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1 Einleitung
1.1 SARS-CoV-2 und COVID-19

1.1.1 Allgemeine Informationen zur Familie der Coronaviren

Das SARS-CoV-2-Virus gehort zur Familie der Coronaviridae. Diese Gruppe ist fir etwa
15% aller Erkaltungserkrankungen verantwortlich (1). Diese verlaufen meistens milde mit
Symptomen wie Husten, Schnupfen oder Fieber. Allerdings sind zwischen 5-10% der
stationdr behandelten Infekte der unteren Atemwege auf Coronaviren zurlckzufuhren.
Zudem konnen Coronaviren auch in geringerem Umfang gastrointestinale Erkrankungen
auslosen. Sie werden ber Aerosole und Tropfcheninfektionen, seltener iber Fakalien oder
Urin (bertragen. Die Erreger sind gegenuber Gblichen Desinfektionsmitteln und Hitze
empfindlich. Der Nachweis von Coronaviren erfolgt in der Regel Uber eine RT-PCR
(Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion) (2).

Die Familie der Coronaviren lasst sich in mehrere Genera unterteilen: Humanpathogene
Formen sind entweder Alpha-Genus- oder Beta-Genus-Coronaviren. Zur letzteren Gruppe
gehdren unter anderem das SARS (severe acute respiratory syndrome)-Virus, das 2003 von
Stdchina ausgehend eine Epidemie mit etwa 8000 Erkrankten und mehr als 800 Toten
ausloste, sowie das MERS (middle east respiratory syndrome)-Virus, das seit 2012 fir
schwere Atemwegsinfekte im Nahen und Mittleren Osten verantwortlich ist (2). SARS-CoV-
2 und SARS-CoV zeigen groRe Ubereinstimmungen in ihrer RNA (3). Sowohl SARS-CoV
als auch MERS konnen wie SARS-CoV-2 ein schweres akutes respiratorisches Syndrom
(Pacute respiratory distress syndrome”, ARDS) mit gravierenden Lungenschddigungen
verursachen. Als natirliches Reservoir des MERS-Virus gelten Dromedare. Ein naher
Verwandter von SARS-CoV wurde in Fledermé&usen identifiziert und wahrscheinlich von
dort ausgehend tiber Zwischenwirte auf den Menschen Ubertragen. Grundsétzlich lassen sich
in Fledermausen viele Coronaviren mit starker Ahnlichkeit zu humanpathogenen Formen
finden, sodass eine erneute Ubertragung von Tieren auf Menschen nicht unwahrscheinlich ist
).

Coronaviren sind umhullte, einzelstrdngige Positivstrang-RNA-Viren mit helikalem
Kapsid, deren Replikation im Zytoplasma stattfindet (2). Mit 30kb haben sie das grofite
bekannte RNA-Genom aller bekannten Viren. Fir die Translation der viruseigenen Proteine
wird zundchst der Genomabschnitt translatiert, der fir die Replikase codiert. Diese erzeugt
neue monocistronische mRNAs, von denen ausgehend die Strukturproteine erzeugt werden

(1). Dazu gehoren das Spikeglykoprotein, das Hillprotein und das Membranprotein sowie bei
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manchen Coronaviren das Hamagglutinin-Esterase-Protein und weitere zusétzliche Proteine,
die Einfluss auf die Pathogenitdt haben. Unter dem Elektronenmikroskop zeigen die
Coronaviren aufgrund dieser in die Hulle eingelagerten Glykoproteine ein typisches

Erscheinungsbild, das an eine Krone erinnert (lat. “Corona”) (2).

1.1.2 Verlauf der SARS-CoV2-Pandemie und Epidemiologie (Stand: 18.05.2021)
Am 31.12.2019 wurde das WHO (World Health Organization)-Landesbiro in China

informiert, dass in der Region um die Stadt Wuhan vermehrt Falle von Pneumonien unklarer

Genese aufgetreten seien. Diese hingen mit dem lokalen Fisch- und Tiermarkt zusammen (4).

Am 09.01.2020 wurde ein neuartiges Coronavirus als Ursache dieser Erkrankung von den
chinesischen Behdrden identifiziert (5), das als severe acute respiratory syndrome coronavirus
2 (SARS-CoV-2) benannt wurde. Die dadurch ausgeldste Erkrankung wird als coronavirus
disease 2019 (COVID-19) bezeichnet (6).

In den folgenden Wochen breitete sich das Virus sowohl in China als auch in weiteren
Landern sehr schnell aus. In vielen asiatischen Landern, wie etwa Vietnam oder Taiwan,
wurden zu diesem Zeitpunkt KontrollmalRnahmen eingefiihrt, die grofere Ausbriiche
verhindern sollten (7). Ende Januar wurden die ersten Falle in der Europdischen Union aus
Frankreich gemeldet. In Deutschland wurden die ersten Erkrankungen am 28.01.2020
registriert (5). Aufgrund dieser raschen Ausbreitung, auch in den USA, wurde der SARS-
CoV-2-Ausbruch am 11.03.2020 von der WHO als Pandemie eingestuft (7).

Zum jetzigen Zeitpunkt sind weltweit etwa 163.212.500 Menschen mit dem Virus infiziert
oder hatten sich in der Vergangenheit damit angesteckt. Bisher sind an die 3.384.000
Personen an COVID-19 verstorben. In Deutschland sind circa 3.600.000 Erkrankungsfélle
und etwa 86.000 Todesfélle bestatigt worden (8).

SARS-CoV-2 wird tberwiegend durch Trépfchen beim Sprechen oder Husten tibertragen.
Dabei kdnnen Entfernungen bis zu 1,5m tiberwunden werden. Die Weitergabe (iber Aerosole
beispielsweise im Rahmen einer Bronchoskopie ist maglich, aber eher selten und Infektionen
uber Fékalien oder andere Sekrete des Magen-Darm-Traktes sind bisher nicht nachgewiesen
worden. Das Virus repliziert sich im oberen Respirationstrakt schon vor dem Auftreten der
ersten Symptome. Dadurch besteht die Mdglichkeit der Weiterverbreitung des Erregers durch
asymptomatisch oder wenig symptomatisch Infizierte. Zudem gibt es Hinweise auf eine
Virusvermehrung im Gastrointestinaltrakt (7).



Der Mittelwert der Neuinfizierten, die sich an einem Erkrankten angesteckt haben, wird
als Reproduktionszahl R, bezeichnet. Diese kann durch die gezielte Betrachtung von
Personengruppen und Ruckverfolgung der Infektionskette abgeschétzt werden. Mit
Kontaktbeschrankungen wurde versucht, die Reproduktionszahl unter den Wert 1 zu bringen
und so eine weitere Ausbreitung einzudammen (7).

Die Inkubationszeit lag bei den meisten Infizierten zwischen 2 Tagen und 2 Wochen
(Median 5,7 Tage) (7).

Als Latenzzeit wird die Zeit bezeichnet, die zwischen der eigenen Infektion und dem
Beginn der eigenen Infektiositat vergeht. Diese ist bei SARS-CoV-2 wahrscheinlich etwa
einen Tag kdrzer als die Inkubationszeit (7).

Bei der Analyse von Infektionsketten I&sst sich das serielle Intervall bestimmen, das den
zeitlichen Abstand zwischen zwei Infektionen innerhalb einer Ubertragungskette beschreibt

und in diesem Fall zwischen vier und sieben Tage betréagt (7).

1.1.3 Symptome einer Erkrankung mit SARS-CoV-2 (Stand: 18.05.2021)

Die Symptomatik bei den Betroffenen variiert, wie folgende Tabelle darstellt (9):

Symptom Haufigkeit
Husten 40%
Fieber 27%
Schnupfen 29%
Storung des Geruchs- und/oder Geschmacks- | 22%

sinns

Pneumonie 1,0%

Tabelle 1 - Typische Symptome bei COVID-19

Weitere beschriebene Symptome sind Halsschmerzen, Atemnot, gastrointestinale
Beschwerden (Diarrhd, Erbrechen, Bauchschmerzen) und Kopf- und Gliederschmerzen (9).
Neben leichteren Erkéltungsformen kdnnen auch fulminante Krankheitsbilder auftreten, wie
ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome), akutes Nierenversagen und neurologische
Krankheitsbilder wie das Guillain-Barré-Syndrom. Das Risiko fiir thromboembolische

Ereignisse mit entsprechenden Folgeschéden ist erhéht. Bei schweren Verldufen besteht das
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Risiko eines Hyperinflammationssyndroms mit konsekutivem Multiorganversagen und einer
erhdhten Wahrscheinlichkeit fur Ko-Infektionen mit bakteriellen Erregern und Pilzen (9).

Der GroBteil der Infektionen verlauft unkompliziert, also asymptomatisch oder mit nur
wenigen Beschwerden. Die Hospitalisierungsrate betragt 4-7%. Von den hospitalisierten
Patienten bendtigt etwa ein Viertel eine intensivmedizinische Betreuung (7).

Eine Beobachtungsstudie von Karagiannidis et al. von etwa 10.000 COVID-19-Patienten
in Deutschland zeigte, dass der Krankheitsverlauf sehr variabel ist (10).

Etwa ein Flnftel der stationdr aufgenommenen Erkrankten musste invasiv beatmet
werden. Wéhrend das Geschlechterverhéltnis bei Patienten ohne Beatmung ausgeglichen war,
zeigte sich in der beatmeten Gruppe, dass es dort etwa doppelt so viele Manner wie Frauen
gab (10). Der GroRteil der Erkrankten war zwischen 20 und 60 Jahre alt. Kinder waren
seltener betroffen (7). Der Anteil der Patienten mit Komorbiditdten war bei
Beatmungspflichtigen deutlich hoéher.  Ungefahr ein Viertel der Beatmeten wurde
dialysepflichtig und etwa 7% bendtigten ein ECMO-Gerét (Extracorporeal membrane
oxygenation). In der ECMO-Patientengruppe betrug die Mortalitét circa 71% (10).

Insgesamt lag die Mortalitat der hospitalisierten COVID-Patienten bei 22%. Es zeigten
sich wesentliche Unterschiede zwischen den beatmeten und nicht-beatmeten Patienten: So
verstarben in der nicht-beatmeten Gruppe 16%, in der beatmeten etwas Uber die Hélfte. Auch
innerhalb dieser einzelnen Patientengruppen unterschieden sich die Sterberaten. Je &lter der
Erkrankte war, desto hoher war die Sterbewahrscheinlichkeit. So war bei den Beatmeten die
Mortalitat in der Altersgruppe 18-59 Jahre 28%, bei den 80-Jahrigen oder noch Alteren lag
sie bei 72% (10).

Die Krankenhausliegezeiten variierten: die kirzesten Aufenthalte (einige Tage) hatten
nicht-beatmete Patienten und langere Aufenthalte (mehrere Wochen) waren bei Erkrankten,
bei denen die nicht-invasive Beatmung unzureichend wurde und die konsekutiv invasiv

beatmet werden mussten, notwendig (10).

1.1.4 Therapieansatze und Impfung (Stand: 18.05.2021)

Gegenwartig existiert kein spezifisch auf SARS-CoV-2 abgestimmtes antivirales

Medikament, das zur generellen Behandlung der Erkrankten empfohlen wird (11). Um
dennoch auf die zum Teil sehr schwerwiegenden Krankheitsverldufe Einfluss nehmen zu
konnen, wurden verschiedene Ansétze verfolgt. Zum einen wurde auf bereits bekannte

antivirale Substanzen zurlckgegriffen und ihre Effizienz in der Behandlung von COVID-
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Patienten Uberpraft (12, 13). Zum anderen wurden Informationen chemischer und
molekularbiologischer Datenbanken benutzt, um weitere mdgliche Behandlungsansétze,
beispielsweise an Hormonrezeptoren, zu identifizieren (12, 14). Aullerdem wurden gezielt
auf genetische und biophysikalische Zielstrukturen von SARS-CoV-2 ausgerichtete
Therapien erforscht (12, 15). Wichtig zu beriicksichtigen ist, dass in vitro erzielte Ergebnisse
nicht uneingeschrankt auf Patienten (bertragbar sind (12). Im Folgenden sollen einige
therapeutische Ansétze beispielhaft vorgestellt werden.

Hydroxychloroquin wird zur Behandlung von Malaria eingesetzt und hat analgetische
sowie anti-inflammatorische Eigenschaften (16). Beim therapeutischen Einsatz bei COVID-
19-Patienten zeigten sich keine einheitlichen Ergebnisse. Bei den meisten Studien nahm zwar
die Viruslast schneller ab und der Krankenhausaufenthalt war kirzer, aber es zeigte sich
keine Verbesserung der Mortalitat (17, 18). Andere Forschungsgruppen konnten hingegen
keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe feststellen (19). Daher sollte
Hydroxychloroquin nur unterstiitzend eingesetzt werden (16).

