelinisierende Polyradikuloneuropathie, wurde bisher nur sehr
selten beschrieben.”*’%’* In wenigen COVID-19 Fallen mit neurologischen Symptomen
konnte SARS-CoV2 im Liquor nachgewiesen werden.”>’® Die Infektion des
Zentralnervensystems (ZNS) kann zum einen hamatogen erfolgen aber auch tber eine
neuronale Dissemination. Obwohl die ZNS-Infektion durch SARS-CoV2 nicht ausfuhrlich
untersucht wurde, sind diese Infektionswege fiir andere humane Coronaviren bereits

belegt.”®

Eine Studie mit 5.449 hospitalisierten Patienten mit schwerem COVID-19 in New York
zeigte, dass 1.993 (36,6%) der Patienten ein akutes Nierenversagen entwickelten.
14,3% dieser Patienten bendétigten im weiteren Krankheitsverlauf eine Hamodialyse. Die
Notwendigkeit zur Durchfilhrung einer Dialyse war mit schwerer Erkrankung und
respiratorischem Versagen assoziiert.”” Eine Kohorte mit 333 Patienten zeigte, dass
Patienten mit Nierenbeteiligung eine erhbhte Gesamtmortalitat aufwiesen.”® In einer
Studie, in der Autopsien von 27 Patienten durchgefiihrt wurden, die an COVID-19
starben, konnte SARS-CoV-2 in den Nieren von 16 Patienten nachgewiesen werden.”

Entziindliche und immunvermittelte Komplikationen werden in einem separaten
Abschnitt diskutiert (Kapitel 2.3. COVID-19 und das Immunsystem).

2.2.4. Therapien von COVID-19

Aufgrund der verschiedenen Komplikationen, die multiple Organsysteme betreffen
koénnen, ist das Management von COVID-19 multidisziplinar. Generelle MaRnahmen wie
z.B. Thromboseprophylaxe und Antikoagulation bei stattgehabter Thrombose sowie die
Unterstiitzung der Atemwege und Behandlung sekundarer Infektionen sind in diesem
Setting besonders wichtig. Allerdings konnte zunehmende Evidenz ab Mitte 2020
bezuglich spezifischer anti-viraler Therapien, die einen positiven Einfluss auf die COVID-

19 assoziierte Mortalitat und Morbiditat zeigten, generiert werden.
2.2.4.1 Nicht spezifische Therapien
2.2.4.1.1 Steroide

Daten randomisierter Studien, die COVID-19 Patienten mit schwerem Krankheitsverlauf
einschlossen, legen nahe, dass eine Therapie mit Kortikosteroiden die Prognose dieser
Patienten verbessern kann. Eine gro3e Studie der ,RECOVERY Collaborative Group*
untersuchte den Einsatz von Dexamethason (oral oder intravends) bei stationéren
Patienten mit COVID-19. Es konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit

Dexamethason zu einer signifikanten Reduktion der Mortalitét fihrte. Dies gilt sowohl fur
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Patienten unter maschineller Beatmung (OR 0.64; [95% CI, 0.51 - 0.81]) als auch fur
Patienten, die eine nicht invasive Sauerstofftherapie (OR 0.82; [95% CI, 0.72 - 0.94])
bendtigten. Eine Metanalyse mit 1.703 COVID-19 Patienten zeigte eine Reduktion der
28-Tage Mortalitdt unter Steroidtherapie im Vergleich zu Placebo oder anderen
Standardmaflinahmen mit einer Odds Ratio von 0.66 (95% CI 0.53 - 0.82) ohne Zunahme
unerwinschter Ereignisse.® Eingeschlossene Studien untersuchten folgende Praparate

und Dosierungen:

o Dexamethason hoch dosiert (20 mg pro Tag)

o Dexamethason niedrig dosiert (6mg pro Tag)

e Hydrocortison 200 mg pro Tag oder 50 mg alle 6 Stunden
e Methylprednisolon 40 mg alle 12 Stunden

2.2.4.1.2 Interleukin-6 Blockade

COVID-19 Patienten mit schweren Verlaufen entwickeln oft eine uberschiel3ende
Immunnantwort mit Ausschittung pro-inflammatorischer Substanzen wie Interleukin-6
(IL-6), Interferon-y (IFN- y), MCP1 und IP-10.%* Da Interleukin-6 eine zentrale Rolle bei
der Entstehung von Entziindungsprozessen spielt, haben verschiede Studien die
Interleukin-6-Blockade bei Patienten mit schwerem COVID-19-Verlauf untersucht.®
Bereits friih getestet wurden die monoklonalen Antikérper Tocilizumab und Sarilumab,
die gegen den IL-6 Rezeptor gerichtet sind, sowie der monoklonale Antikdrper
Siltuximab, der gegen IL-6 gerichtet ist. Fir Tocilizumab konnten in einer Metaanalyse
unter diesen drei Antikdrpern die meisten Daten und damit die beste Evidenz fir
Wirksamkeit gewonnen werden.® Im Vergleich zu Placebo oder Stardardtherapie wird
in dieser Analyse fiir Tocilizumab eine Reduktion der Gesamtmortalitat an Tag 28 mit
einem relativen Risiko von 0,89 (95% CI 0,82 — 0,97) angegeben.® Eine der gréf3ten
veroffentlichten Studien, die RECOVERY Studie, schloss insgesamt 4.116 Patienten ein.
2.022 dieser Patienten wurden in den Tocilizumab-Therapiearm randomisiert.®* Alle
eingeschlossenen Patienten wiesen eine Hypoxie auf und hatten laborchemische
Zeichen einer systemischen Entzindung (CRP 275 mg/L). Sie erhielten eine
Standardtherapie mit oder ohne Tocilizumab.?* Patienten, die Tocilizumab erhielten,
zeigten eine Reduktion der 28-Tage Mortalitdt von 35 % auf 31 % mit einem relativen
Risiko im Vergleich zur Standardtherapie von 0,85 (95% CI 0,76-0,94; p=0,0028). Auch

fuhrte die Hinzunahme zu weniger maschineller Beatmung und friiherer Entlassung.

2.2.4.1.3 Baricitinib
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Baricitinib ist ein oraler Janus Kinase (JAK) Inhibitor und derzeit zugelassen in der
Therapie der rheumatoiden Arthritis.®* Die in vitro Aktivitdt von Baricitinib zeigt eine
besondere Selektivitat fir JAK 1 und 2.2¢ Baricitinib wurde durch kiinstliche Intelligenz
Algorithmen als mdgliche Therapie fur schwer verlaufende COVID-19-Erkrankung
identifiziert.®” Eine Studie im Tiermodell zeigte eine Hemmung der Produktion von
Zytokinen und Chemokinen durch Alveolarmakrophagen, was die Rekrutierung von
Neutrophilen hemmt.2® Eine grof3e randomisierte, doppelt verblindete Studie (ACTT-2)
evaluierte die Kombinationstherapie Baricitinib plus Remdesivir im Vergleich zu
Remdesivir als Monotherapie bei stationaren Patienten mit COVID-19.%° Von den 1.033
eingeschlossenen Patienten wurden 515 mit der Kombinationstherapie behandelt. Die
Patienten unter Kombinationstherapie zeigten eine schnellere klinische Verbesserung
(mediane Zeit: 7 Tage vs. 8 Tage; Hazard Ratio fur Verbesserung, 1,16; 95% CI, 1,01 —
1,32; p = 0,03). Der deutlichste Effekt wurde bei Patienten, die eine nicht-invasive
Beatmung oder ,high-flow* Sauerstofftherapie benétigten, beobachtet. Diese Patienten
erholten sich unter der Kombinationstherapie deutlich schneller als unter Monotherapie
(10 Tage vs. 18 Tage; Hazard Ratio fur Verbesserung 1,51; 95% CI, 1,10 — 2,08). Die
28-Tage Mortalitat war ebenfalls niedriger unter der Kombinationstherapie (5,1% gegen
7,8%, Hazard Ratio fur Tod, 0,65; 95% ClI, 0,39 — 1,09). Unerwiinschte Ereignisse traten
seltener auf bei Patienten, die mit beiden Medikamenten behandelt wurden.® Baricitinib
wurde auch als Monotherapie untersucht. Eine noch nicht voll publizierte internationale,
randomisierte und doppelt verblindete Studie untersuchte die Sicherheit und
Wirksamkeit einer Baricitinib-Monotherapie.®® Die 28-Tage Gesamtmortalitat lag unter
Baricitinib bei 8,1 % und unter Placebo bei 13,1 %, was einer Reduktion der Mortalitat
um 38,2 % entspricht (Hazard Ratio [HR] 0,57, 95% CI 0,41-0,78; nominal p = 0,002).

2.2.4.1.4 Rekonvaleszenten-Plasma

Rekonvaleszenten-Plasma ist ein therapeutisches Verfahren, bei dem antikdrperreiches
Plasma von Menschen, die sich von einer bestimmten infektiosen Krankheit erholt
haben, als Medikament verwendet wird. In der Vergangenheit haben verschiedene
Studien die Wirksamkeit und Sicherheit dieser Therapie bei Patienten mit
respiratorischen Infektionen untersucht. Eine im Jahr 2015 verdffentlichter Metanalyse
von 32 Studien schloss Patienten mit SARS-CoV1-und Influenza-Infektionen ein und
zeigte im Vergleich zu Placebo eine statistisch signifikante Reduktion der gepoolten
Mortalitatswahrscheinlichkeit nach Behandlung (Odds Ratio, 0,25; 95% CI 0,14 — 0,45).**
Ein Benefit dieser Therapie bei COVID-19 Patienten ist allerdings noch nicht
ausreichend gesichert. Die CAPSID Studie, die 105 Patienten mit COVID-19 einschloss,
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fand keinen statistischen relevanten Verbesserung des Outcomes zwischen Patienten
mit oder ohne Therapie mit Rekonvaleszenten-Plasma.®? In einer Metaanalyse von 4
randomisierten klinischen Studien (1060 Patienten) und 6 anderen randomisierten
Studien (10722 Patienten) wurde die Therapie mit Rekonvaleszenten-Plasma mit
Placebo oder Standardtherapie verglichen.®® Unter den peer-reviewed RCTs betrug die
Hazard Ratio 1,17 (95% ClI, 0,07 bis 20,34) fur die Dauer des Krankenhausaufenthalts
und die zusammengefasste RR 0,76 (95% CI, 0,20 bis 2,87) fir den Einsatz von
maschineller Beatmung (die absolute Risikodifferenz fiir den Einsatz von maschineller
Beatmung betrug -2,56 % [95% CI, -13,16 % bis 8,05 %]). Die Therapie mit
Rekonvaleszenten-Plasma zeigte keine eindeutige Uberlegenheit, allerdings kénnten
manche Patientengruppen, wie z. B. immunsupprimierte Patienten, dennoch von dieser