Auch die Ergebnisse zum Einsatz und Nutzen von Kortikosteroiden variieren. So zeigte
sich beim Einsatz von Methylprednisolon bei beatmeten Patienten, dass die Anzahl
beatmungsfreier Tage im Vergleich zur Kontrollgruppe hoher war. Allerdings erwies sich
der Unterschied in der Mortalitét als nicht signifikant (20). Andererseits zeigte eine andere
Studie, dass der Einsatz von Methylprednisolon bei stationdren Patienten tber 60 Jahren die
Mortalitat reduzierte, auch wenn bei der Betrachtung des gesamten Patientenkollektivs
insgesamt keine Verbesserung der Prognose erkennbar war (21). Der Einsatz von
Dexamethason erwies sich als erfolgreicher. Insbesondere bei beatmeten Patienten war die
Mortalitat niedriger und das Risiko einer Verschlechterung des Zustandes geringer (22).

Remdesivir ist ein Adenosin-Analogon, das beim Einbau in die RNA zum vorzeitigen
Kettenabbruch fuhrt (23, 24). Studien beztglich der Effektivitat bei SARS-CoV-2 erbrachten
uneinheitliche  Ergebnisse. Bei einigen ~ Anwendungen  verbesserte sich  die
Sauerstoffversorgung der Patienten und sie erholten sich schneller (25). Bei anderen
Erkrankten erbrachte Remdesivir keine statistisch signifikanten klinischen Vorteile (26).

Neben Medikamenten, die sich in ihrem Wirkmechanismus vor allem auf virale

Strukturen konzentrieren, existieren auch Ansatze, deren Zielstruktur das menschliche

Immunsystem ist.
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Patienten, denen Rekonvaleszentenplasma, also Plasma von genesenen COVID-19-
Erkrankten, verabreicht wurde, zeigten in mehreren Studien eine Verbesserung der
Symptomatik und eine Abnahme der Viruslast (27).

Der Einsatz von monoklonalen Antikorpern, wie Tocilizumab oder Eculizumab, bewirkte
einen Rickgang von Entziindungsparametern wie CRP (C-reaktives Protein) (28, 29).
Allerdings verschlechterten sich in einer Studie zwei Patienten nach Tocilizumab-Gabe (29).
Zudem wurden ausgepragte Nebenwirkungen dieses Ansatzes beschrieben (30).

Die Gabe von Typ l-Interferonen (IFN-I) war ebenfalls mit einer Verbesserung des
klinischen Bildes verbunden, insbesondere in Kombination mit anderen Behandlungsansatzen
(27).

Die teilweise sehr variablen Ergebnisse zu den einzelnen Behandlungsansétzen sowie das
Fehlen eines spezifischen Heilmittels fiir SARS-CoV-2 erschweren die Erstellung eines

generell anwendbaren Therapieplans fur COVID-19-Patienten.

Seit Dezember 2020 wurden die ersten Impfstoffe gegen SARS-CoV-2 in Deutschland
zugelassen (31).

Am 21.12.2020 erhielt der Impfstoff Comirnaty von BioNTech Manufacturing GmbH die
Zulassung durch die Europdische Union (31, 32). Comirnaty ist ein mRNA-Impfstoff, der
messenger-RNA enthélt, die als Bauplan fur ein Virus-Protein (Spikeprotein) von SARS-
CoV-2 fungiert (32).

Der zweite zugelassene Impfstoff ist COVID-19 Vaccine Moderna des
Zulassungsinhabers Moderna Biotech Spain, S.L. (31). Er wurde am 06.01.2021 durch die
Européische Union zugelassen (33). Wie Comirnaty ist auch COVID-19 Vaccine Moderna
ein mMRNA-Impfstoff. Somit wirkt auch er tGber das Spikeprotein von SARS-CoV-2, das
anhand der verimpften messenger-RNA vom Korper des Empféngers erzeugt werden kann
(34).

Ein weiterer Impfstoff ist COVID-19 Vaccine AstraZeneca von AstraZeneca AB (31). Er
erhielt seine Marktzulassung durch die Européische Union am 29.01.2021 (35). Dieser
Impfstoff enthélt Adenoviren, die so verandert wurden, dass sie das Gen fiir das Spikeprotein
von SARS-CoV-2 beinhalten. Nach der Impfung beginnt der Korper des Geimpften anhand

des Gens dieses Protein zu synthetisieren und entwickelt hierauf eine Immunantwort (36).
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Der zuletzt (31) zugelassene Impfstoff ist COVID-19 Vaccine Janssen von Janssen-Cilag
International NV. Er enthélt ebenfalls modifizierte Adenoviren und erhielt seine Zulassung
durch die Européische Union am 11.03.2021 (37).

In Deutschland wurden bis jetzt etwa 9,55 Millionen Menschen vollstandig geimpft (38).

1.2 Monozyten

1.2.1 Der Hamatopoetische Stammbaum

Alle Blutzellen entwickeln sich aus omnipotenten Stammzellen auf zwei
unterschiedlichen Wegen (39).

Der eine Weg ist die lymphoide Entwicklung (Lymphopoese), bei dem sich aus den
omnipotenten Stammzellen Uber pluripotente Stammzellen die B- und T-Lymphozyten sowie
die natlrlichen Killerzellen entwickeln. Diese Zellen sind vor allem in der spezifischen
Immunabwehr von Bedeutung (39).

Der andere Weg umfasst die myeloide Entwicklung (Myelopoese) (39). Hier entwickeln
sich Uber eine myeloide Vorlauferzelle Erythrozyten, Thrombozyten, Monozyten und
basophile, eosinophile und neutrophile Granulozyten. Die Myelopoese verlauft Uber weitere
Zwischenstufen. Im Falle der neutrophilen Granulozyten und der Monozyten ist diese
Zwischenstufe die Granulozyten-Monozyten Vorlauferzelle (40).

Aus den Monozyten spezialisieren sich nach Einwanderung in das Gewebe die

Gewebemakrophagen oder Histiozyten (39).

1.2.2 Histologischer Aufbau und Subpopulationen

Monozyten sind Zellen mit einem nierenformigen Kern, die dem mononukleér-
phagozytdrem System angehoren. Sie besitzen zahlreiche Lysosomen, die mit ihrer
umfangreichen Enzymausstattung einen wichtigen Beitrag zur Phagozytose liefern, sowie
einen ausgepragten Golgi-Apparat. Dieser Aufbau ist bei allen Monozyten grundséatzlich
gleich (39).

Unterschiede ergeben sich hingegen bei der Ausstattung der Oberflachenproteine.
Anhand dieser, insbesondere CD14 und CD16 (FcyRIII), lassen sich verschiedene
Subpopulationen unterscheiden (41).

Der GroRteil (90-95%) der Monozyten im Blut eines gesunden Menschen sind die

CD14™(CD16™-Zellen, die aus diesem Grund als “klassische” Monozyten bezeichnet werden
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(41, 42). Sie exprimieren als ein weiteres Unterscheidungsmerkmal gréRere Mengen an dem
Oberflachenmolekil CCR2 (43).

Als “nicht-klassische” Monozyten bezeichnet man die CD14*CD16%-Subpopulation, die
auch als FcyRIII-positive Zellen bezeichnet werden (41, 44). Sie machen etwa 5-10% der
Blutmonozyten aus und konnen sich in dendritische Zellen differenzieren (42, 45). lhre
Anzahl steigt bei einer Entziindung oder einer anderen systemischen Infektion an (41).
Weitere fur sie typische Oberflachenmarker sind die Chemokin-Rezeptoren CCR5 und
CX5CR1 (43, 46).

Es wird davon ausgegangen, dass diese unterschiedliche Ausstattung an
Oberflachenproteinen nicht nur Einfluss auf die Funktion der Zelle, wie etwa die Migration in
das Gewebe (43, 47), sondern auch auf die Empfindlichkeit gegenuber Infektionen hat (41,
48).

Zusatzlich zu dieser Unterteilung kann man Monozyten anhand ihrer Menge von CD64
(FcyRI) (49) und ihrer Expression von CD56 (50, 51), einem Adhdsionsmolekil (52),

einteilen und unterscheiden.

1.2.3 Aufgaben
Zu den Zellen des mononukledr-phagozytaren Systems gehoren die mobilen

Blutmonozyten und die sich aus ihnen entwickelnden freien Exsudatmakrophagen und
sessilen Gewebemakrophagen (53).

Ihre Aufgaben umfassen dabei im Wesentlichen drei Punkte.
Zum einen vollziehen Makrophagen den Abbau von Zellresten und anderen Makromolekilen
(53).

Zum anderen toten sie Krankheitserreger, wie etwa Bakterien, ab und bekadmpfen
Tumorzellen im korpereigenen Gewebe. In dieser Funktion erfullen die Zellen des
mononukledr-phagozytaren Systems einen wichtigen Beitrag zur Abwehr des Korpers.
AuBerdem unterstutzen diese Zellen die spezifische Immunabwehr, indem sie Uber die

Antigenprasentation und Ausschittung von Zytokinen T-Helfer-Zellen stimulieren (53).

1.2.4 Funktion im Immunsystem

1.2.4.1 Rezeptoren
Mononukledre Phagozyten besitzen eine Vielzahl an verschiedenen Rezeptoren, die ihnen

ihre Funktion als Zellen des Immunsystems ermdéglichen.
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Eine Gruppe von Rezeptoren bindet die Fc-Abschnitte von IgG-Antikdrpern. Dabei
werden die einzelnen IgG-Subklassen von den unterschiedlichen Rezeptoren mit variablen
Affinitaten gebunden. Diese Bindungsstellen werden als FcyRI, FcyRII (CD23) und FcyRIII
(CD16) bezeichnet (53).

Eine andere Gruppe bindet an die Bruchstiicke von C3, einem Bestandteil des
Komplementsystems. Der CR1-Rezeptor bindet das Bruchstiick C3b und wird im CD-System
als CD35 benannt. Der C3bi-Rezeptor besitzt eine Bindungsstelle fir 3bi, einem
Abbauprodukt von C3b. Er besteht aus zwei Untereinheiten: einer a-Kette (CD11b) und einer
B-Kette (CD18) (53).

Diese beiden Rezeptor-Gruppen vermitteln die durch die Opsonierung erleichterte
Phagozytose (53).

Eine weitere Rezeptor-Klasse sind die Toll-like-Rezeptoren. Ihre Unterformen werden
jeweils von unterschiedlichen Liganden aktiviert und ermdglichen so eine Differenzierung
des jeweiligen Pathogens. Aus diesem Grund gehdren sie zu den mustererkennenden
Rezeptoren (“pattern recognition receptors”, PRR). Eine Bindung eines Liganden bewirkt die
Aktivierung der Zelle und die Ausschittung von Molekiilen der Immunabwehr sowie
proinflammatorischen Zytokinen, die je nach Art des Liganden zur Stimulation
unterschiedlicher Zelltypen fuhrt. So werden etwa bei viralen Infektionen TH1-Zellen
aktiviert, die wiederum zytotoxische T-Zellen aktivieren (53).

Ein intrazelluldrer Rezeptortyp, der dementsprechend intrazelluldre Pathogene bindet,
sind die NOD-Rezeptoren, die in Folge einer Bindung Uber die Stimulation des
Inflammasoms die Freisetzung von aktivem IL-1 vermitteln (53).

Monozyten und Makrophagen exprimieren zudem MHC-11-Molekdile, Uber die sie die T-
Helfer-Zellen stimulieren koénnen. lhre Expression wird durch IFN-y und moglicherweise
andere Zytokine verstarkt. Aus diesem Grund besitzen mononukledre Phagozyten auch

entsprechende Rezeptoren fir diese aktivierenden Zytokine (53).

1.2.4.2 Aktivierung

Bei Makrophagen gibt es drei unterschiedliche Aktivierungsstufen.

Residente Gewebsmakrophagen haben phagozytotische Eigenschaften und sezernieren
dauerhaft Lysozym. Ihre weiteren Aufgaben, wie die Antigenprasentation, werden vom

umliegenden Gewebe beeinflusst und sind je nach Lokalisation unterschiedlich (53).
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Entziindungsmakrophagen reagieren auf Entzliindungsreize in einer bestimmten
Lokalisation und rekrutieren sich aus neu eingewanderten Blutmonozyten und bereits
vorhandenen residenten Gewebsmakrophagen. Sie sind in der Lage, auf Zytokine zu
reagieren und sezernieren Sauerstoffradikale sowie neutrale Proteasen. Ebenso ist ihre
Fahigkeit zur rezeptorvermittelten Endozytose erhoht (53).

Zu aktivierten Makrophagen entwickeln sich Entziindungsmakrophagen unter
Einwirkung von Zytokinen, die von TH1-Zellen sezerniert werden. Sie kdnnen intrazellulére
Erreger sowie Tumorzellen abt6ten und produzieren vermehrt H,0,. Des Weiteren werden
aktivierte Makrophagen durch IFN-y angeregt, vermehrt MHC-I1-Molekiile zu exprimieren
und nehmen dadurch ihre Funktion als antigenpréasentierende Zellen in gesteigertem Ausmal}
war (53).

Makrophagen  konnen  auf  unterschiedlichen =~ Wegen  aktiviert  werden.
Eine Moglichkeit ist die Aktivierung tber bakterielle Lipopolysaccharide (LPS). Diese
binden an einen Rezeptorkomplex aus CD14 (LPS-Rezeptor), toll-like-receptor 4 und MD2.
Infolgedessen werden Uber Signalkaskaden die Gene fur verschieden Zytokine transkribiert.
Diese Substanzen sorgen unter anderem fur die Induktion von Fieber und Akute-Phase-
Proteinen sowie die Einwanderung von Leukozyten (54).

Eine weitere Mdglichkeit ist die Aktivierung Uber die Bindung einer TH1-Zelle mit ihrem
T-Zell-Rezeptor und CD40L an den MHC-I1-Rezeptor und CD40 auf dem Makrophagen. Als
Folge dieser Bindung schuttet die TH1-Zelle IFN-y aus, das den Makrophagen aktiviert,
sowie weitere Zytokine, die die Entwicklung von Monozyten im Knochenmark stimulieren
und diese an die Infektionsstelle locken. Die aktivierten Phagozyten schiitten selbst wiederum
Zytokine und weitere Substanzen aus. Diese sollen im folgenden Abschnitt im Uberblick

vorgestellt werden (54).

1.2.4.3 Sezernierte Substanzen und deren Funktion

Substanz Funktion

IL-1 Produktion im Inflammasom, Induktion von Fieber, Induktion von
Fibrinogen, Kollagenase und Prostaglandinen (55), Induktion von
Akute-Phase-Proteinen, Expression von Selektinen und Liganden fur
Integrine auf dem Gefaliendothel (54)

IL-6 Reifung von B-Zellen, T-Zellaktivierung (53), Induktion von Fieber
und Akute-Phase-Proteine (54)
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IL-8 Chemotaktische Wirkung auf Neutrophile, Basophile und T-Zellen (54)

IL-10 Immuninhibitorische Wirkung: Hemmung der Aktivierung von TH1-
Zellen und Makrophagen (53)

IL-12 Aktivierung des zytolytischen Potentials von NK-Zellen und
zytotoxischen T-Lymphozyten (54), Stimulation der Differenzierung
von TH-1-Zellen (55)

IL-18 Produktion im Inflammasom, Stimulation von TH1-Zellen (55)

IL-33 Produktion im Inflammasom, Stimulation von TH2-Zellen (55)

TNF-a Forderung der Expression von Selektinen und Liganden fir Integrine
auf Endothelzellen, Férderung der Gerinnung, Induktion von Fieber
und Akute-Phase-Proteinen (54), Immunregulatorische Wirkung, Rolle
im septischen Schock (55)

M-CSF (Monozyten-Kolonien-stimulierender Faktor)

Reifung von Monozyten im Knochenmark (55)

G-CSF (Granulozyten-Kolonien-stimulierender Faktor)
Reifung von Granulozyten (55)

TGF-p Hemmung der T-Zell-Proliferation und Makrophagenaktivierung,
Unterstutzung der Bildung von IgA (53)

IFN-a Antivirale und immunmodulatorische Aktivitét (53)

Komplementfaktoren

Initilerung des Komplementsystems mit folgender Opsonierung (55)

Reaktive Sauerstoff-
und
Stickstoffmetabolite

“Respiratory burst”, bakterizid (55)

Lysosomale saure

Hydrolasen

Abbau diverser Makromolekiile (55)

Neutrale Proteasen

Abbau von Bindegewebe (55)

Lysozym

Abbau von bakteriellen Zellwénden (55)

Tabelle 2 - Von aktivierten Makrophagen/Monozyten ausgeschlittete Substanzen

18




1.3 Uberlegungen, Ansétze und Ziele

Die unterschiedlichen klinischen Verlaufe werfen die Frage auf, inwieweit zelluldre
Prozesse vorliegen, die als mogliche Angriffspunkte fur therapeutische Interventionen genutzt
werden koénnten.

Versuche am Mausmodell mit dem bereits bekannten SARS-CoV, das 2002/2003 eine
Epidemie ausloste, wiesen auf die Bedeutung einer verspateten IFN-I-Antwort und
inflammatorischen  Monozyten-Makrophagen (IMM)  fur schwere Verlaufe mit
Gewebeschéden hin. Dabei stand vor allem eine verstarkte Einwanderung von Monozyten in
die betroffenen Organe und eine darauffolgende gesteigerte Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen im Vordergrund. Die versuchsweise
Depletion von IMM zeigte eine Verbesserung der Symptomatik bei den Mdusen und wies
somit diesem System eine bedeutsame Rolle zu (56).

Auch die in den vorherigen Abschnitten beschriebene Rolle der Monozyten als wichtige
Verbindung zwischen angeborener und erworbener Immunitat verweist auf die Bedeutung
dieser Zellen bei der Bekampfung von Pathogenen und der Entwicklung einer adaquaten
Immunreaktion.

Meine Dissertation greift diese Beobachtungen auf und befasst sich mit der Frage,
inwieweit das Monozyten-Makrophagen-System und seine Subpopulationen schwere
Krankheitsverldufe mit SARS-CoV-2 beeinflussen oder selbst von diesem Virus beeinflusst
und aktiviert werden. Zudem sollen mogliche klinische Marker fur Verlauf und Ausgang des
Krankheitsgeschehens in Form von Kombinationen verschiedener Zell-(Sub)-Typen erkannt

und beschrieben werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Gerate und Labormaterialien

2.1.1 Geréte
Laborgerate Hersteller
Brutschrank Heraeus Instruments, Hanau

Durchflusszytometer FACS Canto 11

BD Biosciences, Heidelberg

Hybrid-Mikroskop ECHO Rebel

Echo Laboratories, Inc., San Diego, USA

Platten-Reader infinite 200Pro

TECAN, Mannedorf, Schweiz

Mikrotiterplatten-Washer Wellwash-Versa

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Multipette M4

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe “pipetus”

Hirschmann, Eberstadt

Pipetten 10/20/100/200/1000pul “pipetman”

Gilson International, Limburg

Transferpette

Brand, Dresden

Manuelle Pipet-Lite XLS - Adjustable Spacer-
Mehrkanalpipette

Rainin by Mettler Toledo, Columbus, USA

Sterilbank Jouan MSC12

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Vortex Genie 2 Schittelgerat bzw. Reax 2000

Scientific Industries, New York, USA bzw
Heidolph, Schwabach

Wasseraufbereitungsanlage

Millipore, Eschborn

\Wasserbad

GFL, Burgwedel

Zentrifuge (Megafuge 16R)

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Absaugpumpe Flussigkeiten

Duran, Wertheim/Main

Tabelle 3 - Laborgeréte

2.1.2 Glas- und Kunststoffwaren

Glas- und Kunststoffwaren

Hersteller

Butterfly (Kanulen)

Sarstedt, Nirnbrecht

Combitips 0,5ml

Eppendorf, Hamburg

Li-Heparin-Plasmaréhrchen 7,5ml

Sarstedt, NUrnbrecht
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Glas-Pasteurpipetten

Brand, Dresden

Pipettenspitzen (10pl, 200ul, 1000ml)

Nerbe plus, Winsen

Pipettenspitzen mit Filter (200ul, 1000ul)

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen fur Pipet-Lite XLS

Rainin by Mettler Toledo, Columbus, USA

Polystyrolréhrchen fur FACS (5ml)

Falcon Brand Products, Corning, USA

ReaktionsgefaRe (0,5ml; 1,5ml; 2ml; 5ml)

Sarstedt, NUrnbrecht

Serologische Pipetten (10ml, 25ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

EVE Cell counting slide

NanoEnTek, Seoul, Korea

Zentrifugenréhrchen (15ml, 50ml)

Sarstedt, NUrnbrecht

Deep-Well-Platte, 96 Well, U-Boden

Nerbe plus, Winsen

Mikroplate, 96 Well, Flachboden

Sarstedt, NUrnbrecht

Mikroplate, 96 Well, V-Boden

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Tabelle 4 - Glas- und Kunststoffwaren

2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Puffer

Chemikalien

Hersteller

Counting Beads fir FACS

Life technologies, Carlsbad, USA

FACS Lysing Solution, FACS Clean, FACS
Flow, FACS Shutdown Solution

BD Biosciences, Heidelberg

Trypanblaulésung

NanoEnTek, Seoul, Korea

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma Aldrich, Steinheim

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

Life technologies, Carlsbad, USA

TMB Substrat A und B

BioLegend, San Diego, USA

Streptavidin-HRP-B

R&D Systems, Abington, UK

Schwefelsdure (H2S04)

Roth, Karlsruhe

Tabelle 5 - Chemikalien, Reagenzien und Puffer
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2.1.4 Zellkulturmedien und Zellkulturzusitze

Zellkulturmedien und -zusatze

Hersteller

Fetales Kalberserum (FCS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 164C

Medium

Gibco by Life Sciences, Carlsbad, USA

L-Glutamin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Penicillin/Streptomycin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Standard-Medium

500ml RPMI 1640, 50ml FCS, 5ml Penicillin-

Streptomycin-Stammlésung, 5ml L-Glutamin

Tabelle 6 - Zellkulturmedien und Zellkulturzusatze

2.1.5 Antikorper fir die extrazellularen Durchflusszytometrien

2.1.5.1 Antikorper Vollblutproben

Antikorper Konjugat Klon Hersteller Verdinnung
CD3 APC-Cy7 SK7 Biolegend 1:100
CD4 500 RPA-T4 BD Biosciences |1:100
CDs8 PE-Cy7 SK1 Biolegend 1:100
CD11b PE-Cy7 M1/70 Biolegend 1:100
CD14 500 M®P8 BD Biosciences |1:100
CD16 Pacific Blue 3G8 Biolegend 1:100
CD19 Pacific Blue; HIB19; SJ25C1 |Biolegend; 1:100
APC-Cy 7 Biolegend
CD116 FITC 4H1 Biolegend; 1:40
Invitrogen
CD123 PE-Cy5 9F5 BD Biosciences |1:20
CD131 PE 1C1 Biolegend 1:100
CD169 PE 7-239 Miltenyi Biotec |1:22
CD193 APC-Cy7 5E8 Biolegend 1:40
CD304 APC 12C2 Biolegend 1:40
HLA-DR 1I APC G-46-6 BD Biosciences |1:100

Tabelle 7 - Antikorper fur die extrazellulare Farbung der Vollblutproben
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2.1.5.2 Antikdrper PBMCs

Antikorper Konjugat Klon Hersteller Verdunnung
HLA-DR II FITC C243 Biolegend 1:100
CD123 PE-Cy5 1C1 eBioscience 1:20

CD131 PE 9F5 BD Biosciences |1:100

CD25 APC BC96 Biolegend 1:40

CD11b PE-Cy7 M1/70 Biolegend 1:100

CD8 APC-Cy7 RPA-T8 Invitrogen, 1:40

Biolegend
CD16 Pacific Blue 3G8 Biolegend 1:100
CD4 V500 RPA-T4 BD Biosciences |1:40

Tabelle 8 - Antikorper fur die extrazellulare Farbung der PBMCs

2.1.6 Zytokine und Antikorper fiir die Stimulationen

Zytokin

Hersteller

Anti CD3, Klon: OKT3

eBioscience, San Diego, USA

Rekombinantes humanes IL-2

Preprotech, Cranbury, USA

Rekombinantes humanes IL-3

Biolegend, San Diego, USA

Rekombinantes humanes IL-4

Preprotech, Cranbury, USA

Rekombinantes humanes IL-5

Preprotech, Cranbury, USA

Rekombinantes humanes IL-6

Preprotech, Cranbury, USA

Rekombinantes humanes IL-15

Preprotech, Cranbury, USA

LPS

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Rekombinantes humanes GM-CSF

Preprotech, Cranbury, USA

Rekombinantes humanes IFN-y

Preprotech, Cranbury, USA

Rekombinantes humanes IFN-a

Preprotech, Cranbury, USA

Rekombinantes humanes TNF-a

Preprotech, Cranbury, USA

Tabelle 9 - Zytokine und Antikorper fur die Stimulationen
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2.1.7 Material fir die PBMC-ELISAs

Zytokin/Antikorper Hersteller
Anti-I1L-3-AK AG Mack
Rekombinantes IL-3 BioLegend, San Diego, USA
AK-13-HRP, Clone 13 AG Mack
Human GM-CSF DuoSet ELISA R&D Systems, Abington, UK
Human IFN-y DuoSet ELISA R&D Systems, Abington, UK

Tabelle 10 - Material fiir die PBMC-ELISAs

2.1.8 Analyse- und Bearbeitungsprogramme

Programm/App Firma

FACS Diva Software BD Biosciences, Heidelberg

ECHO Pro Echo Laboratories, Inc., San Diego, USA
Microsoft Excel Microsoft, Redmond, USA

Tecan i-control TECAN, Mannedorf, Schweiz

Prism 8 GraphPad Software, San Diego, USA

Tabelle 11 - Analyse- und Bearbeitungsprogramme

2.2 Methoden
Zunéchst soll beschrieben werden, wie die Patienten und die Kontrollpersonen rekrutiert
wurden. Dabei wird auf Ein- und Ausschlusskriterien eingegangen sowie auf das Erfassen der

patientenbezogenen klinischen Daten.