Therapie profitieren.
2.2.4.1.5 Anakinra

Im Einklang mit anderen Therapien, die auf die Kontrolle der durch SARS-CoV-2
verursachten Hyperinflammation abzielen, wurde Anakinra, ein rekombinanter IL-1-
Rezeptor-Antagonist, als logischer Kandidat ausgewahlt.** In einer Metaanalyse wurden
die Daten von 9 Studien mit 895 Patienten zusammengefasst.”® Patienten, die Anakinra
erhielten, wiesen eine signifikant niedrigere Sterblichkeit auf (38 [11 %] von 342) im
Vergleich zu Patienten, die eine Standardbehandlung oder Placebo erhielten (137 [25
%] von 553; Odds Ratio [OR] 0-32 [95 % CI 0-20-0-51]), nachdem die bekannten
Faktoren, die die Sterblichkeit beeinflussen, berlcksichtigt wurden. Der
Uberlebensvorteil wurde beobachtet, wenn das Medikament ohne Dexamethason
verabreicht wurde (OR 0-23 [95 % CI 0-12-0-43]), aber nicht bei gleichzeitiger
Verabreichung von Dexamethason (0-72 [95 % CI 0-37-1-41]). Dartiber hinaus wurde in
der Gruppe, die Anakinra erhielt, kein hdheres Risiko fir Sekundarinfektionen
beobachtet (OR 1-35[95 % CI 0-59-3-10]).* Die EMA gewahrte im Dezember 2021 eine
Erweiterung der Indikation fur Erwachsene mit COVID-19 bei denen das Risiko einer
schweren Ateminsuffizienz besteht, was anhand des Blutspiegels eines Proteins

namens suPAR (soluble urokinase plasminogen activator receptor) festgestellt wird.®
2.2.4.2 Antivirale Therapien
2.2.4.2.1 Remdesivir

Remdesivir (GS-5734), ist ein Inhibitor der viralen RNA-Polymerase mit in vitro
hemmender Aktivitat gegen SARS-CoV-1 und MERS.?’ Praklinische Studien haben auch

gegen SARS-CoV-2 eine in vitro-Aktivitat nachgewiesen.®® Aufgrund dessen wurde
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Remdesivir in einer grofRen randomisierten, doppelt verblindeten Studie (ACTT-1) weiter
untersucht.”” Insgesamt 1.062 Patienten mit COVID-19 und pulmonaler Beteiligung
wurden in die Studie eingeschlossen. 541 Patienten wurden in den Remdesivir-Arm
randomisiert und bekamen Remdesivir Giber ein Maximum von 10 Tagen, wéhrend 521
Patienten in den Placebo-Arm randomisiert wurden. Die mediane Genesungszeit der mit
Remdesivir behandelten Patienten lag bei 10 Tagen, gegenlber 15 Tagen bei den mit
Placebo behandelten Patienten (Hazard Ratio fuir Genesung, 1,29; 95% CI, 1,12 bis
1,49; P < 0.001). Die Sterblichkeit geschéatzt durch Kaplan-Meyer Kurven betrug 6,7 %
mit Remdesivir und 11,9 % mit Placebo bis Tag 15 und 11,4 % und 15,2 % bis Tag 29
(Hazard Ratio 0,73; 95% CI, 0,52 bis 1,03).” In einem Zwischenbericht der
multinationalen SOLIDARITY-Studie, die Remdesivir bei stationaren Patienten mit
COVID-19 untersuchte, zeigte sich keinen Unterschied in der 28-Tage-Gesamtmortalitat
zwischen den 2750 in den Remdesivir-Arm randomisierten Patienten und den 2.708
Patienten unter Standardtherapie (RR 0,95, 95% CI1 0,81 - 1,11).%*

2.2.4.2.2 Molnupiravir

Molnupiravir ist ein Nukleosidanalogon, das die Replikation von SARS-CoV-2 hemmt.
Nach verschiedenen Phase 1 und 2 Studien®*'* wurde dessen Wirksamkeit in einer
randomisierten, doppelt verblindeten und Placebo kontrollierten Phase 3 Studie (MOVe-
OUT) getestet. Die Studie randomisierte 1.433 Patienten mit leichter oder moderater
Erkrankung und mindestens einem Risikofaktor flr die Entwickelung eines schweren
Verlaufes (Alter > 60 Jahre; aktive Krebserkrankung; chronische Niereninsuffizienz,
chronische obstruktive Lungenerkrankung, Adipositas, schwere Herzerkrankung, oder
Diabetes mellitus) entweder in den Placebo- oder den Molnupiravir-Arm. Zwischen
Nachweis der Infektion und Beginn der Symptome durften nicht mehr als 5 Tage liegen.
Patienten im Molnupiravir-Arm zeigten eine statistisch signifikante Reduktion des Risikos
fir Hospitalisierung oder Tod (6,8 % [48 von 709] vs. 9,7 % [68 von 699]). Der
Prozentsatz der Teilnehmer mit mindestens einem unerwinschten Ereignis war in
beiden Gruppen vergleichbar (30,40 % in der Molnupiravir-Gruppe und 33,0 % in der
Placebo-Gruppe).

2.2.4.2.3 Nirmatrelvir/Ritonavir

Nirmatrelvir (PF-07321332) ist ein oral verabreichtes antivirales Mittel, das tiber CYP3A4
metabolisiert wird, auf die SARS-CoV-2-Hauptprotease (main protease, Mpro) abzielt
und diese hemmt.*®? Ritonavir hemmt als sogenannter Booster den CYP3A-vermittelten
Metabolismus von Nirmatrelvir und sorgt so fiir eine héhere Plasmakonzentration.® Die

randomisierte, doppelt verblindete und Placebo kontrollierte Phase 2-3 Studie EPIC-HR
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untersuchte die Wirksamkeit und Sicherheit von Nirmatrelvir (500 mg) kombiniert mit
Ritonavir (100 mg) bei ambulanten Patienten mit COVID-19 und erhéhtem Risiko eines
schweren Verlaufes.!® Insgesamt 2.246 Patienten wurden eingeschlossen und
randomisiert in Nirmatrelvir/Ritonavir- vs. Placebo-Arm. Die Inzidenz von COVID-19
bedingten Krankenhausaufenthalten oder Todesféllen bis zu Tag 28 nach Infektion war
in der Nirmatrelvir-Gruppe um 6,32 Prozentpunkte niedriger als in der Placebo-Gruppe
(p < 0,001, relative Risikoreduktion von 89,1%). Die Rate unerwiinschter Ereignisse lag
bei 22,6 % unter Nirmatrelvir plus Ritonavir und bei 23,9 % unter Placebo.
Schwerwiegende unerwlnschte Ereignisse traten in 1,6 % (Nirmatrelvir/Ritonavir) und
6,6 % (Placebo) auf. Nirmatrelvir/Ritonavir scheint daher sehr effektiv in der Pravention
eines schweren COVID-19-Verlaufs und auch gut vertraglich zu sein. Aufgrund der
CYP3A4-Metabolisierung vor allem wegen des Einsatzes von Ritonavir als Booster wird

es empfohlen, mogliche Arzneimittelinteraktionen genau zu tberprifen.'*
2.2.4.3 Monoklonale Antikérper

Die aktuell zugelassenen monoklonalen Antikérper gegen COVID-19 haben als Ziel das
Spike-Protein von SARS-CoV-2. Da die verschiedenen Antikdrper unterschiedliche
Aminosauresequenzen haben und an unterschiedliche Epitopen binden, sind auch die
Affinitat, neutralisierende Wirkung und die Wirksamkeit der verschiedenen Produkte
gegenlber den COVID-19 Varianten variabel. Zugelassen sind in Deutschland zurzeit
drei monoklonale Antikorper: Casirivimab/Imdevimab, Sotrovimab und
Tixagevimab/Cilgavimab.>7 \Wahrend der erste nur eine geringe Wirksamkeit
gegenuber der Omikron-Variante zeigt, scheint Sotrovimab gegen die Omikron-
Varianten BA.1/BA1.1 aber nicht gegen BA.2 zu wirken.'% Tixagevimab/Imdevimab
hat eine etwas reduzierte Wirksamkeit gegentiber der Omikron-Variante, die allerdings
nicht vollstandig aufgehoben ist.'® Ein breiteres Wirksamkeitsspektrum hat
Bebtelovimab, das gegen alle zirkulierenden Omicron-Subvarianten (einschlieBlich
BA.2) neutralisierende Wirkung besitzt. Bebtelovimab wurde in den Vereinigten Staaten
fur nicht hospitalisierte Patienten mit leichter bis mittelschwerer COVID-19-Erkrankung
zugelassen, bei denen das Risiko des Fortschreitens der Krankheit hin zu einer

schweren Erkrankung besteht.**!

Sowohl Casirivimab/Imdevimab als auch Tixagevimab/Cilgavimab sind fir die
Praexpositionsprophylaxe zugelassen.'®'%” Diese kann insbesondere bei Patienten
erwogen werden, die eine unzureichende Immunantwort nach Impfung entwickelten, wie
z.B. nach Therapie mit B-Zell depletierenden Antikérpern wie Rituximab.'®

Tixagevimab/Cilgavimab scheint insbesondere interessant in dieser Indikation zu sein,
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auch aufgrund seiner relativ langen Halbwertszeit und gepriiften Wirksamkeit von bis zu
6 Monaten.'*? Sotrovimab ist aktuell nur zur Behandlung von COVID-19 bei Patienten

mit erhéhtem Risiko eines schweren Verlaufs zugelassen.%

Alle drei Antikdrper zeigten in randomisierten Phase 3 Studien eine Reduktion der Raten

schwerer Verlaufe bei Patienten mit erhOhtem Risiko.1>1%4

2.3 COVID-19 und das Immunsystem

Die Sterblichkeitsrate von COVID-19 wird fur die zu dem Zeitpunkt der Studie (1.
Jahreshalfte 2020) dominierende Alpha Variante auf etwa 1 - 2 % geschatzt.'> Bei etwa
10 % der Patienten kann es zu einem schweren Verlauf kommen, was haufig zu der
Entwicklung eines schweren ARDS fuhrt.*” Zusatzlich hat sich gezeigt, dass andere
Symptome wie Kkardiovaskulare Manifestationen, Gerinnungsstérungen (z. B.
thromboembolische Ereignisse wie Lungenembolie oder Schlaganfall), Krampfanfalle
und Leberversagen bei schweren Verlaufen eine wichtige Rolle spielen und sowohl die

Mortalitat als auch die Komplexitat der Behandlung erhéhen.®”11

Obwohl das Virus die Atemwege direkt angreift, kann die durch die Infektion ausgeltste
Immunreaktion, auch Wirtsantwort genannt, weitere Erklarungsansatze fir die
Entwicklung einer schweren Erkrankung mit multiplen Organ-Manifestationen

liefern.8%1%7

SARS-CoV-2 infiziert Zellen, die die Oberflachenrezeptoren ACE2 und TMPRSS2
exprimieren.'”!® Die virale Replikation in infizierten Zellen verursacht den Zelltod, was
zur Aktivierung von Alveolarepithelzellen und Alveolarmakrophagen mit lokaler
Entzindungsreaktion flihrt. Die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen aus
diesen Zellen wie IL-6, IFN-y, MCP1 und IP-10°%%® stimuliert eine TH1-Antwort mit
Migration von T-Lymphozyten und Monozyten zum Ort der Infektion. Wahrend diese
Immunreaktion bei der Mehrheit der Personen fiir die Virus Elimination verantwortlich ist,
zeigen viele Patienten mit schwerer Erkrankung eine abnorme Immunzellaktivierung mit
Uberexpression pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-2, IL-7, IL-10, Granulozyten-
Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSh), IP-10, MCP1, Makrophagen-
Entzindungsprotein 1a (MIPl1a) und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), was zum
sogenannten Zytokin-Freisetzungssyndrom fiihren kann.*®'-11% Dieses entziindliche
Milieu kann, analog zu einer Sepsis, Organschaden bis hin zu einem Multiorganversagen

verursachen.
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Die Interaktion zwischen SARS-CoV-2 und dem Immunsystem wurde bereits durch
Veranderungen der Zusammensetzung von Leukozyten Subpopulationen im Verlauf der
Infektion charakterisiert. Diese Veranderungen scheinen bei Patienten mit schwerer
Erkrankung ausgepragter zu sein. Das Verstandnis dieser Veranderungen konnte
helfen, Risikofaktoren mit prognostischem Wert sowie neue Optionen fir therapeutische

Interventionen zu identifizieren.*'’

Als Beispiel fur die Veranderung in der Zusammensetzung der Immunzellen wurde die
Lymphopenie beschrieben, die einen prognostischen Wert bei Patienten mit COVID-19
hat,>#120121 da sie bei schwerem Krankheitsverlauf starker ausgepragt zu sein scheint.'?*
124 Bemerkenswert ist, dass insbesondere die T-Zellen bei Patienten mit schwerer
Erkrankung vermindert sind.'** CD8+ und CD4+ T-Zellen sind bei Patienten mit
kompliziertem Verlauf deutlich reduziert, was auch als unabhéngiger Risikofaktor fir
eine schlechte Prognose identifiziert werden konnte.'**2>-127 Dariber hinaus scheint die
SARS-CoV-2-Infektion eine Differenzierung von CD4+ T-Lymphozyten zu Typ-1 T-
Helfer Zellen (Th1) mit hoher Expression von GM-CSF und IFN-y zu induzieren. Dieses
Zytokin-Milieu, insbesondere GM-CSF, ist auch an der Differenzierung von
intermedidren Monozyten (CD14+, CD16+) beteiligt, deren Vorhandensein die
Entstehung von Gewebeschaden beschleunigen koénnte.'?®'? Die Rolle der
intermedidren Monozyten und nicht-klassischen Monozyten (CD14-, CD16+) in der
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen wie systemischem Lupus erythematodes
und rheumatoider Arthritis wurde bereits beschrieben, insbesondere in Hinblick auf die
Zellrekrutierung in Gewebe und die anschlieRende Gewebeschadigung.*® Der Einfluss
der monozytaren Aktivierung bei viralen Infektionen, insbesondere bei COVID-19, ist

hingegen noch nicht geklart.

Die meisten Forschungsarbeiten, die sich mit COVID-19 befassen, beschreiben die mit
SARS-CoV-2 assoziierte Immunreaktion sehr ausfiihrlich, es gibt allerdings nur wenige
Studien, die die Immunreaktion bei COVID-19-Patienten mit der von gesunden
Probanden und Kontrollpatienten, die an anderen Infektionen und Krankheiten als
COVID-19 leiden, vergleichen. Daher bleibt ungeklart, ob die bisher beschriebene
Immundysregulation spezifisch fir COVID-19-Patienten ist, oder ob sie nur Ausdruck der
schweren Entzindung im Allgemeinen ist und auch bei anderen schweren

Krankheitszustanden und Infektionen auftreten kann.

Dartber hinaus ist die Rolle der B-Zellen in der Pathogenese insbesondere der
schweren Erkrankung bisher weniger gut charakterisiert worden. Studien haben gezeigt,

dass die Plasmaspiegel spezifischer zirkulierender Antikdrper bei Patienten mit schwerer
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Erkrankung hoher zu sein scheinen.! Es wird spekuliert, dass die Antikdrper-abhangige
Verstarkung der Immunantwort mit einem ungunstigen Infektionsverlauf assoziiert sein
konnte.*? In unserer Arbeitsgruppe konnten wir zudem bei Patienten mit kritischem
COVID-19 neutralisierende Antikdrper gegen Progranulin und IL-1-RA nachweisen. 33134

Progranulin ist ein Rezeptorantagonist von TNFR1, R2 und DR3.133

2.3.1. Der Zytokinsturm

Es gibt keine allgemein anerkannte und einheitliche Definition des Zytokinsturms oder
des Syndroms der Zytokinfreisetzung.®*> Zytokinsturm ist ein Sammelbegriff fur
verschiedene Stérungen der Immunregulation, die durch konstitutionelle Symptome,
systemische Entziindung und Funktionsstérungen multipler Organe gekennzeichnet
sind, die bei unzureichender Behandlung zu einem Multiorganversagen fiihren
kdnnen.®> Verschiedene Erkrankungen und Therapien kdnnen einen Zytokinsturm
ausldsen, wie zum Beispiel die Therapie mit Chimeric Antigen Receptor (CAR) T-Zellen
oder Patienten die an einer Himophagozytischen Lymphohistiozytose (HLH) oder einem
Makrophagenaktivierungssyndrom leiden.**®**” Circa 75 % der Patienten mit schwerem
COVID-19-Verlauf entwickeln einen erhdhten IL-6-Spiegel.’® Diese Patienten zeigen oft
erhdhte Spiegel verschiedener Zytokine zu denen IL-2, IL-7, IL-10, G-CSF, TNF,
CXCL10, MCP1, MIP1a und Interleukin-6 zahlen, was auch mit deren Gesamtiberleben
zu korrelieren scheint.*®!3 Darlber hinaus wurde gezeigt, dass das SARS-CoV-2-Spike-
Glykoprotein ein hochaffines Motiv zur Bindung von TCRs aufweist und einen ternaren
Komplex mit MHCII bilden kann.*** Dies kann zu einer unspezifischen Aktivierung von T-
Zellen als Superantigen fuhren, ahnlich wie bei dem bakteriellen Superantigen
Staphylokokken-Enterotoxin B.**° Daten aus dem TCR-Repertoire erwachsener COVID-
19-Patienten zeigen dazu, dass diejenigen mit schwerer hyperinflammatorischer
Erkrankung eine TCR-Verschiebung aufweisen, die mit einer Superantigen-Aktivierung

vereinbar ist.°

Die genaue Pathogenese wie COVID-19 zu einem Zytokinsturm fiuhrt ist noch nicht
ausfiihrlich verstanden, es scheinen aber sowohl Virus-spezifische als auf Wirts-

spezifische Faktoren eine Rolle zu spielen.

Wie oben beschrieben, erfolgt der virale Infektionsmechanismus Uber ACE2 und
TMPRSS2, was zu der gesteigerten Immunaktivierung beitragen kénnte.**® ACE2 wird
zusammen mit SARS-CoV-2 internalisiert, was zu einer Verringerung von ACE2 auf der

Zelloberflache und einem Anstieg von Angll im Serum fihrt.*** Angll kann durch AT 1R

27



die Freisetzung weiterer proinflammatorischer Mediatoren, wie NF-kB und ADAM17,
triggern, deren intrazellulare Signalkaskade STAT-3 aktivieren kann. NF-KB und STAT-
3 konnen letzten Endes die Wirkung von IL-6 verstdrken, was zu verschiedenen

Immunphanomenen fiihren kann.40142

Nichtsdestotrotz kommt es nur bei einem Teil der COVID-19 Patienten zu einer
Uberschie3enden Immunantwort, was vermuten lasst, dass auch Wirts-abhéngige
Faktoren im Prozess der Hyperinflammation involviert sind. Arbeiten haben gezeigt,
dass angeborene Storungen der Typ-I-Interferon-Immunitat und Autoantikdrper gegen
Typ-I-Interferone hierbei eine Rolle spielen kdnnen.**-1%> Andere Autoren schlagen vor,
dass ,neutrophil extracellular traps® zu einer exazerbierten Immunreaktion mit

Zytokinsturm und thromboembolischen Ereignissen betragen kénnten.*¢

2.3.2 Die Rolle der Antikorper

Die UberschieRende Inflammation ist eines der wichtigsten Charakteristika von Patienten
mit schwerem COVID-19. Allerdings werden viele weitere klinische Manifestationen von
COVID-19 nur durch die erhdhte Freisetzung von Zytokinen nicht ausreichend erklart,
wie beispielweise die hdufigen thromboembolischen Ereignisse, Vaskulitiden, Arthritiden
und die Myokarditis.**” Es wird daher vermutet, dass Autoantikorper eine wichtige Rolle
bei  Patienten mit schwerem COVID-19 oder mit ungewoOhnlichen
Autoimmunmanifestationen spielen.**® Antinukledre Antikérper (ANAs) wurden bei
Patienten mit schwerem COVID-19 mit einer Frequenz von 30 - 50 %
beobachtet.}#11152 Antiphospholipid Antikorper, die normalerweise bei Patienten mit
Antiphospholipid Syndrom gefunden werden, werden auch bei Patienten mit COVID-19
vermehrt produziert. Shanea K. et al. berichteten Uber eine Haufigkeit der
Antiphospholipid Antikdrper von 52 %. HoOhere Titer dieser Antikorper wurden mit
neutrophiler Hyperaktivitat, schwereren Atemwegserkrankungen und einer niedrigeren
glomerularen Filtrationsrate in Verbindung gebracht.*®®* Durch eine umféangliche
Charakterisierung der B-Lymphozyten-Populationen von Patienten mit schwerem
COVID-19 konnten Woodruff et al. zeigen, dass eine hohe Zahl von extrafollikuléar
aktivierten B-Lymphozyten ohne Marker fur naive- (IgD) und Gedachtnis B-Zellen
(CD27) stark mit hohen Konzentrationen an SARS-CoV-2-neutralisierenden Antikdrpern
und schlechtem Gesamtiiberleben assoziiert ist.*** Dieses B-Lymphozyten Muster ist
sehr ahnlich dem, das bei Patienten mit systemischem Lupus Erythematodes

beobachtet werden kann.**
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Auch weitere Autoantikdrper scheinen eine wichtige Rolle in der Pathogenese von
schwerem COVID-19 zu spielen. Bei erwachsenen Patienten mit schwerem COVID-19
berichteten Thurner et al. von Autoantikérper gegen den Interleukin-1 Rezeptor
Antagonist (IL-1Ra) in 14 von 30 (46,7 %) Patienten.** Zudem fanden sich in 36,7 % der
Patienten anti-Progranulin Antikérper.’* IL-1Ra ist der physiologische Inhibitor von IL-
1a und IL-1B, weshalb seine Inhibition durch Autoantikbrper zu einer gesteigerten
Inflammation fiihren kann.***> Progranulin hat neben anderen biologischen Funktionen
eine anti-inflammatorische Wirkung durch Bindung der TNF-Rezeptoren 1 und 2 und
Antagonisierung von TNFa.™*® Pfeifer et al. fanden Autoantikdrper gegen Interleukin-1
Rezeptor Antagonist in 62 % der Kinder mit multisystemischem Entzindungssyndrom
nach  SARS-CoV2 Infektion, aber nicht in Kindern mit anderen
Autoimmunerkrankungen.*** Wie oben beschrieben, kdnnen Autoantikdrper gegen Typ-
I-Interferone auch eine Rolle spielen. Bastard et. al konnten neutralisierende 1gG
Autoantikbrper gegen verschiedene Interferone in 101 von 987 Patienten mit
lebensbedrohlichem COVID-19 finden.*** Diese Autoantikérper wiederum schwachen die

antivirale Antwort ab.