2.2.1 Patientenkollektiv

2.2.1.1 Patientenrekrutierung und demographische Daten

Die Blutproben fur diese Dissertation stammten von Patienten, die am
Universitatsklinikum Regensburg im Zeitraum vom 16.4.2020 bis 18.6.2020 einen stationéren
Aufenthalt und eine bestatigte SARS-CoV-2-Infektion hatten. Sie oder ihre gesetzlichen
Betreuer wurden (ber die Teilnahme an der COVUR-THR-Studie, von der die Blutproben
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bezogen wurden, aufgeklart und gaben ihre Zustimmung. Infolgedessen wurden ihnen
wéhrend ihres Verbleibs im Klinikum regelmaRig Lithium-Heparin-Blutproben abgenommen,
die zur Auswertung herangezogen wurden. Im angegebenen Zeitraum ergaben sich so 188
Proben von 55 verschiedenen Patienten.

2.2.1.2 Erhobene Patientendaten

Von den Erkrankten wurden anhand der Kklinikintern erfassten Labordaten und Arztbriefe
pseudonymisierte Datensammlungen angelegt, um die Proben mit Laborwerten und der
gesundheitlichen Entwicklung verkniipfen zu kénnen. Die Patienten konnten anhand ihrer
Beatmungspflichtigkeit in die Kategorien “nicht beatmet” beziehungsweise “beatmet”
unterteilt werden. Fir die Zuordnung der einzelnen Patientenproben galt dabei die am
jeweiligen Probentag geltende Situation. Die beatmeten Patienten wurden je nach Outcome

weiter in die Untergruppen “beatmet - iberlebend” und “beatmet - verstorben” aufgeteilt.

2.2.1.3 Kontrollgruppe

Ergénzend zum Patientenkollektiv wurden insgesamt 42 Personen fiir die Kontrollgruppe
rekrutiert, um die erlangten Werte der Patienten in Relation mit der gesunden
Normalbevolkerung setzen zu kénnen. lhnen wurde jeweils eine Lithium-Heparin-Blutprobe
abgenommen.  Ausschlusskriterien fur die Kontrollen waren Nikotinabusus sowie eine
chronisch entziindliche Erkrankung, wie etwa Lupus erythematodes, Morbus Crohn oder
Hashimoto-Thyreoiditis.

Auler ihrem Alter, ihrem Geschlecht und einer Aussage uber ihren Nikotinkonsum sowie
einer moglichen chronisch entziindlichen Erkrankung wurden keine weiteren Daten bei ihnen

erhoben.

2.2.2 Extrazellulare FACS-Farbung und Durchflusszytometrie der VVollblutproben

Um die Leukozyten des abgenommenen Blutes beziehungsweise der PBMCs (peripheral
blood mononuclear cells) zu detektieren, zu sortieren und zu erfassen, wurden die jeweiligen
Proben durchflusszytometrisch analysiert. Hierzu wurden die Zellen vor- und aufbereitet,
gegebenenfalls stimuliert und mit Antikdrper-Mastermixen gefarbt. Diese der
Durchflusszytometrie vorausgehenden Schritte werden in den ndchsten Abschnitten genauer

erlautert.

25



Die Antikorper, die fir die Markierung der Zellen genutzt wurden, sind mit
Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt und binden an zelleigenen Oberflachenstrukturen. Bei der
FACS (fluorescence-activated cell sorting)-Analyse werden die gebundenen Farbstoffe durch
die Laser angeregt, sodass aus dem entstehenden Streulichtmuster auf die
Oberflachenproteine der Zelle geschlossen werden kann. Dabei ermdglicht eine gezielte
Auswahl spezifischer Marker die Identifizierung des Zelltyps. Bei der Analyse durch das
FACS-Gerat werden auch Grél3e und Granularitét der Zellen erfasst, wobei ersteres durch den
Forward Scatter (FSC) und letzteres durch den Sideward Scatter (SSC) dargestellt wird. Diese

beiden Eigenschaften sind ebenfalls ein Mittel, um die Zellart weiter einzugrenzen (57).

Fur die Farbung der Vollblutproben wurden drei Antikorper-Mastermixe angesetzt, die
jeweils unterschiedliche Zelltypen gezielt nachweisen sollten.

Féarbung 1 sollte hierbei vor allem plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs), basophile,
eosinophile und neutrophile Granulozyten sowie Monozyten detektieren. Dabei wurden
folgende Antikorper eingesetzt (Farbstoff sowie Verdinnungen stehen in Klammern):

e CD116 (FITC; 1:40)

e (CD123 (PE-Cy5; 1:20)

e CD131 (PE; 1:100)

e CD304 (APC; 1:40)

e CD11b (PE-Cy7; 1:100)

e (CD193 (APC-Cy7; 1:40)

e (CD16 (Pacific Blue; 1:100)
e (CD14 (\V500; 1:100)

Féarbung 2 diente hauptsachlich dem Nachweis von Lymphozyten sowie in geringerem
Umfang dem von Monozyten. Hierzu wurden folgende Antikorper verwendet (Farbstoff
sowie Verdlnnungen stehen in Klammern):

e CD116 (FITC; 1:40)

e (CD123 (PE-Cy5; 1:20)
e CD131 (PE; 1:100)

e HLA-DRII (APC; 1:100)
e CD8 (PE-Cy7; 1:100)

e CD3 (APC-Cy7; 1:100)
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e (CD19 (Pacific Blue; 1:100)
e CD4 (V500; 1:100)

Bei Farbung 3 lag der Schwerpunkt auf der Detektion von Monozyten. Der Nachweis von
CD169 (Sialoadhesion) galt dabei als Aktivierungsfaktor (52). Fir diesen Mastermix wurden
folgende Antikorper ben6tigt (Farbstoff sowie Verdiinnungen stehen in Klammern):

e CD116 (FITC; 1:40)

e CD169 (PE; 1:22)

e CD3 (APC-Cy7; 1:100)

e (CD16 (Pacific Blue; 1:100)
e CD14 (V500; 1:100)

Aufgrund von Lieferengpdssen ergab es sich, dass alle drei Farbungen zeitweise

Abwandlungen unterworfen waren.

Bei allen Mixen, unabhangig davon, ob Original- oder Ersatzfarbung, wurde als

Ausgleichsmedium 0,9%ige-Natriumchlorid-Ldsung verwendet.

Bei jeder Patientenprobe wurde jeder der drei Mastermixe angewandt, sodass sich pro
Probe drei Ansatze ergaben. Dabei wurden je 100ul Blut vorgelegt und dann 20ul der
entsprechenden Antikdrpermischung hinzugegeben. Daraufhin erfolgte die Inkubation der
Proben 20 Minuten bei 4 Grad Celsius im Dunkeln. AnschlieBend wurden sie mit 0,9%iger-
Natriumchlorid-Losung gewaschen, sieben Minuten bei 1600rpm und 4 Grad Celsius
abzentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Nach Mischung des verbliebenen Restes
erfolgte die Zugabe von 1ml FACS-Lysing-Solution und Inkubation der Proben 10 Minuten
in Dunkelheit bei Raumtemperatur. Bei diesem Schritt wurden die Erythrozyten in den
Blutproben zerstort, damit die Detektion der Leukozyten spéater erleichtert wurde.
AnschlieBend wurden die Proben erneut gewaschen, sieben Minuten bei 1600rpm und 4 Grad
Celsius zentrifugiert, bis zum Ring des FACS-R06hrchens abgesaugt und 20ul Counting Beads
dazu pipettiert. Vor der Aufnahme am FACS-Geréat wurden die Proben nochmal gut gemischt.

Die Aufnahmegeschwindigkeit betrug “High” und die vorgegebene Zeitspanne 90 Sekunden.
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2.2.3 Vollblutstimulation mit anschlieBender Férbung

Fur die Stimulation der Vollblutproben wurden in FACS-R6hrchen jeweils 100ul der
Lithium-Heparin-Blutprobe mit 200ul RPMI-Medium  versetzt, sodass sich ein
Gesamtvolumen von 300ul ergab. Dem RPMI-Medium waren verschiedene Stimulantien
beigefiigt. Es ergaben sich somit verschiedene Ansétze, die in der nachfolgenden Aufzahlung

dargestellt werden. Die Konzentration der Stimulantien betrug jeweils 20 ng/ml.

e 100pl Li-Heparin-Blut + 200ul Medium (ohne zusétzliches Stimulanz)
e 100l Li-Heparin-Blut + 200l Medium mit I1L-2

e 100l Li-Heparin-Blut + 200l Medium mit 1L-3

e 100ul Li-Heparin-Blut + 200ul Medium mit IL-5

e 100ul Li-Heparin-Blut + 200ul Medium mit I1L-6

e 100ul Li-Heparin-Blut + 200ul Medium mit 1L-15

e 100ul Li-Heparin-Blut + 200ul Medium mit GM-CSF

e 100l Li-Heparin-Blut + 200l Medium mit IFN-y

e 100pl Li-Heparin-Blut + 200! Medium mit IFN-o

e 100pl Li-Heparin-Blut + 200l Medium mit TNF-o

Diese Ansétze wurden fiir 23,5 Stunden bei 37°C inkubiert.

Am nichsten Tag wurden je Probe 170ul Uberstand abgenommen und bei -20°C
eingefroren. Der Rest der Proben wurde mit 20l des in der nachfolgenden Tabelle
dargestellten Antikorpermastermixes gefarbt und fir 20 Minuten bei 4°C im Dunkeln

inkubiert.

Antikorper Farbe Verdinnung
CD116 FITC 1:40

CD123 PECy5 1:30

CD131 PE 1:100
CD304 APC 1:40

CD19 APC-Cy7 1:100
CD11b PE-Cy7 1:100

CD16 Pacific Blue 1:100
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CD14 V500 1:100

Ausgleichsmedium  0,9%ige-

NaCl-Ldsung

Tabelle 12 - Antikdrpermastermix fur die Vollblutstimulation

Die inkubierten Proben wurden mit 4ml 0,9%iger-NaCl-Lésung gewaschen und
anschlieend 7 Minuten bei 1600rpm bei 4°C zentrifugiert. Im Anschluss wurde jeweils
1ml FACS-Lysing-Solution hinzugegeben, gut gemischt und diese Ansétze 10 Minuten im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Proben erneut mit 3ml
0,9%iger-NaCl-Losung gewaschen und wieder 7 Minuten bei 1600rpm bei 4°C
zentrifugiert. Nach Absaugen der Proben bis zum Ring des FACS-Rohrchens erfolgte die
Zugabe von jeweils 20ul Counting-Beads pro Probe. Vor der Durchflusszytometrie
wurden die Ansétze gut gemixt und anschlieBend bei der Einstellung “High” 90 Sekunden

lang aufgenommen.

2.2.4 PBMCs (peripheral blood mononuclear cells)

2.2.4.1 Stimulation, extrazellulare Farbung und Durchflusszytometrie

Vor der Analyse der von der Abteilung fur Mikrobiologie am Universitatsklinikum
Regensburg aufbereiteten PBMCs der COVID-19-Patienten im FACS-Gerdt, erfolgte die
Stimulation dieser Zellen.

Dazu wurden die gefrorenen PBMCs im Wasserbad aufgetaut und in 14ml warmes RPMI-
Medium mit 10% FCS dberfuhrt und anschlieBend 7 Minuten bei 1800rpm und 4 Grad
Celsius zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 200l
Standardmedium (RPMI-Medium mit 10% FCS, Penicillin/Streptomycin und L-Glutamin)
resuspendiert. Von dieser Zellsuspension wurden dann 10ul in einem Eppendorf-Cup mit
10pl Trypanblau gemischt und davon wiederum 10ul auf einen Objekttrager zur Zellzéhlung
gegeben. Hierfir wurde ein Mikroskop mit einem gekoppeltem IPad eingesetzt (ECHO
Rebel), das die automatische Zellzéhlung erméglicht. Mit der so ermittelten Zellzahl lieR sich
eine entsprechende Verdiinnung errechnen, sodass sich letztlich in 100ul jeweils 500.000
Zellen befanden.

Die Ausschittung verschiedener Zytokine durch die PBMCs sollte unter unterschiedlichen
Bedingungen untersucht werden. Daher wurden 100ul der verdiinnten Proben mit 200ul der

unterschiedlichen Stimulanzien versetzt (Gesamtvolumen 300ul). Aufgrund der teilweise sehr
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geringen Zellzahlen waren nicht immer alle Stimulationen mdglich. Bei ausreichender
Zellzahl konnten Dubletten angelegt werden. In diesen Fallen wurde zunéchst immer eine
Medium-Dublette angelegt. Bei ausreichend groRer Probenmenge konnten weitere Zellen
doppelt stimuliert werden.