Bei COVID-19 konnte beobachtet werden, dass friihe und hohe Antikérperreaktionen mit
einer erhdhten Krankheitsschwere korrelierten.*” Die Antikdrper-abhangige Verstéarkung

der Immunantwort hat zwei Hauptmechanismen:

1. Virus-spezifische Antikorper fordern die Aufnahme des Virus in
Monozyten/Makrophagen und Granulozyten des Wirtes uber Fcy-Rezeptoren
2. Uber die Fc-Domanen der Virus-spezifischen Antikérper kommt es zu einer

gesteigerten Komplementaktivierung.>

29



2.4. Eigene Fragestellung

Obwohl in kirzester Zeit viele Forschungsbemihungen in das Verstandnis der
Immunpathologie von COVID-19 investiert wurden, bleiben viele Unklarheiten beztglich
der Rollen der Immunzellen in der Entstehung eines schweren Verlaufs von COVID-19
offen. Das Konzept des Zytokinsturms und die Mediation durch CD4+ T-Zellen ist zwar
gut etabliert, allerdings erklart es nicht ausreichend die erweiterten Kklinischen

Manifestationen wie thromboembolische Ereignisse.

Aufgrund des fundamentalen Stellenwerts von Immunzellen bei COVID-19 in mehrfache
Hinsicht und ihrer prognostischen Bedeutung, zielte unsere Studie darauf ab, die
Veranderungen der Lymphozyten- und Monozytenpopulationen im Zeitverlauf bei
europaischen hospitalisierten Patienten in der ersten Welle mit schwerer und leichter
COVID-19 Erkrankung weiter zu charakterisieren. Zudem erfolgte eine quantitative

Analyse der Immunglobuline und IgG Subklassen.

Um weiter zu klaren, ob diese Veranderungen spezifisch fir COVID-19 sind, verglichen
wir die Daten der COVID-19-Patienten mit Patienten, die auf der Normalstation (NCU)

und Intensivstation (ICU) aus anderen Griinden als COVID-19 behandelt wurden.
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3. Material und Methodik

3.1. Studiendesign

Bei dieser Studie handelt es sich um eine prospektive Kohortenstudie mit 4
Patientenkohorten, die von Marz 2020 bis Juli 2020 im Universitatsklinikum des
Saarlandes stationar behandelt wurden. Die Patienten wurden bis zum Tod oder zur
Entlassung aus dem Krankenhaus oder bis Ende Juli 2020 nachbeobachtet. Ein Patient
befand sich zum Zeitpunkt der endgtiltigen Zensierung noch im Krankenhaus und wurde

in der Subgruppenanalyse als Uberlebender gezahlt.

3.2. Patienten und Kohorten

Die Kohorten 1 und 2 setzen sich aus hospitalisierten Patienten mit bestatigter SARS-
CoV-2-Infektion zusammen. Der Nachweis erfolgte durch Reverse Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) aus Nasopharyngealabstrichen. Patienten aus
Kohorte 1 wurden auf einer internistischen Intensivstation des Universitatsklinikums des
Saarlandes (UKS) wahrend des Studienzeitraums aufgrund COVID-19 behandelt (ICU
COVID+) und Patienten in Kohorte 2 wurden auf einer internistischen Normalstation des
UKS aufgrund COVID-19 behandelt (NCU COVID+).

Kohorte 3 (ICU COVID-) umfasste hospitalisierte Patienten, die von April 2020 bis Juli
2020 auf einer internistischen Intensivstation des UKS behandelt wurden, ohne an
COVID-19 erkrankt zu sein (bestatigt durch negative Ergebnisse in der SARS-CoV-2-
spezifischen RT-PCR). Fir den Studieneinschluss in Kohorte 3 waren bis auf die
Negativitat fir SARS-CoV-2 und die Behandlung auf einer Intensivstation keine weiteren
Einschlusskriterien vorgesehen, sodass die Diagnosen, die zur Krankenhausaufnahme
fuhrten, innerhalb von Kohorte 3 sehr variierten. Kohorte 4 (NCU COVID-) umfasste
Patienten, die von April 2020 bis Juli 2020 wegen anderer Infektionen als SARS-CoV-2
auf eine Normalstation des UKS aufgenommen wurden. Kohorten 3 und 4 dienten als

Kontrollgruppen.

Zu den erhobenen Patientencharakteristika gehoérten Alter, Geschlecht, Vorhandensein
von Komorbiditaten, Dauer des Krankenhausaufenthalts und Anzahl der Patienten, die
zu irgendeinem Zeitpunkt wahrend des Beobachtungszeitraums eine mechanische

Beatmung oder extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO) bengtigten.
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Patienten mit aktiven malignen Erkrankungen oder unter Chemotherapie wurden

ausgeschlossen.

3.3. Material und Laborparameter

Allen Patienten wurden in regelmafiigen Abstanden Blutproben durch periphere vendse

Punktion oder arterielle Entnahme Uber einen bereits einliegenden Zugang entnommen.

3.3.1. Material
Aus den in die entsprechenden Monovetten gewonnenen Blutproben wurden folgende

Parameter erhoben:
2,7 mL Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Monovette

a) Differentielles Blutbild

b) Immunstatus (individuelle Gating-Strategie siehe 3.3.4)

c) Charakterisierung der Monozytenpopulationen (individuelle Gating-Strategie
siehe 3.3.4)

d) Quantitative Bestimmung der Immunglobuline und 1gG-Subklassen. Aufgrund
der limitierten Verfugbarkeit und des kleinen Volumens der Proben wurde das
restliche EDTA Blut zur Plasmagewinnung zentrifugiert. Das Plasma wurde dann

zur Bestimmung der Immunglobuline verwendet:

a. IgA
b. 1gG und Subklassen
i. 1gG1
ii. 1gG2
iii. 1gG3
iv. 1gG4
c. IgM
d. IgE

4,7 mL Lithium-Heparin Monovette

a) C-reaktive Protein (CRP)
b) Ferritin

c) Interleukin-6
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3.3.2. Zeitlicher Verlauf

Immunstatus, Blutbild, CRP und Monozytenprofile wurden 2-mal pro Woche bestimmt
bis zur Entlassung und Verlegung aufgrund klinischer Verbesserung oder Tod. Die
Monozytencharakterisierung wurde wahrend der gesamten Studie wegen
Lieferschwierigkeiten der diagnostischen Antikdrper wiederholt unterbrochen, was zu
Licken in den Monozytendaten fuhrte. Die Immunglobuline wurden einmalig bei
Aufnahme gemessen und die Ergebnisse anschlielend zwischen den Gruppen

verglichen.

3.3.3. Einzelne Laborparameter

CRP
CRP-Werte wurden mittels Turbidimetrie auf dem Cobas® (Roche) System gemessen.

Ferritin
Ferritin-Werte wurden mit Hilfe des Elecsys Ferritin Assays, einem immunologischen in-
vitro Test zur quantitativen Bestimmung von Ferritin in Humanserum und -plasma, auf

dem Cobas® (Roche) System gemessen.
IL-6
IL-6 Werte wurden mit dem ElektroChemiLumineszenz ImmunoAssay (ECLIA) auf dem

Cobas® (Roche) System gemessen.

Immunglobuline

Die Immunglobuline IgA, IgM, IgE und IgG wurden Uber Turbidimetrie Assays auf dem

Cobas® (Roche) System gemessen.

IgG Subklassen

Werte fur IgG Subklassen (IgG1, 1gG2, 1IgG3 und IgG4) wurden mittels Nephelometrie
(BN Il / BN ProSpec® System — Siemens) bestimmt.

Blutbild
Die Messungen von Leukozyten, Hamoglobin und Blutplattchen wurden mit dem

automatischen Hamatologie-Analysegerat Sysmex XN-LTM durchgefiihrt.
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Die Immuncharakterisierung von Lymphozyten wurde mittels Durchflusszytometrie
(siehe Abschnitt 3.3.4.) unter Verwendung eines BD FACS CantoTM Il Cell Analyzers
durchgefihrt. Die Monozyten-Subpopulationen wurden mit Hilfe eines Beckman-Coulter
NaviosTM Analyzers charakterisiert. Die Absolut-Zahlen der Lymphozyten und
Monozyten-Subpopulationen wurde berechnet mit der durch den Sysmex erhobenen
Leukozytenzahl und der Uber die Durchflusszytometer gemessenen Prozentangaben

der Zellpopulationen (Dual-Plattform-System).

Zu den zellularen Parametern gehorten die lymphozytare Differenzierung in NK-Zellen
(CD56+, CD16+), B-Lymphozyten (CD19+), T-Lymphozyten (CD3+), CD4+ T-
Lymphozyten (CD3+, CD4+) und CD8+ T-Lymphozyten (CD3+, CD8+) sowie die
Differenzierung der Monozyten in die Subgruppen klassisch (CD14+ CD16-), intermedi&r
(CD14+ CD16+) und nicht klassisch (CD14- CD16+).

Das Zell-Ratio von B-Zellen zu CD8+ Zellen und von CD4+ zu CD8+ T-Lymphozyten
wurden aus den Zellzahlen der einzelnen Patienten berechnet und sind als Mittelwert
aller individuellen Verhéaltnisse angegeben.

3.3.4. Durchflusszytometrie und Fluorescent Activated Cell Sorting (FACS)

Die Durchflusszytometrie ist eine Messmethode, bei der Zellen mithilfe von
Laserstrahlen einzeln auf verschiedene Eigenschaften wie GrofRe und Gehalt an
Zellorganellen untersucht werden. Wenn die Zelle den Laserstrahl der
Durchflusszytometrie passiert, wird Streulicht erzeugt, dessen Intensitdt mit den
Eigenschaften der Zelle korreliert (Abbildung 3). Vorwartsstreulicht (FSC), das ein Maf3
fur die Beugung des Lichts in flachen Winkeln ist, hangt von der Gré3e der Zelle ab.*
Das seitliche Streulicht (SSC) ist ein Malf3 fur die Brechung von Licht im rechten Winkel
und hangt in erster Linie von der Granularitat der Zelle ab. Die Granularitat von Zellen
wird bestimmt Uber die Anzahl und Zusammensetzung von Zellorganellen. Daruber
hinaus konnen die Zellen vor der Analyse mit Antikbrpern angefarbt werden
(Immunphéanotypisierung), die an einen Fluoreszenzfarbstoff (Fluorochrom) gekoppelt
sind. Je nachdem, ob und wie stark der Fluorochrom-gekopppelte Antikdrper das
entsprechende Oberflachenmolekil/Antigen bindet, wird die Zelle beim Passieren des
Lasers Licht in einer spezifischen Wellenlange emittieren, das detektiert wird und direkte
Ruckschlisse uber die Expression des Antigens gibt. Mithilfe von Kombinationen von

bestimmten Oberflachenmarker-Mustern (CD: Cluster of differentiation) mit FSC und
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SSC konnen Zellen sowohl Zelllinien als auch teilweise deren Unterpopulationen
zugeordnet  werden. Neben Oberflachenmarkern, konnen nach einer

permeabilisierenden Vorbehandlung auch zytoplasmatische Antigene nachgewiesen

Sample j
Sheath

werden.1>:160

Laser

Scatter &
Fluorescence

Quelle: Adan et al 2017.1%°

Abbildung 2 Funktionsmechanismus eines Durchlusszytometers, wahrend individuelle
Zellen den Laserstrahl der Durchflusszytometrie passieren.

3.3.4.1. Geréate, Software und Antikdrper

Die Immuncharakterisierung von Lymphozyten erfolgte mit Hilfe eines BD
FACSCantoTM 1l Cell Analyzer und die Immunphanotypisierung der Monozyten-
Subpopulationen wurde mit einem Beckman-Coulter NaviosTM durchgefuhrt.

Fir die Auswertung und Interpretation der Daten wurde die Kaluza Analysesoftware

Version 3.1 verwendet.
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3.3.4.2. Gating-Strategien

Lymphozyten:

Die Lymphozyten wurden im CD45/SSC Dotplot identifiziert (Dotplot 1). Der prozentuale
Anteil der T-Lymphozyten und B-Lymphozyten wurde anhand eines CD3/CD19 Dotplots
errechnet (Abbildung 4, Dotplot 4). NK-Zellen wurden anhand eines CD3/CD16+56 Dot-
Plots gegated (Abbildung 4, Dotplot 5). Der Anteil an CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten
wurde in einem CD3/CD4 (Abbildung 4, Dotplot 2) bzw. einem CD3/CD8 (Abbildung 4,
Dotplot 3) Dot-Plot bestimmt. Die angezeigten Ergebnisse sind Prozentzahlen, die sich
auf die gesamte Lymphozytenpopulation beziehen. Absolutwerte wurden aus der im
Sysmex gemessenen Leukozytenzahl errechnet und nicht direkt an den

Durchflusszytometern gemessen.
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Monozyten:

Monozyten wurden in einem SSC/CD64 Dotplot (Abbildung 5, Dotplot 1) tber deren
starke CD64 Expression identifiziert. HLA-DR wurde als Marker fur die Aktivierung von
CD14+ Monozyten verwendet (Abbildung 5, Dotplot 2). Uber einen CD14/CD16 Dotplot
wurden die Monozyten weiter in klassische (Dotplot 3, CD14+/CD16-), nicht-klassische
(Dotplot 3, CD14-/CD16+) und intermedidre Monozyten (Dotplot 3, CD14+/CD16+)
gruppiert (Abbildung 5, Dotplot 3).1%
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(CD14+/HLADR+; CD14+/CD16-; CD14+/CD16+; CD14-/CD16+)
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3.4. Statistische Methoden

Die Daten wurden in Microsoft® Excel® 2016 erfasst. Die statistischen Analysen
wurden mit GraphPad Prism Version 8.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA, USA) durchgefuhrt. Trends im zeitlichen Verlauf wurden mit Hilfe linearer
Regression analysiert. Die Vergleiche der Patienten nach Outcome
(Uberlebende vs. Verstorbene in Kohorte 1) im Zeitverlauf wurden mit Hilfe von
srepeated measures mixed-effect models“ analysiert. Nichtparametrische Tests
(Mann Whitney U und Kruskal-Wallis Test bei nicht parametrischen Ergebnissen
mehrerer Gruppen) wurden zum Vergleich der Medianwerte zwischen den
Kohorten verwendet, da die meisten Variablen nicht normal verteilt waren (nach
dem Kolmogorov—Smirnov-Test). Vergleiche zwischen den Kohorten wurden
unter Verwendung der initialen Messwerte bei Aufnahme durchgefuhrt. Fir die
Vergleiche der Subgruppen aus Kohorte 1 wurden die tUber die Zeit erhobenen
Einzelwerte als gepoolte Daten verwendet. Hierfir wurde Kohorte 1 in zwei
Untergruppen von Patienten mit positivem Outcome (Entlassung aus dem
Krankenhaus aufgrund klinischer Verbesserung) und Patienten mit negativem
Outcome (Tod aufgrund von COVID-19) unterteilt.

Als Baseline wurde das Datum der Aufnahme auf die Normalstation oder
Intensivstation festgelegt, was nicht dem Beginn der Symptome entspricht. Da
fur das Management von COVID-19 in Deutschland nach dem Schweregrad der
Erkrankung triagiert wurde, waren die meisten in unser Krankenhaus

aufgenommenen Falle schwer erkrankt.

3.5. Ethikkommission

Die Studie war Teil der CORSAAR-Registerstudie und wurde von der
Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes (Nummer 62/20)

Deutschland, genehmigt.
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4. Ergebnisse

4.1. Beschreibung des Patientenkollektives

Insgesamt wurden 87 Patienten in die Studie eingeschlossen und weiter in vier
verschiedene Kohorten aufgeteilt: Kohorte 1 enthielt 24 Patienten, die auf der
Intensivstation fur COVID-19 behandelt wurden (ICU COVID+), Kohorte 2 enthielt 10
Patienten, die auf der Normalstation mit COVID-19 behandelt wurden (NCU COVID+),
Kohorte 3 bestand aus 30 Patienten, die auf der Intensivstation aus anderen Grinden
als COVID-19 behandelt wurden (ICU COVID-) und Kohorte 4 umfasste 21 Patienten,
die auf der Normalstation wegen einer anderen Infektion als COVID-19 behandelt
wurden (NCU COVID-). Tabelle 3 fasst die Patientencharakteristika und
Behandlungsparameter aller Kohorten zusammen. Die ICU COVID+ Kohorte hatte mit
durchschnittlich 38 Tagen die langste Hospitalisierungszeit, wéhrend Kohorte 4 (NCU
COVID-) mit nur 5 Tagen die kirzeste Hospitalisierungszeit hatte. Das mediane Alter der
ICU COVID+ Gruppe betrug 64,8 Jahre im Vergleich zu 69,5 Jahren der ICU COVID-
Gruppe, 71,8 Jahren der NCU COVID- Kohorte und 58,4 Jahren der NCU COVID+
Gruppe, wobei es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
gab. Der hochste Prozentsatz an mannlichen Patienten wurde mit 87,5 % in der ICU

COVID+-Kohorte im Vergleich zu 53 % méannlichen Patienten in Kohorte 4 gefunden.
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Tabelle 3. Patientencharakteristika und Therapien

ICU COVID+ NCU COVID+ ICU COVID- NCU COVID-
Patientenzahl, n 24 10 30 21
Alter, Mittelwert (Jahre)* 65 61 68 66
Mannlich, n (%) 21 (87.5) 7 (66%) 23 (76%) 11 (53%)
Mechanische Beatmung 21 (87.5%) 0 14 (43%) 0
Extrakorporale 8 (33%) 0 0 0
Membranoxygenierung
Tage Hospitalisierung 38 11 13 5
Mortalitdt im Krankenhaus 8 (33%) 0 10 (33%) 0
Grund der stationdren
Aufnahme
Kardiovaskuldires Ereignis 16 3
Blutung 4 3
Sekunddre Infektionen 5 6
Gastroenterologische oder 2 5
hepatische Erkrankungen
Nephrologische Erkrankungen 1 1
Pulmonale Erkrankungen 1 0
Andere 1 3
Schweregrad von COVID-19
Pneumonie 2 4
Leichter Verlauf 1 4
Moderates ARDS 7 0
Schweres ARDS 14 0
Asymptomatisch 0 2
Einsatz von Antibiotika 18 5
Immunsuppressiva
Vor Aufnahme 2 2
Wéhrend der Studie** 20 1

* Unterschiede sind nicht statistisch signifikant
** Die meisten Patienten mit schwerer Erkrankung erhielten Hydroxychloroquin. Fiir den Einsatz von
Steroiden gab es zum Zeitpunkt der Studie noch nicht geniigend Evidenz, daher erhielt nur ein kleiner
Teil der Patienten Kortison wahrend der Studie. 1 Patient erhielt Tocilizumab.
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4.2. Vergleich zwischen Kohorten zum Aufnahmezeitpunkt

Die initial erhobenen Laborparameter wurden zwischen den Kohorten folgendermal3en
verglichen: ICU COVID+ (Kohorte 1) vs. ICU COVID- (Kohorte 3), ICU COVID+ (Kohorte
1) vs. NCU COVID+ (Kohorte 2) und NCU COVID+ (Kohorte 2) vs. NCU COVID-
(Kohorte 4). Tabelle 4 fasst die Vergleiche zwischen allen Gruppen zusammen.

4.2.1. Immunstatus

Die ICU COVID+ Kohorte wies unter allen Gruppen die schwerste absolute
Lymphopenie auf, mit erniedrigten CD4+ T-, CD8+ T-, B- und NK-Lymphozyten. Der
prozentuale Anteil der B-Lymphozyten an allen Lymphozyten war jedoch in der ICU
COVID+ Gruppe am hdchsten. Im Folgenden berichten wir Uber die Unterschiede

zwischen den Kohorten mit Schwerpunkt auf den statistisch signifikanten Unterschieden.
ICU COVID+ (Kohorte 1) vs. ICU COVID- (Kohorte 3)

Die Vergleiche zwischen den Kohorten 1 (ICU COVID+) und 3 (ICU COVID-) zeigten
statistisch signifikante Unterschiede in den CRP-Werten (180 vs. 119 mg/l, p = 0,03),
dem prozentualen Anteil der Lymphozyten (7 % vs. 13 %, p = 0,02), der Zahl der T-
Lymphozyten (475 vs. 784 Zellen/uL, p = 0,02) und deren prozentualen Anteil (67 % vs.
74 %, p = 0,04), der Anzahl der CD4+ T-Lymphozyten (359 vs. 533 Zellen/uL, p = 0,04)
und der Blutplattchen (239 vs. 182 Blutplattchen/nl, p = 0,01). Eine CD8+ T-
Lymphopenie wurde in beiden Gruppen beobachtet, war aber in der ICU COVID+
Gruppe signifikant starker ausgepragt (114 vs. 232 Zellen/ul, p = 0,01). Die Ergebnisse
sind nicht fur multiple Testen korrigiert.

Eine explorative Analyse des Verhéltnisses von B-Zellen zu CD8+ T-Zellen zeigte einen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen ICU COVID+ und ICU COVID- Patienten
(1,8 vs. 0,98, p = 0,01).

ICU COVID+ (Kohorte 1) vs. NCU COVID+ (Kohorte 2)

Vergleiche zwischen ICU COVID+ und NCU COVID+ Patienten zeigten statistisch
signifikante Unterschiede in der Leukozytenzahl (11641 vs. 7438 Zellen/pL, p < 0,01),
dem prozentualen Anteil der Lymphozyten (7 % vs. 20 %, p < 0,01), dem Anteil der B-
Lymphozyten (22 % vs. 7,6 %, p < 0,01) und CD4+-Lymphozyten (50 % vs. 40 %, p <
0,01), der absoluten CD8+ T-Lymphozytenzahl (114 vs. 494 Zellen/uL, p < 0,01), dem
Anteil der CD8+ T-Lymphozyten (16 % vs. 31 %, p < 0,01) und dem T4/T8-Verhaltnis
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(4,3 vs. 1,5, p <0,01). Wir fanden auch einen statistisch signifikanten Unterschied der
CRP-Werte (180 vs. 37 mg/l, p < 0,01) und im Hamoglobin (10 vs. 13 g/dL, p < 0,01).
Trends flir Unterschiede, die keine statistische Signifikanz erreichten, wurden bei den
Lymphozytenzahlen (700 vs. 1467 Zellen/ul, p = 0,09), den Absolutzahlen der T-
Lymphozyten (475 vs. 1130 Zellen/ul, p = 0,09), den CD4+ T-Lymphozytenzahlen (359
vs. 602 Zellen/ul, p = 0,25) und den Zellzahlen der NK-Zellen (79 vs. 199 Zellen/ul, p =
0,07) beobachtet.