Rohrchen Stimulans Verdinnung Stimulans

1 aCD3 S5ug/mi

2 Medium /

3 aCD3 + IL-2 5ug/ml (aCD3); 20ng/ml (1L-2)
4 IL-3 20ng/ml

5 LPS +IL-4 1pug/ml (LPS); 20ng/ml (1L-4)

Tabelle 13 - Stimulations-Schema der PBMCs

Nach Mischung der Substanzen mit den Proben, wurden diese abgedeckt und fir 23,5
Stunden bei 37 Grad Celsius inkubiert.

Nach Ablauf dieser Frist wurden 200ul Uberstand abgenommen und bei -20 Grad Celsius
eingefroren, um spéater fur Zytokin-ELISAS zur Verfligung zu stehen. Die Durchfiihrung
dieser erfolgte zusammen mit meiner Laborpartnerin Christine Miller und wird im néchsten
Unterpunkt genauer erléutert. Der verbliebene Rest der Proben wurde mit 18,15ul Mastermix
fur 20 Minuten bei 4 Grad Celsius im Dunkeln inkubiert.

Féarbung PBMCs (Farbstoff und Verdiinnung stehen in Klammern):
e HLA-DRII (FITC; 1:100)
e CD123 (PE-Cy5; 1:20)
e CD131 (PE; 1:100)
e CD25 (APC; 1:40)
e CD11b (PE-Cy7; 1:100)
e CD8 (APC-Cy7; 1:40)
e CD16 (Pacific Blue; 1:100)
e CD4 (V500; 1:40)

AnschlieRend wurden die Proben mit 0,9%iger-Natriumchlorid-Losung gewaschen, bei 4
Grad Celsius und 1600 rpm 7 Minuten zentrifugiert und bis auf einen kleinen Rest abgesaugt.
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AbschlieBend wurden 20ul Counting Beads hinzugegeben, die Proben gemixt und mit dem

FACS-Gerit auf Stufe “High” 60 Sekunden lang aufgenommen.

2.2.4.2 Zytokin-ELISA

Um die von den stimulierten PBMCs ausgeschditteten Zytokine 1L-3, GM-CSF und IFN-y
nachweisen zu konnen, wurden die abgenommenen Uberstande im Rahmen von ELISAs
(enzyme-linked immunosorbent assay) analysiert. Die verwendete Variante war das
Sandwich-ELISA.

Diese Form wird vor allem zur Detektion von l6slichen Antigenen verwendet, indem
diese zwischen dem Capture-Antikorper und dem Detection-Antikdrper gebunden werden.
Dafiir wird eine Oberflache zundchst mit dem Capture-Antikorper beschichtet, das Antigen
zugegeben und schlieflich der Detection-Antikoérper hinzugefligt. Dieser kann entweder
selber mit einem Enzym gekoppelt sein und dadurch eine nachweisbare Reaktion mit einem
Substrat auslésen oder er muss selber durch einen weiteren Antikdrper mit dieser Eigenschaft

nachgewiesen werden (58).

Fur den angewandten ELISA wurde fur jedes Zytokin eine 96-Well-Flachbodenplatte
uber Nacht bei Raumtemperatur gecoatet. Dazu wurden in die Wells jeweils 60ul der
Capture-Antikorper-Losung (Capture-Antikorper fur IFN-y und GM-CSF sowie der IL-3-
Antikdrper) gegeben. Die Verdinnung des Antikorpers erfolgte in PBS und die genauen
Zusammensetzungen lassen sich der Tabelle am Ende dieses Abschnitts entnehmen.

Am néchsten Tag wurden die Platten dreimal mit PBS/0,05% Tween gewaschen und
danach fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit 100ul/well 1% BSA in PBS geblockt.
AnschlieBend wurden sie erneut dreimal mit PBS/0,05% Tween gewaschen.

Parallel dazu wurden die eingefrorenen Uberstande bei Raumtemperatur aufgetaut, in 96-
Well-V-Boden-Platten tberfiihrt und mit 1% BSA in PBS vorverdiinnt. Dabei erfolgte die
Verdlinnung der Proben fur den Nachweis fir IL-3 1:2, der Proben fur den Nachweis von
GM-CSF 1.5 und der Proben fur den Nachweis von IFN-y 1:30.
Zudem wurden pro Platte zwei Standardreihen mit einer Uber jeweils sieben Wells laufenden
Verdinnungsreihe des zu suchenden Zytokins in bekannter Konzentration angelegt. Das
achte Well einer jeden Verdlnnungsreihe enthielt keine Zytokine und ergab somit den

Leerwert.
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Nach dem Blocken und Waschen der gecoateten Rundbodenplatten wurden sowohl die
vorverdinnten Proben als auch die Standardreihen mit 60ul/well auf diese Platten Uberfuhrt
und inkubierten dort 2 Stunden lang bei Raumtemperatur.

Nach Ablauf dieser Frist wurden die Platten erneut dreimal gewaschen und anschlie3end
der Detection-Antikorper flir GM-CSF, IFN-y beziehungsweise AK-13-HRP fir IL-3 mit
60ul/well hinzugegeben. Die Dauer der Inkubation dieser Ansatze betrug eine Stunde
beziehungsweise anderthalb Stunden bei dem Nachweis von IL-3 im Dunkeln bei
Raumtemperatur.

Im nédchsten Schritt wurden die Platten wieder dreimal gewaschen. Bei den Platten, die
dem Nachweis von IL-3 dienten, wurde gleich die TMB-Substrate-A&B-L6sung mit
100ul/well hinzugegeben. Dieser Ansatz inkubierte fir 20 Minuten im Dunkeln bei
Raumtemperatur.

Bei den Platten fir den Nachweis von IFN-y und GM-CSF wurde nach dem Waschen
zunachst die Streptavidin-HRP-B-Ldsung mit 60ul/well in die Wells pipettiert. Die Ansétze
inkubierten 20 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur und wurden anschlie}end dreimal
gewaschen. Danach wurden ebenfalls 100ul/well von der TMB-Substrate-A&B-Ldsung
hinzugegeben und der Ansatz inkubierte erneut 20 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur.

Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Reaktionen auf allen Platten mit 12,5%iger-
Schwefelsdure-Losung (Menge: 50pul/well) abgestoppt.

Die Rundbodenplatten wurden in den Platten-Reader infinite 200Pro bei einer
Wellenldange von 450nm eingelesen. Die Referenzwellenldange betrug 540nm. Die
Auswertung der Werte erfolgte Uber den Vergleich der einzelnen Farbintensitaten mit der

Standardkurve in Excel, die durch die Standardreihe ermittelt wurde.

Ldsungen Zusammensetzung

Coatingldsung IL-3 5ug/ml anti-1L-3 in PBS

Coatinglosung GM-CSF/ IFN-y 2ng/ml anti-CM-CSF/anti-IFN-y in PBS

Standardreihe IL-3 (Verdiinnungsreihe) Startkonzentration 500 pg/ml; Verdunnung in
1% BSA in PBS

Standardreihe GM-CSF/ IFN-y Startkonzentration 1000 pg/ml; Verdlnnung

(Verdunnungsreihe) in 1% BSA in PBS

Detection-AK-Lo6sung IL-3 400 ng/ml in 1% BSA in PBS

Detection-AK-Ldsung GM-CSF/ IFN-y 75 ng/ml in 1% BSA in PBS
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Streptavidin-HRP-B-Ldsung 40-fache Verdunnung in 1% BSA in PBS
TMB-Substrat-Losung Substrat A und Substrat B im Verhéltnis 1:1
Tabelle 14 - Verdlinnungen der Ansatze fur die PBMC-ELISAs

2.2.5 Statistische Auswertung

2.2.5.1 Allgemeine statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm Prism 8 der
Firma GraphPad. Fir die statistischen Unterschiede zwischen mehr als zwei
Patientenkohorten oder Zellstimulationen wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit
Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt und entsprechend in den Abbildungen dargestellt.
Unter einer einfaktoriellen Varianzanalyse versteht man ein statistisches Modell, das mehrere
Mittelwerte bezuglich einer Zielgroie miteinander vergleicht (59). Die Bonferroni-Korrektur
soll die H&ufigkeit von a-Fehlern (oder auch Fehler 1. Art genannt) verringern. Dieser Fehler
bezeichnet in der Statistik die féalschliche Annahme der Alternativhypothese, obwohl in
Wirklichkeit die Nullhypothese korrekt ist, und kumuliert bei Mehrfachtestungen. Die
Bonferroni-Korrektur l&sst nur die Werte als signifikant gelten, bei denen der p-Wert
unterhalb des Quotienten aus Annahmewahrscheinlichkeit und Anzahl der Tests liegt (60).

Fur die Vergleiche von zwei Gruppen wurde ein t-Test fir zwei unverbundene
Stichproben durchgefuhrt und in den Abbildungen dargestellt. Dieser ermittelt, ob der
Unterschied in den Werten der zwei Gruppen zuféllig oder signifikant ist (61).

Grundsatzlich gilt, dass alle p-Werte, die kleiner als 0,05 waren, als signifikant gewertet
wurden. Sie werden auf den Abbildungen mit einem Sternchen markiert. P-Werte kleiner als
0,01 erhalten zwei Sternchen und p-Werte kleiner 0,001 werden mit drei Sternchen

gekennzeichnet.

2.2.5.2 Werte des pradiktiven Scores

Fur den préadiktiven Score, der schwere Verlaufe mit Todesfolge bei beatmeten COVID-
19-Patienten vorhersagen soll, wurden drei Parameter allein oder in Kombination
beriicksichtigt. Fur die kombinierten Scores galt, dass alle darin erfassten Parameter zutreffen
mussten.

Der erste in die Scores aufgenommene Wert ist die Basophilen-Anzahl im Vollblut.

Werte unter 25/ul wurden als “Low Baso count”, also als niedrige Basophilen-Anzahl
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gewertet.
Die beiden anderen Kenngroflen waren die Hochregulation von CD123 auf CD14+-
Monozyten und die Hochregulation von CD11b auf neutrophilen Granulozyten. Diese
wurden in Form des Verhaltnisses aus der Expression der Oberflaichenmarker unter anti-
CD3-Stimulation und der Expression ohne Stimulation festgelegt. Eine Hochregulation unter
130% galt als schwache Hochregulation und wird mit “Weak upregulation” in der Abbildung
bezeichnet. Die Stimulation der Blutproben wurde durch meine Laborpartnerin Christine
Miiller durchgefiihrt und im Rahmen ihrer Dissertation “Untersuchung der Expression von
IL-3 und seinem Rezeptor bei COVID-19-Patienten” genauer dargestellt.

Fur diese drei Parameter konnte auf eine Probenmenge von 77 Proben, die von 21
unterschiedlichen, beatmeten COVID-19-Patienten stammten, zurtickgegriffen werden. VVon
diesen Patienten konnten 17 (69 Proben) von der Intensivstation entlassen werden und vier

Patienten verstarben auf der Intensivstation (8 Proben).

Fur die statistische Auswertung wurden verschiedene GroéRen  bestimmt.
Die ersten beiden GroRen sind die richtig und die falsch Positiven. Unter einem falsch
positiven Wert versteht man einen Wert, fur den der gewéhlte Test oder Score zutrifft, die
Testentscheidung also positiv ist, obwohl er in Wirklichkeit nicht der Aussage des Tests oder
Scores entspricht (62). Im Fall der hier angewandten préadiktiven Scores ware das ein Patient,
der die Intensivstation lebend verlassen hat, aber laut seinen Laborwerten und dem daraus

resultierenden Score einen fatalen Verlauf gehabt haben musste.

Des Weiteren wurde die Test-Sensitivitat (Sens.) bestimmt. Diese beschreibt die
Wahrscheinlichkeit, dass ein Patient mit fatalem Verlauf einen positiven Score (Aussage

“fataler Verlauf”) hat (62). Sie berechnet sich folgendermalien:

__ Zahl der Patienten mit Score—Aussage "fataler Verlauf"

Sens.= (62)

Zahl der tatsachlich Verstorbenen

Sie gibt die Empfindlichkeit des Scores an. Bei einer hohen Sensitivitat werden schwere

Verlaufe mit Todesfolge kaum tbersehen (62).

Die Spezifitat (Spe.) des Scores umschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass die Patienten,
die die Intensivstation lebend verlassen, auch die entsprechende Aussage vom Score erhalten
(kein fataler Verlauf) (62). Diese GrolRe wird nach folgender Formel fur diesen Score

berechnet:
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Zahl der Patienten mit Score—Aussage "kein fataler Verlauf" (62)

Spe' - Zahl der Patienten,die die Intensivstation lebend verlassen haben
Sie gibt die Treffsicherheit des Scores an. Ist die Spezifitdt hoch, wird kaum einem
Patienten, der die Intensivstation lebend verldsst, die Prognose eines fatalen Verlaufs

zugeordnet (62).

Fur die Berechnung des negativen préadiktiven Werts (NPV) und des positiven pradiktiven
Werts (PPV) wurde eine Todes-Pravalenz bei den beatmeten Patienten von 19% (4 tote
Patienten auf 21 beatmete Patienten insgesamt) verwendet.

Der negative préadiktive Wert gibt bei den Scores die Wahrscheinlichkeit an, die
Intensivstation lebend zu verlassen, wenn der Score “kein fataler Verlauf” aussagt, also

negativ ist (62). Er lasst sich durch folgende Formel bestimmen:

Zahl der Patienten mit negativem Score—Ergebnis,die tiberlebt haben
NPV = (62)

Zahl aller Patienten mit negativem Score—Ergebnis
Beim negativen préadiktiven Wert sinkt der Wert, wenn die Prévalenz steigt. Der
Zusammenhang von negativem prédiktiven Wert, Sensitivitat, Spezifitdt und Prévalenz wird

mit Hilfe des Satzes von Bayes dargestellt (62):

NPV = Spezifitatx(1—-Pravalenz) ( )

Spezifititx(1—Pravalenz)+(1-Sensitivitit) X Privalenz

Der positive pradiktive Wert beschreibt hingegen die Wahrscheinlichkeit, dass ein Patient
mit einem positiven Score-Wert ("fataler Verlauf™) tatsdchlich verstirbt. Dieser Wert spiegelt
also die diagnostische Kraft des Scores wider (62) und wird durch folgende Formel

ausgedriickt:

Zahl der Verstorbenen mit positivem Score—Ergebnis
PPV = P 222 (62)

Zahl aller Patienten mit positivem Score—Ergebnis
Beim positiven pradiktiven Wert gilt, dass der Wert steigt, je hoher die Prévalenz ist.
Auch hier lasst sich der Zusammenhang zwischen positivem pradiktiven Wert, Sensitivitat,

Spezifitat und Pravalenz mit Hilfe des Satzes von Bayes ausdriicken (62):

SensitivitatxPravalenz ( )

PPV =

SensitivititxPravalenz+(1—-Spezifitit)x(1—Pravalenz)
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3 Ergebnisse
3.1 Patientendaten

3.1.1 Baseline-Charakteristika

Healthy [Covid-19| Covid-19 Covid-19 | Covid-19 | Covid-19
non-
all ventilated | ventilated | ventilated | ventilated
all survived dead
Number of patients (n) 42 55 25 30 23 7
Demographics:
Mean age 37.8 *** 56.8 55.1 58.3 57.7 60.1
(Years, min-max) (19-78) | (19-78) (19-78) (31-73) (31-73) (51-68)
15 (36%)
Sex (% male) ol 37 (67%) | 13 (52%) |24 (80%)*| 17 (74%) | 7 (100%)

Virus persistence:
mean, days | [ 20 | 10 | 28% | 20 | 23

Comorbidities n (%0):

Smoking 5 (9%) 4 (16%) 1 (3%) 1 (4%) 0
Hypertension 28 (51%) [ 11 (44%) 17 (57%) | 12 (52%) 5 (71%)
Diabetes mellitus 15 (27%) | 6 (24%) 9 (30%) 6 (26%) 3 (43%)
Cardiovascular disease 5 (9%) 4 (16%) 1 (3%) 1 (4%) 0
Lung disease 12 (22%) [ 6 (24%) 6 (20%) 3 (13%) 3(43%)
Immunosuppression 7 (13%) 5 (20%) 2 (7%) 1 (4%) 1 (14%)

Intercurrent events n (%):

26 (87%)
Bact. superinfection 31 (56%) 5 (20%) Fkx 20 (87%) 6 (86%)
ECMO 10 (18%) 0 10 (33%) **| 8 (35%) 2 (29%)
Thromboembolic 13 (43%)
complications 14 (25%) 1 (4%) il 11 (48%) 2 (29%)
Treatment n (%):
Hydroxychloroguine 2 (4%) 0 2 (7%) 2 (9%) 0
Lopinavir/Ritonavir 1 (2%) 0 1 (3%) 1 (4%) 0
Convalescent plasma 23 (42%) | 5 (20%) [18 (60%) **| 12 (52%) 6 (86%)
Glucocorticoids 17 (31%) | 5 (20%) 12 (40%) 9 (39%) 3 (43%)
29 (97%)
Antibiotics 38 (69%) | 9 (36%) el 23 (100%) | 6 (86%)

Tabelle 15 - Demographische und Kklinische Informationen zu den Studienpatienten und

den Kontrollpersonen

COVID-19-Patienten wurden in die Untergruppen “nicht-beatmet” (“non-ventilated”) und “beatmet” (’’ventilated”)
eingeteilt. Nicht-beatmete Patienten wurden auf der Normalstation aufgenommen und erhielten bei Bedarf Sauerstoff iber
eine Nasenbrille. Beatmete Patienten wurden auf der Intensivstation behandelt und dort mechanisch beatmet. Sie wurden
weiter in “Survived” (”Uberlebend”) und “Dead” (”Verstorben”) eingeteilt. Als Uberlebend galten jene Patienten, die von
der Intensivstation entlassen werden konnten und als verstorben galten die Patienten, die dort verstarben. Die
Viruspersistenz wurde als Zeitspanne zwischen den ersten klinischen Symptomen und dem letzten positiven PCR-Test

36



bestimmt. Bei der Analyse der statistischen Unterschiede zwischen den Beatmeten ("Ventilated”) und den Nicht-Beatmeten
(”’Non-ventilated”) sowie der iiberlebenden (”Survived”) und verstorbenen (“’dead”) Beatmeten wurde ein t-Test fUr zwei

unverbundene Stichproben angewandt. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Die insgesamt 55 COVID-19-Patienten wurden, wie bereits in Abschnitt 2.2.1.2 Erhobene
Patientendaten beschrieben, in verschiedene Beatmungskategorien unterteilt. In der Gruppe
“nicht beatmet” befanden sich 25 und in der Gruppe “beatmet” 30 Patienten. Die letztere
Gruppe wurde weiter differenziert in “beatmet - tiberlebend” mit 23 Patienten und “beatmet -

verstorben” mit 7 Personen.

Von den Patienten waren 38 ménnlich (Anteil: 68%) und 18 weiblich (Anteil: 32%).
Insgesamt setzt sich der hohere Anteil an maénnlichen Personen in den einzelnen
Unterkategorien fort. Besonders signifikant war dies bei den Beatmeten mit einer absoluten
Anzahl von 24 Mainnern. Dies entspricht 80% der Gesamtgruppe “beatmet”. Bei den
uberlebenden Beatmeten waren 17 von 23 Personen mannlich, also 74% und bei verstorbenen
Beatmeten betrug der Anteil an Ménnern 100%. In der Kategorie “nicht-beatmet” ist das
Geschlechterverhéltnis ausgeglichener. Hier sind 13 von 25 Patienten ménnlich, was einem

Anteil von 52% entspricht.

Das Durchschnittsalter betrug 56,8 Jahre und die Altersspanne reichte von 19 bis 78
Jahren. Es wurde bei der Erfassung des Alters immer das Alter aufgenommen, das am Tag der
Probenabnahme gultig war. Bei einigen Patienten mit einem langeren stationaren Aufenthalt
wurden bei unterschiedlichen Proben unterschiedliche Lebensalter erfasst, da sie innerhalb der
Zeitspanne zwischen den Blutabnahmen Geburtstag hatten. Das Durchschnittsalter lag in allen
Subgruppen zwischen 55,1 Jahren und 60,1 Jahren, wobei die Gruppe “beatmet - verstorben”
mit 60,1 Jahren den hdochsten Altersdurchschnitt hatte. Diese Beobachtung ist nicht

signifikant.

Bei allen Erkrankten wurde neben den bereits erwdhnten demographischen Parametern
Alter und Geschlecht auch die Variable Viruspersistenz erhoben. Diese definiert sich aus der
Zeitspanne zwischen dem Auftreten der ersten Symptome und dem letzten positiven PCR-
Nachweis von SARS-CoV-2. Im Durchschnitt betrug sie 20 Tage und unterschied sich stark
zwischen den Nicht-Beatmeten und den Beatmeten. Die beatmeten Patienten hatten mit 28

Tagen eine signifikant l&ngere Viruslast als die Nicht-Beatmeten mit 10 Tagen.
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Zusétzlich wurden Komorbiditdten erfasst. Diese umfassten Rauchen, arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, kardiovaskuldare und pulmonale Erkrankungen sowie
Immunsuppression. Die Verteilung war in den untersuchten Untergruppen nahezu gleich und
zeigte somit keinen signifikanten Unterschied zwischen beatmeten und nicht-beatmeten

Patienten.

Aullerdem wurden neuaufgetretene klinische Ereignisse wéhrend des Klinikaufenthalts
erfasst. Als solche galten: bakterielle Superinfektionen, die Notwendigkeit einer ECMO-
Anlage sowie thromboembolische Komplikationen. Diese kritischen Situationen waren bei
beatmeten Patienten signifikant haufiger als bei nicht-beatmeten Erkrankten. So entwickelten
87% der Beatmeten eine bakterielle Superinfektion. Bei den Nicht-Beatmeten lag dieser
Anteil nur bei 20%.

Auch verschiedene Therapieansédtze wéhrend des stationaren Aufenthaltes wurden in die
Datensammlung miteinbezogen. Dazu gehdrten Behandlungsversuche mit
Hydroxychloroquin, Lopinavir/Ritonavir, COVID-19-Rekonvaleszentenplasma,
Glukokortikoiden und/oder mit Antibiotika. Hier zeigte sich, dass vor allem die Antibiotika-
und Rekonvaleszentenplasmagabe beim beatmeten Kollektiv deutlich héher war. Auf
Antibiotika waren  97% der Patienten mit Beatmung angewiesen  und
Rekonvaleszentenplasma erhielten 60% aus dieser Gruppe. Bei den Erkrankten ohne
Beatmung betrugen diese Anteile nur 36% (Antibiotika) beziehungsweise 20%

(Rekonvaleszentenplasma).
Bei den Kontrollpersonen betrug das Durchschnittsalter 37,8 Jahre und die Altersspanne

umfasste Personen von 19 bis 78 Jahren. Es gab 15 ménnliche (Anteil: 36%) und 27 weibliche
(Anteil: 64%) Kontrollen.
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3.1.2 Laborwerte

Healthy [Covid-19| Covid-19 Covid-19 | Covid-19 | Covid-19
non-
all ventilated | ventilated | ventilated | ventilated
all survived dead
Laboratory values:
(demographics)
Number of samples (n) 42 188 68 120 101 19
Number of patients (n) 42 55 39 # 30 23 7
Laboratory values:
(mean)
Procalcitonin (ng/ml) 1.6 1.1 1.7 1.1 4.5 **
CRP (mg/l) 69.6 35.6 86.1 *** 76.1 141.2 **
IL-6 (pg/ml) 85.0 23.9 94.3 71.1 216.4 ***
Ferritin (ng/ml) 2721.9 1158.2 3018.5 1561.6 |10950.4 ***
LDH 340.2 273.9 370.6%** 361.1 423.3
ALAT (U/L) 75.0 62.9 80.7 74.0 116,6 *
Bilirubin (mg/dl) 2.2 0.9 2.8 * 0.9 12.5 ***
CK (U/L) 125.7 65.5 153.1 156.7 132.6
D-Dimer (mg/L) 8.2 4.0 8.6 * 9.0 6,4
Leucocytes (/nl) 13.0 114 13.8 11.5 25.8 ***
# 14 patients were sampled on ventilation and also after weaning.
Tabelle 16 - Klinische Laborparameter von COVID-19-Patienten und den

Kontrollpersonen
COVID-19-Patienten wurden in die Kategorien beatmet ("'ventilated”) und nicht-beatmet (“’non-ventilated”’) aufgeteilt. Die
beatmeten Patienten wurden weiter in iiberlebende (”survived”) und verstorbene (“dead”) Patienten aufgeteilt. Bei den
Meisten waren mehrere aufeinanderfolgende Blutproben verflighar. Bei 14 Patienten erfolgte eine Blutabnahme wéahrend
der Beatmung und auch nach der Entwohnung von der Beatmung. Bei der Analyse der statistischen Unterschiede zwischen
den Beatmeten (Ventilated”) und den Nicht-Beatmeten (”Non-ventilated”) sowie der iiberlebenden (’Survived”) und
verstorbenen (“dead”) Beatmeten wurde ein t-Test fir zwei unverbundene Stichproben angewandt. (* p<0,05; ** p<0,01;
% n<0,001)

Insgesamt wurden 188 Blutproben von 55 Patienten untersucht. Bei der Unterteilung der
Patienten in die Untergruppen “beatmet” und “nicht-beatmet” wurden 14 Personen beiden

Gruppen zugeordnet, da sie nicht durchgehend beatmet und ihnen Blutproben sowohl

wahrend der Beatmung als auch nach dem Weaning abgenommen wurden.