Die explorative Analyse des Verhaltnisses von B-Zellen zu CD8+ T-Zellen zeigte einen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen COVID-positiven Patienten, die auf der

Intensivstation und auf der Normalstation behandelt wurden (1,8 vs. 0,34, p < 0,01).
NCU COVID+ (Kohorte 2) vs. NCU COVID- (Kohorte 4)

Der Vergleich zwischen den Laborergebnissen der Kohorten 2 und 4 ergab signifikante
Unterschiede im Anteil der CD4+ Lymphozyten (40 % vs. 54 %, p = 0,01), im Anteil der
CD8+ Lymphozyten (31 % vs. 19 %, p = 0,01), dem T4/T8-Verhaltnis (1,5 vs. 3,9, p =
0,01), dem B/T8-Verhaltnis (0,34 vs. 0,67, p = 0,03) und dem Anteil der Monozyten (5,0
% vs. 10 %, p = 0,04).

4.2.2. Monozyten-Subpopulationen

ICU COVID+ (Kohorte 1) vs. ICU COVID- (Kohorte 3)

Vergleicht man den prozentualen Anteil der Monozyten, so wies die ICU COVID+-
Kohorte im Vergleich zur ICU COVID--Gruppe signifikant niedrigere Raten intermediarer
Monozyten auf (5,6 % vs. 13 %, p < 0,01), was auch fiir aktivierte HLA-DR+/CD14+
Monozyten galt (17 % vs. 34 %, p < 0,01).

ICU COVID+ (Kohorte 1) vs. NCU COVID+ (Kohorte 2)

Bei der Auswertung der Monozytenuntergruppen zeigten ICU COVID+ Patienten im
Vergleich zu NCU COVID+ Patienten einen signifikant geringeren Anteil an
intermediaren Monozyten (5,6 % vs. 14 %, p = 0,03) sowie aktivierten HLA-DR+/CD14+
Monozyten (17 % vs. 40 %, p < 0,01).

NCU COVID+ (Kohorte 2) vs. NCU COVID- (Kohorte 4)

Der Vergleich der Messungen zwischen den Kohorten 2 und 4 ergab signifikante

Unterschiede im prozentualen Anteil der Monozyten (5,0 % vs. 10 %, p = 0,04).
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Tabelle 4. Laborparameter zum Aufnahmezeitpunkt

ICU ICU P ICU NCU P NCU NCU P
COVID+ | COVID- COVID+ | COVID+ COVID+ | COVID-

Leukozyten* 11641 | 10929 | 0,48 | 11641 7438 | <0,01 | 7438 8965 | 0,47
Lymphozyten* 700 1208 0,09 700 1467 0,09 1467 1217 0,84
Lymphozyten (%) 7,0 13 0,02 7,0 20 <0,01 20 16 0,39
B Lymphozyten (%) 22 16 0,16 22 7,6 <0,01 7.6 10 0,44
B Lymphozyten * 132 300 0,4 132 134 0,59 134 117 0,32
T Lymphozyten (%) 67 74 0,04 67 74 0,12 74 72 0,71
T Lymphozyten * (/pL) 475 784 0,02 475 1130 0,09 1130 864 0,65
Aktivierte T Lymphozyten (%) 13 10 0,44 13 12 0,80 12 11 0,74
CD4+ Lymphozyten (%) 50 54 0,39 50 40 <0,01 40 54 0,01
CD4+ Lymphozyten * 359 533 0,04 359 602 0,25 602 630 0,85
CD8+ Lymphozyten (%) 16 19 0,19 16 31 <0,01 31 19 0,01
CD8+ Lymphozyten * 114 232 0,01 114 494 <0,01 494 228 0,15
NK Zellen (%) 11 9,2 0,53 11 18 0,26 18 17 0,84
NK-Zellen* (/uL) 79 103 0,57 79 199 0,07 199 224 0,88
T4/T8-Ratio 4,3 3,4 0,45 4,3 1,5 <0,01 1.5 3.9 0,01
B/T8-Ratio 1,8 0,98 0,01 1,8 0,34 <0,01 0,34 0.67 0,03
Monozyten* 609 607 0,9 609 497 0,10 497 728 0,06
Monozyten (%) 4.8 4,8 0,8 4,8 5,0 0,97 5,0 10 0,04
HLA-DR+/CD14+ Monozyten (%) 17 34 <0,01 17 40 <0,01 40 46 0,35
Klassische Monozyten 82 80 0,42 82 75 0,13 75 77 0,73
(CD14+/CD16-) (%)

Intermediare Monozyten 5,6 13 <0,01 5,6 14 0,03 14 15 0,73
(CD14+/CD16+) (%)

Nicht klassische Monozyten 3,0 1,5 0,25 3,0 1,4 0,3 1.4 3.2 0,21
(CD14-/CD16+) (%)

C-reaktives Protein (mg/l) 180 119 0,03 180 37 <0,01 37 51 0,33
Thrombozyten (/nL) 239 182 0,01 239 252 0,94 252 220 0,53
Hiamoglobin (g/dL) 10 10 0,81 10 13 <0,01 13 11 0,09
IgA (mg/dl) 325,3 320,3 | 0,74 325,3 281,6 0,12 281,7 272,9 0,8
IgM (mg/dl) 119,1 60,5 |<0,01| 119,1 155,5 0,86 155,5 75,1 0,17
1gG (mg/dl) 1074,8 | 883,6 | 0,08 | 1074,8 | 1129,8 | 0,69 | 1129,8 | 1042,2 | 0,5
1gG1 (mg/dl) 758,6 557,3 | <0,01 | 758,6 777,8 0,82 777,8 669,6 | 0,41
1gG2 (mg/dl) 219,5 230,5 0,9 219,5 276,3 0,15 276,3 282,6 | 0,94
1gG3 (mg/dl) 59,6 31,6 | <0,01 59,6 49,2 0,42 49,2 25,5 0,02
1gG4 (mg/dl) 37,0 64,2 0,11 37 26,6 0,53 26,6 64,4 0,06

*Die angegebenen Werte sind mittlere Zellzahlen/ul
Fettgedruckte Werte stellen statistisch signifikante Vergleiche dar.

P-Werte sind nicht fiir Mehrfachvergleiche angepasst

4.2.4 Immunglobuline
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Wir fanden ebenfalls signifikante Unterschiede in den Immunglobulinkonzentrationen bei
Studienbeginn zwischen COVID-Patienten und Nicht-COVID-Patienten. ICU COVID+
Patienten hatten héhere Konzentrationen von IgM (119,1 vs. 60,5 mg/dL p = 0,002),
IgG1 (758,6 vs. 557,3 mg/dL p = 0.008) und I1gG3 (59,6 vs. 26,43 mg/dL p = 0.006) im
Vergleich zu ICU COVID- Patienten. Darlber hinaus wiesen NCU COVID+-Patienten
hohere 1gG3-Werte (49,2 vs. 25,5 mg/dL p = 0,02) im Vergleich zu NCU COVID--
Patienten auf. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden COVID+
Kohorten (auf ICU oder NCU behandelt) (Tabelle 4).

4.3. Longitudinale Auswertung

Langsschnittuntersuchungen wurden aufgrund der langen Verweildauer im
Krankenhaus nur in Kohorte 1 durchgefiihrt. In dieser Kohorte wurden in einer
Subgruppenanalyse Patienten mit einem ginstigen Krankheitsverlauf, die aufgrund
einer klinischen Verbesserung aus dem Krankenhaus entlassen wurden (positives
Outcome), mit Patienten verglichen, die aufgrund von COVID-19 starben (negatives
Outcome). Die Abbildungen 6 und 7 fassen die linearen Regressionsanalysen aus dieser
Kohorte (ICU COVID+) zusammen.
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Abbildung 6 zeigt die Veranderungen der einzelnen Lymphozytenpopulationen der ICU
COVID+ Kohorte im zeitlichen Verlauf

Die Spaghetti-Plots zeigen die individuellen Verdnderungen im zeitlichen Verlauf dar.
Einzelne Punkte stellen individuelle Messungen von Zellzahlen im Zeitverlauf dar. Fur
alle Parameter aufl’er Leukozyten und B-Lymphozyten zeigen die linearen
Regressionsanalysen Steigungen, die sich signifikant von Null unterscheiden (p-Werte
< 0,05). LLN: Untere Grenze der Norm
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Abbildung 7 zeigt die Veranderungen der Zell-Ratios und der
Monozytensubpopulationen im zeitlichen Verlauf. Einzelne Punkte stellen individuelle
Messungen von Zellen oder Zell-Ratios im Zeitverlauf dar. Lineare Regressionsanalysen
zeigen signifikante Steigungen, die sich mit p < 0,05 von Null unterscheiden, fir die Zell-
Ratios B/T8 und T4/T8 sowie flr die aktivierten Monozyten (HLA-DR+ CD14+) und die
nicht-klassischen Monozyten. Dies trifft nicht zu fir die Gesamt-Monozytenzahl, die
intermedidren Monozyten und die klassischen Monozyten, fir die die Veranderungen
Uber die Zeit statistisch nicht signifikant waren.

Parameter ohne Veranderung im Laufe der Zeit

Die Zahl der Leukozyten insgesamt, die B-Lymphozytenzahl, die Zahl der Monozyten
insgesamt, die klassischen Monozyten und die intermedidren Monozyten zeigten keine

signifikanten Veranderungen im Zeitverlauf (Abbildung 7)
Parameter mit statistisch signifikanten Veranderungen im Laufe der Zeit

Die lineare Regressionsanalyse der absoluten Zellzahlen von Lymphozyten, T-
Lymphozyten, CD4+ T-Zellen, CD8+ T-Zellen und NK-Zellen sowie des prozentualen
Anteils aktivierter (HLA-DR+) Lymphozyten und Monozyten zeigte einen signifikanten
Anstieg der jeweiligen Werte in Richtung Normalisierung (Abbildung 6). Im Gegensatz

dazu zeigte der prozentuale Anteil der nicht klassischen Monozyten und der B-
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Lymphozyten abnehmende Werte. Auch die Zellverhaltnisse von T4/T8 und B/T8

nahmen wahrend des Untersuchungszeitraums deutlich ab (Abbildung 7).
Subgruppenanalyse aus Kohorte 1

Mehr Patienten der Subgruppe aus Kohorte 1 mit positivem Outcome erreichten eine
Normalisierung der Lymphozyten und ihrer Subpopulationen als in der Gruppe der
Patienten mit negativem Outcome. Die Normalisierung der Werte bendétigte in der
Gruppe mit positivem Outcome auch weniger Zeit (Tabelle 5, Abbildung 8). In der
Gruppe mit negativem Outcome erreichte nur ein Patient eine normale CD8+ T-
Lymphozytenzahl. In der Gruppe mit giinstigem Outcome dauerte es 12 Tage fiur die
Lymphozyten, 2,9 Tage fir die B-Zellen, 7,3 Tage fiur die CD4-T-Zellen, 19 Tage fiir die
CD8-T-Zellen und 3,4 Tage fur die NK-Zellen bis zur Erholung.

Tabelle 5. Mittlere Zeit bis zur Normalisierung je nach Subgruppe (Pos. vs. Neg. Outcome) in Tagen

Positives N* (%) Negatives N* (%)
Outcome* Outcome*
Patienten 15 8
Lymphozyten 12d (7,7) 9 (60 %) 22 d (5,3) 3 (37,5 %)
B Lymphozyten 2,9d (4,9 10 (66 %) 5d (5,8) 4 (50 %)
T Lymphozyten 12 d (9,4) 10 (66 %) 23 d (7) 2 (25 %)
CD4+ T Lymphozyten 7,3d(7) 12 (80 %) 16 d (20) 5 (62,5 %)
CD8+ T Lymphozyten** 19d (7) 6 (40 %) 52 d (0) 1 (12,5 %)
CD8+ T Lymphozyten (2-fach- 12 d (12) 12 (80 %) 20 d (18) 6 (75 %)
Erh6hung)
NK Zellen 3,4d(10) 10 (66 %) 8,8d 5 (62,5 %)
(2,9)

* Nur Patienten, die normale Werte erreichten, wurden in diese Analyse einbezogen. Einzelne abrupte Zellzahl Erhdhungen, gefolgt
von abnormalen Werten, wurden nicht als Normalisierung gewertet.