Zu jeder Blutprobe wurden folgende Laborparameter registriert:
e PCT (ng/ml)
e CRP (mg/l)
e |IL-6 (pg/ml)
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e Ferritin (ng/ml)

e LDH (U/L)

e ALAT (GPT) (U/L)
e Bilirubin (mg/dl)

e CK(U/L)

e D-Dimer (mg/l)

e Leukozyten (/nl)

Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen der Gruppe der Beatmeten und der
Nicht-Beatmeten besonders bei den Durchschnittswerten von vier Parametern: dem C-
reaktiven Protein (CRP), der Laktatdehydrogenase (LDH), dem Bilirubin und dem D-Dimer.
Insgesamt ergaben sich bei der beatmeten Gruppe Laborbefunde, bei denen die
Entziindungszeichen (CRP, IL-6), die Marker fur Leber- und Muskeldysfunktion (LDH,
Bilirubin, CK) und die intravaskulare Gerinnung (D-Dimer) erhoht waren.

Bei den beatmeten Patienten, die verstorben sind, waren im Vergleich zu der
uberlebenden Subgruppe die Entziindungswerte Procalcitonin, CRP, IL-6 und Ferritin
besonders erhéht. Zudem wiesen sie die deutlich erhdhten Leberwerte ALAT (=

Alaninaminotransferase) und Bilirubin auf. lhre Leukozytenzahl war signifikant erhoht.

3.2 Viruspersistenz und T-Zell-Hyporeaktivitat

Virus Persistence of T cell Persistence of T cell
persistence in hyporeactivity in days hyporeactivity in days
days (mean +/- SEM), (mean +/- SEM),

(mean +/- SEM)

measured by CD123
upregulation on

measured by CD11b
upregulation on

days

monocytes neutrophils
Patients with virus
persistence < 15 58 (x1.1) 53(x2.7) 10.6 (£ 3.3)
days
Patients with virus
persistence > 15 31.0 *** (£ 3.1) 24.0 ** (£ 4.8) 23.9* (£ 4.6)

Tabelle 17 - Korrelation zwischen der Persistenz von SARS-CoV-2-Replikation und der

Persistenz der T-Zell-Hyporeaktivitat

Als Viruspersistenz galt der Zeitraum zwischen dem Auftreten der ersten klinischen Symptome und dem letzten positiven RT-
PCR-Test. Die Patienten wurden je nach Viruspersistenz in zwei Gruppen eingeteilt: eine Gruppe mit einer Dauer <15 Tage
(18 Patienten) und eine Gruppe mit einer Dauer >15 Tage (25 Patienten). Die T-Zell-Reaktivitdt wurde Uber die
Hochregulation von CD123 auf Monozyten oder von CD11b auf neutrophilen Granulozyten als Ausdruck des Verhaltnisses
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zwischen der Oberflachenmarkerexpression nach 24-stindiger Stimulation der Vollblutproben mit Anti-CD3 und der
Oberflachenmarkerexpression ohne Stimulation dargestellt. Bei beiden Oberflachenmarkern wurde eine Hochregulation
<300% als T-Zell-Hyporeaktivitat gewertet. Die Persistenz der T-Zell-Hyporeaktivitat wurde als Zeitraum zwischen den
ersten klinischen Symptomen und dem letzten Tag der T-Zell-Hyporeaktivitat festgelegt. Bei der Analyse der statistischen

Unterschiede wurde ein t-Test fur zwei unverbundene Stichproben angewandt. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Um einen maoglichen Zusammenhang zwischen einer T-Zell-Hyporeaktivitat und der
Viruspersistenz im Patienten identifizieren zu kénnen, wurden die Patienten in zwei Gruppen
eingeteilt. Eine Gruppe umfasste die Personen, deren Viruspersistenz unter 15 Tagen lag, die
andere Gruppe diejenigen mit einem Zeitraum von 15 Tagen oder mehr. Die T-Zell-
Hyporeaktivitat wurde einerseits tber die Hochregulation von CD123 auf Monozyten und
andererseits Uber die Hochregulation von CD11b auf neutrophilen Granulozyten festgelegt.
Die Beschreibung und Interpretation der Hochregulierung sowie der T-Zell-Hyporeaktivitat
wird in detaillierterem Umfang in der Dissertation “Untersuchung der Expression von IL-3
und seinem Rezeptor bei COVID-19-Patienten” meiner Laborpartnerin Christine Miiller zu
finden sein.

Die genauen Grenzwerte der Hochregulation von CD123 beziehungsweise CD11b zur T-
Zell-Hyporeaktivitat sowie der Umfang der beiden Gruppen kdnnen der Tabellenbeschriftung
entnommen werden.

Die Angabe der Werte in der Tabelle 17 erfolgt als Mittelwert (Mean) zusammen mit dem
Standardfehler (SEM).

In der Gruppe der Patienten mit einer Viruspersistenz von unter 15 Tagen lag diese im
Durchschnitt bei nahezu sechs Tagen. Die Dauer der T-Zell-Hyporeaktivitdt wies je nach
Kategorisierungsform unterschiedliche Mittelwerte auf. Bei der Einteilung nach der
Hochregulation von CD123 auf Monozyten betrug die Persistenz der T-Zell-Hyporeaktivitat
im Mittel 5,3 Tage. Bei der Kategorisierung nach der Hochregulation von CD11b auf
neutrophilen Granulozyten betrug dieser Wert mit durchschnittlich 10,6 Tagen etwa das
Doppelte.

In der Gruppe der Patienten, bei denen das Virus 15 Tage oder langer nachweisbar war,
lag die Viruspersistenz bei durchschnittlich 31, 0 Tagen und damit signifikant hoher als in der
anderen Gruppe. Die durchschnittliche Dauer der T-Zell-Hyporeaktivitat bei den Patienten
mit der langeren Viruspersistenz war ebenfalls signifikant héher. Sie lag sowohl bei der
Einteilung nach der Hochregulation von CD123 auf Monozyten als auch bei der Einteilung
nach der Hochregulation von CD11b auf neutrophilen Granulozyten bei durchschnittlich etwa
24 Tagen.
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3.3 Immunphéanotypisierung von Vollblut

3.3.1 Allgemeine Beschreibung des Gatings
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Abbildung 1 - Gating-Strategie zur Detektion wichtiger Leukozytensubpopulationen mittels

Durchflusszytometrie

Um die einzelnen Zelltypen im unstimulierten Frischblut unterscheiden zu kénnen,
wurden diese mit Hilfe verschiedener Farbungen und der Durchflusszytometrie genauer
kategorisiert.

Dazu wurden von allen vom Durchflusszytometer registrierten Ereignissen die
Einzelzellen (Singlets) gezielt herausgenommen und genauer betrachtet. Hierfir wurden sie
anhand des Forward und Sideward Scatters nach GrofRe und Granularitat aufgeteilt, sodass

sich drei grofiere Gruppen ergaben:

e Gruppe “L” mit tiberwiegend lymphozytédren Zellen
e Gruppe “M” mit liberwiegend monozytiren Zellen

e Gruppe “N” mit iiberwiegend granulozytiren Zellen
Diese Gruppen konnten anhand des Farbeverhaltens der einzelnen Zellpopulationen

weiter unterteilt werden. Dies wird nachfolgend bei jeder dieser Populationen genauer

beschrieben.
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3.3.2 T-Zellen
3.3.2.1 CD4+-Zellen
3.3.2.1.1 Gatingstrategie fur die CD4+-Zellen

From Gate ,L” From T cells
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Abbildung 2 - Gating-Strategie zur Detektion der T-Zell-Subpopulationen mittels

Durchflusszytometrie

Zum Nachweis der CD4+-Zellen in den Frischblutproben wurden die Zellen der Gruppe
L (siehe auch Abschnitt 3.3.1 Allgemeine  Beschreibung des Gatings) anhand  der
Antikorperfarbungen weiter unterschieden.

Dazu wurden zunéchst die T-Zellen isoliert. Dies geschah Uber die Menge an CD3,
welches mit APC-Cy-7 angefarbt wurde. CD3 fungiert als ein Teil des T-Zellrezeptors (63).

Diese Zellpopulation wurde weiter aufgeteilt. Die CD4+-Zellen zeichneten sich durch
eine erhohte Expression von CD4 (angefarbt mit \V500) bei gleichzeitig geringer Darstellung
von CD8 (nachgewiesen mit PE-Cy-7) aus.
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3.3.2.1.2 Anzahl der CD4+-Zellen in den unterschiedlichen Patientengruppen
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Abbildung 3 - CD4+-T-Zell-Zahlen in Vollblutproben

Es wurden die Zellzahlen von CD4+-T-Zellen in nicht-stimulierten Vollblutproben von 42 gesunden Kontrollpersonen
("Healthy”; 42 Proben), von 39 nicht-beatmeten (”Non-vent.”; 68 Proben) und 30 beatmeten ("Vent.”; 120 Proben)
COVID-19-Patienten analysiert. Die beatmeten Patienten wurden zudem in “iiberlebend” (”Survived”; 23 Patienten, 101
Proben) und in “verstorben” ("Dead”; 7 Patienten; 19 Proben) unterteilt. Jede Probe wird durch einen Punkt in der
Graphik représentiert und der Mittelwert ist rot markiert. Fir die Analyse wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit
Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Bei der Analyse der Proben der iiberlebenden (”Survived”) und verstorbenen (”Dead”)

Beatmeten wurde ein t-Test fiir zwei unverbundene Stichproben angewandt. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Bei der Betrachtung der CD4+-Zell-Anzahl in den COVID-19-Patientengruppen “Nicht-
beatmet” (Non-vent.) und “Beatmet” (Vent.) sowie der Kontrollpersonen-Gruppe (Healthy)
zeigte sich, dass sich dieser Wert nicht wesentlich zwischen den Gruppen unterschied.

Bei der Aufteilung der beatmeten Gruppe (Ventilated) nach dem jeweiligen Outcome der
Patienten in “Uberlebend” (Survived) und “Verstorben” (Dead) wurde allerdings ein

signifikanter Abfall der CD4+-Zell-Zahlen bei Verstorbenen deutlich.

3.3.2.2 CD8+-Zellen
3.3.2.2.1 Gatingstrategie fur die CD8+-Zellen

Der Nachweis der CD8+-Zellen in den Frischblutproben erfolgte zunachst analog zu dem
der CD4+-Zellen (siehe auch Abbildung 2).

Das bedeutet, dass auch fir diese Zellpopulation in der Gruppe L anhand der CD3-
Expression die T-Zellen identifiziert wurden. Diese wurden mit Hilfe der Auspragungen von
CD4 und CD8 weiter unterschieden.
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3.3.2.2.2 Anzahl der CD8+-Zellen in den unterschiedlichen Patientengruppen
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Abbildung 4 - CD8+-T-Zell-Zahlen in Vollblutproben

Es wurden die Zellzahlen von CD8+-T-Zellen in nicht-stimulierten Vollblutproben von 42 gesunden Kontrollpersonen
("Healthy”; 42 Proben), von 39 nicht-beatmeten (”Non-vent.”; 68 Proben) und 30 beatmeten ("Vent.”; 120 Proben)
COVID-19-Patienten analysiert. Die beatmeten Patienten wurden zudem in “tliberlebend” (”Survived”; 23 Patienten, 101
Proben) und in “verstorben” (”"Dead”; 7 Patienten; 19 Proben) unterteilt. Jede Probe wird durch einen Punkt in der
Graphik repréasentiert und der Mittelwert ist rot markiert. Fir die Analyse wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit
Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Bei der Analyse der Proben der iiberlebenden (’Survived”) und verstorbenen (”Dead”)

Beatmeten wurde ein t-Test fir zwei unverbundene Stichproben angewandt. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Bei den CD8+-Zellen unterschieden sich die Zellzahlen zwischen der Kontrollgruppe
(Healthy) und dem beatmeten Patientenkollektiv (Vent.) kaum. Die nicht-beatmeten
Erkrankten wiesen hingegen eine signifikante Erhdhung der CD8+-Zell-Anzahl im Vergleich
zu der beatmeten Kategorie auf.

Auch bei den CD8+-Zellen zeigte sich dhnlich wie bei den CD4+-Zellen ein deutlicher
Abfall der Zellmenge bei den Verstorbenen (Dead) der beatmeten Gruppe (Ventilated) im

Vergleich zu den Uberlebenden (Survived) der selben Gruppe.
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3.3.3 Plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs)

3.3.3.1 Gatingstrategie fur die pDCs
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Abbildung 5 - Gating-Strategie zur Detektion von plasmazytoiden dendritischen Zellen
mittels Durchflusszytometrie

Fir das Gating der plasmazytoiden dendritischen Zellen wurde die Gruppe L (siehe 3.3.1
Allgemeine Beschreibung des Gatings) genauer analysiert. Dazu wurden die Zellen aus dieser
Gruppe nach ihrer Expression von CD11b (gefarbt mit PE-Cy-7) und von CD304 (gefarbt mit
APC) aufgetragen.