** Nur ein Patient in der Gruppe mit negativem Outcome erreichte normale CD8+-Werte.

In der Gruppe mit positivem Outcome gingen zwei Patienten nach der Entlassung aus dem Krankenhaus verloren, so dass zum
Zeitpunkt der Zensierung nur zwei Messungen durchgefuhrt wurden.

Normalwerte gemaf den lokalen Labordefinitionen: Lymphozyten > 1500 Zellen/pl, B-Lymphozyten > 150/pl, T-Lymphozyten >
950/ul, CD4+ T-Lymphozyten > 550/ul, CD8+ T-Lymphozyten > 500/ul, NK-Zellen > 80/ul. Kritische Schwelle bei CD4+ T
Lymphozyten: < 200/uL

SD: Standardabweichung

Die Vergleiche wurden mit Hilfe von ,repeated measures mixed-effect models*
durchgefihrt und zeigten keine signifikanten Wechselwirkungen zwischen Outcome und
der Zellzahl oder dem Zellverhaltnis im Zeitverlauf. Abbildung 8 zeigt die Zellzahlen,

Zellverhaltnisse und Zellhaufigkeiten in Abhéngigkeit vom Outcome bis zu Tag 20.
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Abbildung 8 zeigt Vergleiche einzelner Zellzahl- oder Zell-Ratio-Parameter zwischen
Patienten mit positivem und negativem Outcome im Zeitverlauf bis Tag 20. Die
Diagramme zeigen die Zellzahlen oder Zellhaufigkeiten zu vier verschiedenen
Zeitpunkten fur die zwei Untergruppen der ICU COVID+ Kohorte. Blaue Punkte sind

Mittelwerte der Untergruppe mit positivem Outcome (Uberlebende) (N =
schwarze Punkte sind Mittelwerte der

(Verstorbene) (N =
signifikanten Unterschiede zwischen den Kurven.

16) und

Untergruppe mit negativem Outcome
8). ,Repeated measures mixed-effect models“ zeigten keine

Eine vergleichende Analyse der Mittelwerte aller im Laufe der Zeit erhobenen Parameter

zeigte signifikante Unterschiede zwischen Patienten mit positivem und negativem

Outcome in Bezug auf die Leukozyten (14.466 vs. 12.294 Zellen/uL), Lymphozyten
(1.183 vs. 993 Zellen/uL), B Lymphozyten (887 vs. 631 Zellen/uL), CD4+ Lymphozyten
(572 vs. 442 Zellen/uL), CD8+ Lymphozyten (294 vs. 172 Zellen/uL), NK Zellen (141 vs.
105 Zellen/uL), die T4/T8 Ratio (3 vs. 3,9), HLA-DR+CD14+ Monozyten (31,1 vs. 21,6
%), und die B/T8 Ratio (0,93 vs. 1,16).
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In der Gruppe der Uberlebenden wurden ebenfalls niedrigere Konzentrationen von IL-6
(624 vs. 1.560 pg/mL), Ferritin (1253 vs. 2295 pg/L) und CRP (125,6 vs. 197,6 g/dL)
beobachtet sowie eine héhere Thrombozytenzahl (262,9 vs. 178,4 Thrombozyten/nL).

Tabelle 6 enthalt eine Zusammenfassung der gepoolten Analysen aller Parameter.

Tabelle 6 Gepoolte Analyse aller Messwerte der ICU COVID+ Kohorte im

Zeitverlauf aufgeteilt nach Outcome

Uberlebende | Verstorbene | P

Patienten (n) 15 8

Leukozyten* 14.466 12.293 <0,01
Lymphozyten* 1183 993 <0,01
Lymphozyten (%) 26,7 7,7 0,15
B Lymphozyten (%) 14,4 16 0,74
B Lymphozyten * 164 135 <0,01
T Lymphozyten (%) 72,8 70,5 0,625
T Lymphozyten * 887 631 <0,01
aktivierte T Lymphozyten (%) 18,7 17,7 0,589
CD4+ Lymphozyten (%) 49,6 51,3 0,340
CD4+ Lymphozyten * 572 442 <0,01
CD8+ Lymphozyten (%) 21,4 17,5 0,01
CD8+ Lymphozyten * 294 172 <0,01
NK Zellen (%) 11,9 12,1 0,427
NK-Zellen* 141 105 <0,01
T4/T8-Ratio 3,0 3,9 0,046
Monozyten * 668 637 0,694
Monozyten (%) 5,1 5,5 0,962
HLA-DR+CD14+ Monozyten (%) 31,1 21,6 0,036
Klassische Monozyten (CD14+/CD16-) (%) 83 80,8 0,310
Intermediire Monozyten (CD14+/CD16+) (%) 7,4 7,2 0,793
Nicht klassische Monozyten (CD14-/CD16+) (%) | 2,4 1,7 0,242
C-reaktives Protein (g/dL) 125,6 197,6 <0,01
Thrombozyten* 262.900 178.400 <0,01
Hamoglobin (g/dL) 8.6 8.5 0.89
Interleukin 6 (pg/mL) 624 1.560 <0,01
Ferritin (pg/l) 1.253 2.295 <0,01
B/T8 0,93 1,16 0,045

*Die angegebenen Werte sind mittlere Zellen/pl

Fettgedruckte Werte stellen statistisch signifikante Unterschiede dar
P-Werte sind nicht fiir Mehrfachvergleiche angepasst
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5. Diskussion

Es hat sich gezeigt, dass Veranderungen des Immunsystems fir den Verlauf von
COVID-19 eine wichtige Rolle spielen, insbesondere bei schweren Verlaufen. Die
meisten bisher durchgefiihrten Studien haben jedoch COVID-19-Patienten mit gesunden
Personen verglichen. Daher bleibt die Frage offen, wie spezifisch diese Veranderungen
sind und ob sie sich signifikant von denen von Patienten mit anderen schweren
Erkrankungen unterscheiden. Um dieses Problem anzugehen, haben wir eine
prospektive Kohortenstudie konzipiert, die vier Patientenkohorten umfasst: Patienten,
die wegen COVID-19 auf einer Intensivstation behandelt wurden (ICU COVID+, Kohorte
1), Patienten, die wegen COVID-19 auf einer Normalstation behandelt wurden (NCU
COVID+, Kohorte 2), Patienten, die aus anderen Grinden als COVID-19 auf einer
Intensivstation behandelt wurden (ICU COVID-, Kohorte 3) und Patienten, die wegen
anderer Infektionen als COVID-19 auf einer Normalstation behandelt wurden (NCU
COVID-, Kohorte 4). Von allen Patientenkohorten wurden umfassende Immunstatus
Daten zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme erhoben. Eine Datenerhebung im
Zeitverlauf war nur fir Patienten mdglich, die wegen schwerem COVID-19 auf der
Intensivstation behandelt wurden, da die Kohorten 2, 3 und 4 eine wesentlich kurzere
Verweildauer im Krankenhaus hatten (Tabelle 3). Fir Kohorte 1 wurde eine
Subgruppenanalyse  (positives vs. negatives Outcome) durchgefuhrt, um
immunologische Marker zu identifizieren, die mit einer schlechten Prognose verbunden
sind. Interessanterweise wurde festgestellt, dass zwei der Parameter, die bei den
Ausgangsmessungen als spezifisch fir schweres COVID-19 identifiziert wurden
(erhohtes B/T8-Verhaltnis, niedriger Prozentsatz aktivierter Monozyten), auch in dieser

Patientenkohorte mit einer schlechten Prognose korrelierten.

Bei dem Vergleich der immunologischen Ausgangsparameter zeigten beide ICU-
Kohorten (ICU COVID+ und COVID-) eine allgemeine Lymphopenie sowie eine
Lymphopenie der T-Zellen und CD8+ T-Zellen, wobei in der ICU COVID+-Kohorte
schwerwiegendere Veranderungen beobachtet wurden. Ein T-Helferzell-Mangel wurde
nur in der ICU COVID+ Kohorte beobachtet. Auch wenn einige dieser Unterschiede
statistisch nicht signifikant waren, stehen diese Ergebnisse im Einklang mit bisher
verdffentlichten Daten.'?”128162163 Eg ist bekannt, dass Patienten, die generell eine
schwere internistische Krankheit durchmachen, eine ,non-virale® Lymphopenie
entwickeln kénnen, und Studien haben gezeigt, dass bei Intensivpatienten eine
anhaltende ,non-virale* Lymphopenie ein unabhangiger Risikofaktor fur die 28-Tage-
Sterblichkeit ist.***'®> Die direkt durch SARS-CoV-2-Replikation sowie von der

51



Immunreaktion des Wirtes verursachten Veranderungen scheinen jedoch komplexeren
Mustern zu folgen. Diese Hypothese wurde durch die vorliegende Arbeit bestétigt. Die
Mechanismen, die zu einer Dysfunktion des Immunsystems, insbesondere der T-
Lymphozyten, fihren, scheinen multifaktoriell zu sein und in einem komplexen
Zusammenhang mit Uberstimulation, tbermaRiger Migration, Zellerschépfung und
Hemmung zu stehen. 1231281667168 Dariijber hinaus scheinen Patienten mit einer
schweren Erkrankung einen héheren Anteil an SARS-CoV2-spezifischen CD4+ T-
Lymphozyten zu bilden, die ein eingeschréanktes Zytokin-Expressionsprofil mit weniger
multifunktionalen Zellen und stark exprimierten CTLA-4 aufweisen.’®® Analysen der
bronchoalveolaren Lavageflissigkeit von COVID-19-Patienten zeigten eine T-
Lymphozytose.**¢*% Allerdings scheint der Anteil der CD8+ T-Lymphozyten in der Lunge
von Patienten mit leichtem Verlauf héher zu sein als bei Patienten mit schwerem
Verlauf.’®® Daher kann die Migration allein die ausgepragte CD8+ T-Lymphopenie bei
Patienten mit schwerer Erkrankung nicht vollstandig erklaren. Sie ist wahrscheinlich

zumindest teilweise durch Zytokinsturm-induzierte Apoptose erklarbar.*®

Obwohl die ICU COVID+ Kohorte eine geringflgig niedrigere absolute B-
Lymphozytenzahl aufwies, zeigten die relativen Zahlen im Vergleich zu allen anderen
Gruppen einen hoheren B-Zell-Anteil, was auf eine gesteigerte B-Zell-Aktivitat schlieRen
lasst. Ahnliche Ergebnisse wurden von anderen Gruppen berichtet, die ebenfalls B-
Lymphozytosen und Aktivierungen bei Patienten mit schwerer Erkrankung im Vergleich
zu Patienten mit milderer Erkrankung nachweisen konnten.'** Hierauf deuten auch die
Ergebnisse von TCR- und BCR-Repertoire-Sequenzierungen, wie auch Zytokin-Profile
hin.1’%11 Da in Kohorte 1 die CD8+ T-Lymphozyten im Vergleich zu anderen
Zellpopulationen starker reduziert waren, fihrten wir eine explorative Analyse des B/T8-
Verhaltnisses durch, die signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen ICU COVID+
(Kohorte 1) und ICU COVID- (Kohorte 3) sowie zwischen den Gruppen ICU COVID+
(Kohorte 1) und NCU COVID+ (Kohorte 2) zeigte, was darauf hindeutet, dass héhere
Quotienten nicht nur einen schwereren Krankheitsverlauf vorhersagen, sondern auch
die durch SARS-CoV-2 verursachten Immunveranderungen genauer charakterisieren
konnten. Interessanterweise zeigte die gepoolte Analyse aller Messwerte im Zeitverlauf
in den ICU COVID+ Untergruppen ebenfalls ein signifikant htheres B/T8-Verhaltnis in
der Gruppe mit schlechtem Outcome. Auch wenn es sich hierbei im Gegensatz zum
etablierten T4/T8-Verhaltnis nicht um ein haufig verwendetes Zellverhaltnis handelt,
konnte es zum einfachen Verstdndnis der Beteiligung von verschiedenen
Lymphozytenpopulationen bei schwerem COVID-19 beitragen. Wie bereits erwahnt,

kann eine Uberstimulation von CD4+ T-Zellen zu einem Zytokinsturm und einer
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tbermafigen Migration mit Apoptose von CD8+ T-Zellen fuihren.1?*127.167172 Dje Rolle der
B-Zellen bei der Exazerbation der Entziindungsreaktion mit Verschlechterung des
Krankheitsverlaufs ist weniger bekannt. Obwohl neutralisierende Antikorper eine
wichtige Rolle bei der Virusbeseitigung und der Immunitat spielen, koénnten die
Uberstimulation von B-Zellen und die Produktion nicht-neutralisierender antiviraler
Antikérper zu einem antikdrperabhéangigen Enhancement (ADE) fiihren, das die
Inflammation und gegebenenfalls die Infektion selbst verschlimmert.’*>!® Dariber
hinaus haben B-Zellen die Funktion professioneller Antigen-préasentierender Zellen, und
beeinflussen somit u.a. die Entwicklung von T-Helferzell-Untergruppen sowie von
Zytokinexpressionsmustern.’**¢ Auf3erdem konnen nicht-neutralisierende Antikorper
zur Bildung von Immunkomplexen flhren, die eine Komplementaktivierung und
Gewebeschadigung beginstigen.”® Ein kirzlich verdéffentlichter Fallbericht Giber einen
Patienten mit vollstandiger B-Zell-Depletion nach einer Rituximab-Therapie gibt
interessante Einblicke in die Rolle der B-Zellen bei COVID-19.'% Obwohl Uber einen
langeren Krankheitsverlauf mit persistierendem Fieber und ausbleibender
Viruselimination berichtet wurde, entwickelte der Patient nur mafRige Symptome ohne
schwere Lymphopenie. In diesem Fall kdnnte das Fehlen von ADE dazu beitragen, den
weniger aggressiven Verlauf der Krankheit zu erklaren. Ahnliche Beobachtungen
wurden bei Patienten gemacht, die mit lbrutinib, einen Hemmer der Bruton-
Tyrosinkinase, bei der es sich um ein Glied des B-Zell-Rezeptors-Signalweges handelt,
behandelt wurden und die trotz ihrer hamatologischen Grunderkrankungen nur eine
leichte Erkrankung entwickelten.'”” Hier ist allerdings anzumerken, dass lbrutinib nicht
spezifisch BTK in B-Zellen inhibiert, sondern auch die T-Zell-Differenzierung und
Funktion beeinflusst.?’87° Bei allen unseren Patienten kam es im Laufe der Zeit zu einer
Umkehrung des Verhdltnisses der B/T8 Ratio (von >1 zu <1), was auf eine
Immunrekonstitution hindeutet und vermuten lasst, dass die Immundysfunktion in friihen

Stadien hoher ist.

Dariuiber hinaus kdnnte zusatzlich das Immunglobulinprofil von COVID-19 Patienten mit
einer UberschieBenden Immunantwort in Zusammenhang stehen.*”* In diesem
Zusammenhang scheinen nicht nur die dber die Fab-Domane-vermittelten
Antikdrperreaktivitaten eine Rolle zu spielen,'’* sondern auch die Ig-Klasse und IgG-
Subklassen und deren Glykosylierungen.*%# In unserer Studie fanden wir bei COVID-
19 Patienten statistisch signifikant hohere Konzentrationen an 1gG3 und 1gG1 im
Vergleich zu Kontrollpersonen. Es ist bekannt, dass beide IgG-Subklassen zu einer
Verstarkung der Entziindung und einer erh6hten Komplementaktivierung fihren.*® Auch

wenn wir keine Unterschiede zwischen den beiden COVID+ Kohorten feststellen
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konnten, unterstutzen diese Ergebnisse die Entwicklung eines SARS-CoV-2 induzierten
pro-inflammatorischen, komplementaktivierenden Immunglobulin-Milieus und stimmen

mit kurzlich veroffentlichten Daten tberein.®

Frihere Arbeiten deuten darauf hin, dass das Zytokinmilieu bei Patienten mit schwerer
Krankheit intermedidare Monozyten (CD14+/CD16+) stimuliert, die maoglicherweise
Entziindungen und Gewebeschaden fordern.'® In unseren Daten konnten wir keine
Vermehrung intermedidrer Monozyten nachweisen. Im Gegensatz dazu waren die
intermediaren Monozyten und aktivierten Monozyten (HLA-DR+/CD14+) in der ICU
COVID+ Kohorte im Vergleich zu den anderen Gruppen bei der initialen Bestimmung
reduziert. Da die meisten dieser Patienten in einem bereits kritisch kranken Zustand in
unser Krankenhaus verlegt wurden, wurden die Monozytenmessungen wahrscheinlich
zu einem Zeitpunkt im Krankheitsverlauf durchgeftihrt, zu dem die Gewebeschadigung
durch eingewanderte Monozyten bereits eingetreten sein konnte. Interessanterweise
nahmen aktivierte Monozyten in unseren linearen Regressionsmodellen im Laufe der
Zeit signifikant zu, was die Vorstellung eines Verbrauchs dieser Zellen in den friheren
Stadien der Krankheit stutzen konnte. Im Gegensatz dazu nahm die Zahl nicht-
klassischer Monozyten (CD14-, CD16+) in der ICU COVID+ Kohorte im Laufe der Zeit
ab. Bemerkenswert ist, dass die Untergruppe der ICU-COVID+ Patienten mit negativem
Outcome bei Studienbeginn eine geringere Anzahl von Monozyten aufwies als die
Uberlebenden, was auch auf eine starkere Gewebemigration zuriickzufiihren sein
konnte, oder aber auch Folge eines Zytokinsturmes. Beim Vergleich der aktivierten
Monozyten im zeitlichen Verlauf wiesen ICU COVID+ Patienten mit giinstigem Outcome

signifikant hohere Zahlen auf als Patienten mit negativem Ausgang.

Ferritin ist als Akute-Phase-Reaktant und Entzindungsmarker bekannt.'®® Seine
Verwendung hat sich bei Krankheiten mit Gbertriebener systemischer Entziindung wie
dem Makrophagenaktivierungssyndrom konsolidiert.'8*'8 Andererseits sind erhohte IL-
6-Werte bei einer Vielzahl von Krankheiten entziindungsférdernd, und seine
Verwendung als Entziindungsmarker hat in den letzten Jahren zugenommen.*¥® Diese
Studie zeigte, dass die Ausgangswerte von IL-6 und Ferritin in der Gruppe der
Uberlebenden niedriger waren. Eine retrospektive Studie mit COVID-19 Patienten
zeigte, dass erhohte IL-6-Werte (> 20 pg/ml) mit einer erhdhten Sterblichkeit im
Krankenhaus korreliert waren.*®” Im Gegensatz dazu zeigte eine andere retrospektive
Analyse von 942 Patienten, dass die Ferritinwerte bei Studienbeginn ein schlechter
Pradiktor fir die Gesamtmortalitat sind.'® In unserem Datensatz schien IL-6 wahrend

der Studie nicht zwischen beiden Gruppen zu variieren, wahrend Ferritin in der Gruppe
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der Uberlebenden durchgehend niedriger war. Weitere Untersuchungen sind
erforderlich, um zu klaren, ob die Langsschnittbeobachtung dieser Faktoren ein

prognostisches Potenzial bei Patienten mit COVID-19 haben kénnte.

Zu den Einschréankungen unserer Studie gehoért die geringe Stichprobengrofie,
insbesondere des Kollektivs der NCU COVID+ Patienten, das aufgrund der in
Deutschland implementierten Versorgungsstruktur klein war. Zudem erfolgte die
Immuntypsierung der Immunzellen nach klinischen Standards, was zu einer niedrigeren
Auflosung fluhrte. Die Charakterisierung der Untergruppen dieser Zellen z.B. Th1l7,
Tregs, T-Zellen mit Expression von Erschopfungsmarkern, M1/M2-Polarisierung der
Monozyten, oder Differenzierung der B-Zellen z.B. naive B-Zellen, Plasmoblasten oder
Memory-B-Zellen konnte nicht durchgefuhrt werden. Aber die in dieser Arbeit
verwendeten Charakterisierungen und Methoden bieten vielleicht andererseits den
Vorteil einer Robustheit und klinischen Anwendbarkeit. Dariiber hinaus nahm unser
Krankenhaus als tertidres Zentrum hauptsachlich komplexe und schwere Falle auf,
wahrend leichte und mittelschwere Féalle in andere Krankenhauser verlegt- oder
ambulant behandelt wurden. Unsere Ausgangsmessungen am Tag der
Krankenhausaufnahme entsprechen nicht dem Beginn der Symptome, was wichtige
Informationen Uber die Immunveranderungen in den friihen Stadien der Krankheit hatte
liefern kbnnen. Zudem, da praktisch alle Patienten mit einer schweren Erkrankung
Hydroxychloroquin erhielten, waren wir nicht in der Lage, mogliche Einflisse der
Therapien auf die verschiedenen Zellkompartimente und das Ergebnis im Allgemeinen

Zu ermitteln.

Zusammenfassend konnten wir in unserer Arbeit zeigen, dass die durch COVID-19
ausgeldsten Veranderungen ein spezifisches Immunzellprofil hervorrufen und obwohl
einige Merkmale, denen einer schweren Erkrankung im Allgemeinen &hneln, scheinen
einige davon spezifisch fir SARS-CoV2-Infektionen zu sein. Das T-Zell-Kompartiment
ist besonders betroffen, und dramatische Veréanderungen bei CD8+ und CD4+ T-
Lymphozyten kdnnten eine prognostische Rolle spielen. Darlber hinaus scheinen
monozytare Untergruppen und die Dynamik dieser Zellen mit dem Krankheitsverlauf zu
korrelieren. Zusétzlich stellen wir das B/T8-Verhaltnis als neuen Marker fir
Immunveranderungen bei schwerem COVID-19 vor. In Anbetracht dieses besonderen
Immunprofils von COVID-19 schlagen wir vor, dass die Uberwachung der
Immunveranderungen in T-Zell-Kompartimenten, Monozyten sowie des B/T8-
Verhaltnisses ein nitzliches Instrument fur die Behandlung dieser Patienten sein kénnte.

Unsere Ergebnisse konnten bei der Entscheidungsfindung fir den Einsatz
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immunmodulatorischer Therapien auf der Grundlage des Ausmalles der

Immundysfunktion hilfreich sein.
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