Die Zellen, die viel CD304 aber nur wenig CD11b exprimierten, wurden als
plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs) klassifiziert.
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3.3.3.2 Anzahl der pDCs in den unterschiedlichen Patientengruppen
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Abbildung 6 - Immunphéanotypisierung von Vollblutproben bei COVID-19-Patienten und

gesunden Kontrollpersonen

Es erfolgte die Analyse von Blutproben von 42 gesunden Kontrollpersonen (”Healthy”; 42 Proben), von 39 nicht-beatmeten
("Non-vent.”’; 68 Proben) und von 30 mechanisch beatmeten COVID-19-Patienten (”Vent.”; 120 Proben). Die beatmeten
Patienten wurden weiter in “iiberlebend” ("’Survived”; 23 Patienten, 101 Proben) und “verstorben” (”Dead”; 7 Patienten,
19 Proben) unterteilt. Darstellung der absoluten Anzahl an plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDC).

Jede Probe wird auf der Abbildung durch einen Punkt reprasentiert und der Durchschnitt ist rot markiert. Fir die Analyse
der gesunden Kontrollproben (“Healthy”), der nicht-beatmeten (”Non-vent.”) und beatmeten (’Vent.”) COVID-19-
Patientenproben wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgefiinrt. Bei der Analyse der
Proben der iiberlebenden (”Survived”) und verstorbenen (”Dead”) Beatmeten wurde ein t-Test fir zwei unverbundene
Stichproben angewandt. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Die Anzahl der plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) wurde in den
unterschiedlichen Kollektiven der Studie betrachtet. Diese waren zum einen die
Kontrollgruppe (Healthy) und zum anderen die Erkrankten, die sich in die nicht-beatmeten
Patienten (Non-vent.) und die beatmeten Patienten (Vent.) aufteilten.

Die Kontrollgruppe hatte die hochste Anzahl an pDCs. Bei der Gruppe der Nicht-
Beatmeten lieRen sich deutlich weniger Zellen dieses Typs nachweisen und die Beatmeten
hatten nochmal signifikant niedrigere Werte als die Nicht-Beatmeten. So lieR sich ein
relevanter Abfall der Zellanzahl der plasmazytoiden dendritischen Zellen von dem Wert der
Kontrollgruppe tber den der Nicht-Beatmeten bis hin zu dem niedrigsten Wert der Beatmeten
verfolgen.

Unterteilt man allerdings die Gruppe mit der kleinsten Anzahl an pDCs, also die
beatmeten Patienten (Ventilated), nach ihrem Outcome, so zeigt sich kein wesentlicher

Unterschied zwischen den Uberlebenden (Survived) und den Verstorbenen (Dead).
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3.3.4 Basophile Granulozyten

3.3.4.1 Gatingstrategie fur die basophilen Granulozyten
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Abbildung 7 - Gating-Strategie zur Detektion von basophilen Granulozyten mittels
Durchflusszytometrie

Auch flr das Gating der basophilen Granulozyten wurden die Zellen der Gruppe L (siehe
auch 3.3.1 Allgemeine Beschreibung des Gatings) genauer analysiert. Diese wurden wie bei
der Analyse der pDCs anhand ihrer Expression von CD304 und von CD11b aufgetragen. Alle
Zellen, die kein CD304 exprimierten, wurden unabhdngig von ihrer CD11b-Auspragung der
Gruppierung “Nicht-pDCs” (Non-pDCs) zugeordnet.

Die “Nicht-pDCs” wurden weiter anhand ihrer Auspriagung der Oberflaichenmarker
CD123 und CD11b sortiert. Als basophile Granulozyten (Basos) wurde dabei die Zellgruppe
identifiziert, die hohe Werte von CD123 und CD11b aufweisen konnte.
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3.3.4.2 Anzahl der basophilen Granulozyten in den unterschiedlichen Patientengruppen
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Abbildung 8 - Immunphanotypisierung von Vollblutproben bei COVID-19-Patienten und

gesunden Kontrollpersonen

Es erfolgte die Analyse von Blutproben von 42 gesunden Kontrollpersonen ("”Healthy”’; 42 Proben), von 39 nicht-beatmeten
(”Non-vent.”; 68 Proben) und von 30 mechanisch beatmeten COVID-19-Patienten ("Vent.”; 120 Proben). Die beatmeten
Patienten wurden weiter in “tiberlebend” (”Survived”; 23 Patienten, 101 Proben) und “verstorben” (”Dead”; 7 Patienten,
19 Proben) unterteilt. Darstellung der absoluten Anzahl an basophilen Granulozyten.

Jede Probe wird auf der Abbildung durch einen Punkt représentiert und der Durchschnitt ist rot markiert. Fir die Analyse
der gesunden Kontrollproben (”Healthy”), der nicht-beatmeten (“’Non-vent.”) und beatmeten ("Vent.”) COVID-19-
Patientenproben wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Bei der Analyse der
Proben der iiberlebenden (”Survived”) und verstorbenen (”Dead”) Beatmeten wurde ein t-Test fur zwei unverbundene

Stichproben angewandt. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Wie bereits bei den plasmazytoiden dendritischen Zellen dargestellt, wurden auch bei den
basophilen Granulozyten die Zellzahlen in den unterschiedlichen Personengruppen
verglichen.

Dabei zeigte sich, dass sich die Anzahl zwischen den Kontrollpersonen (Healthy), den
nicht-beatmeten Patienten (Non-vent.) und den beatmeten Erkrankten (Vent.) nicht
wesentlich unterschied.

Beim Vergleich der nach Outcome aufgeteilten Gruppe der Beatmeten (Ventilated) ergab
sich allerdings ein signifikanter Unterschied zwischen den Uberlebenden (Survived) und den
Verstorbenen (Dead), bei dem die Anzahl der basophilen Granulozyten bei den Verstorbenen

deutlich reduziert war.
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3.3.5 Neutrophile Granulozyten

3.3.5.1 Gatingstrategie fir die neutrophilen Granulozyten
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Abbildung 9 - Gating-Strategie zur Detektion neutrophiler Granulozyten mittels
Durchflusszytometrie

Das Gating der neutrophilen Granulozyten erfolgte von der Gruppe N ausgehend (siehe
auch 3.3.1 Allgemeine Beschreibung des Gatings).

Die Zellen dieser Gruppe wurden anhand ihrer Expression von CD16 (angefarbt mit
Pacific Blue) und von CD11b (angefarbt mit PE-Cy-7) unterteilt. Als neutrophile
Granulozyten wurden die Zellen klassifiziert, die sowohl viel CD16 als auch CD11b

exprimierten.
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3.3.5.2 Anzahl der neutrophilen Granulozyten in den unterschiedlichen

Patientengruppen
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Abbildung 10 - Immunphanotypisierung von Vollblutproben bei COVID-19-Patienten und

gesunden Kontrollpersonen

Es erfolgte die Analyse von Blutproben von 42 gesunden Kontrollpersonen (”Healthy”; 42 Proben), von 39 nicht-beatmeten
(”Non-vent.”; 68 Proben) und von 30 mechanisch beatmeten COVID-19-Patienten (”Vent.”; 120 Proben). Die beatmeten
Patienten wurden weiter in “tiberlebend” (”’Survived”; 23 Patienten, 101 Proben) und “verstorben” (”Dead”; 7 Patienten,
19 Proben) unterteilt. Darstellung der absoluten Anzahl von neutrophilen Granulozyten.

Jede Probe wird auf der Abbildung durch einen Punkt reprasentiert und der Durchschnitt ist rot markiert. Fir die Analyse
der gesunden Kontrollproben (”Healthy”), der nicht-beatmeten (”Non-vent.”) und beatmeten ("Vent.”) COVID-19-
Patientenproben wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Bei der Analyse der
Proben der iiberlebenden ("Survived”) und verstorbenen (”Dead”) Beatmeten wurde ein t-Test fir zwei unverbundene
Stichproben angewandt. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Beim Vergleich der Kontrollgruppe (Healthy), der nicht-beatmeten (Non-vent.) und der
beatmeten (Vent.) Patientengruppe zeigte sich, dass Personen der beatmeten Gruppe
signifikant hohere Anzahlen an neutrophilen Granulozyten als die Erkrankten der nicht
beatmeten Gruppe besallen. Die letzteren hatten vergleichbare Werte wie die Angehdrigen
der Kontrollgruppe, so dass sich zusammenfassen lassen kann, dass sich bei den Beatmeten
deutlich mehr neutrophile Granulozyten in den Blutproben nachweisen lieRen als in den
anderen beiden Gruppierungen.

Innerhalb der beatmeten Patienten (Ventilated) liel3 sich bezlglich der Anzahl der
neutrophilen Granulozyten eine weitere Abstufung erkennen. Bei der Unterteilung in
Uberlebende (Survived) und Verstorbene (Dead) dieser Patientengruppe wiesen die

Verstorbenen wesentlich héhere Zellzahlen als die Uberlebenden auf.
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3.3.5.3 Veranderung der Expression des Oberflachenmarkers CD11b auf neutrophilen

Granulozyten
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Abbildung 11 - Immunphanotypisierung von Vollblutproben bei COVID-19-Patienten und

gesunden Kontrollpersonen

Es erfolgte die Analyse von Blutproben von 42 gesunden Kontrollpersonen (”Healthy”’; 42 Proben), von 39 nicht-beatmeten
(”Non-vent.”; 68 Proben) und von 30 mechanisch beatmeten COVID-19-Patienten ("Vent.”; 120 Proben). Die beatmeten
Patienten wurden weiter in “iiberlebend” ("’Survived”; 23 Patienten, 101 Proben) und “verstorben” ("Dead”; 7 Patienten,
19 Proben) unterteilt. Darstellung der Expression von CD11b auf neutrophilen Granulozyten, angegeben als
durchschnittliche Fluoreszenzintensitat (MFI).

Jede Probe wird auf der Abbildung durch einen Punkt reprasentiert und der Durchschnitt ist rot markiert. Fiir die Analyse
der gesunden Kontrollproben (”Healthy”), der nicht-beatmeten (”Non-vent.”) und beatmeten (”Vent.”’) COVID-19-
Patientenproben wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgefiinrt. Bei der Analyse der
Proben der iiberlebenden (“’Survived”) und verstorbenen (”Dead”) Beatmeten wurde ein t-Test fir zwei unverbundene
Stichproben angewandt. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

CD11b ist ein Oberflachenmarker der neutrophilen Granulozyten und spielt eine wichtige
Rolle bei zahlreichen Aufgaben dieses Zelltyps wie der Adhdsion, der Chemotaxis oder der
Auswanderung aus Gefalien (52).

Die Expression von CD11b auf den neutrophilen Granulozyten der Blutproben der Studie
wurde &dhnlich wie schon bei der Anzahl dieses Zelltyps zwischen den verschiedenen
Personenkollektiven verglichen. Dabei zeigte sich, dass die nicht-beatmeten Patienten (Non-
vent.) deutlich mehr CD11b auf ihren neutrophilen Granulozyten darstellten als Personen aus
dem Kontrollkollektiv (Healthy). Gleichzeitig war die Ausprdgung von CD11b bei Nicht-
Beatmeten signifikant hoher als bei beatmeten Erkrankten (Vent.).

In der Gruppe der Beatmeten (Ventilated) war eine weitere Abstufung nachweisbar.
Personen aus dieser Kategorie, die Uberlebten (Survived), zeigten eine wesentlich héhere

CD11b-Expression auf ihren neutrophilen Granulozyten als solche, die verstarben (Dead).
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3.3.6 Monozyten
3.3.6.1 CD14+-Monozyten

3.3.6.1.1 Gatingstrategie flr die CD14+-Monozyten

From Gate ,M*“

CD14+
Monos

CD14 AmCyan-A

-1,587

2 a s
2.4 0 1?. 10* 10
CD16 Pacific Blue-A

Abbildung 12 - Gating-Strategie zur Detektion von CD14+-Monozyten mittels

Durchflusszytometrie

Das Gating fur die CD14+-Monozyten erfolgte in der Zellgruppe M (siehe auch 3.3.1

Allgemeine Beschreibung des Gatings).
Als CD14+-Monozyten wurden die Zellen identifiziert, die bei einer Auftragung nach der

Expression von CD14 (angefarbt mit V500) und CD16 (angefarbt mit Pacific Blue) viel
CD14 und zugleich wenig CD16 exprimierten.
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3.3.6.1.2 Anzahl der CD14+-Monozyten in den unterschiedlichen Patientengruppen
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Abbildung 13 - Immunphénotypisierung von Vollblutproben bei COVID-19-Patienten und

gesunden Kontrollpersonen

Es erfolgte die Analyse von Blutproben von 42 gesunden Kontrollpersonen (”Healthy”’; 42 Proben), von 38 nicht-beatmeten
("Non-vent.”’; 62 Proben) und von 30 mechanisch beatmeten COVID-19-Patienten (”Vent.”; 102 Proben). Die beatmeten
Patienten wurden weiter in “tliberlebend” ("’Survived”; 23 Patienten, 87 Proben) und “verstorben” (”"Dead”; 7 Patienten,
15 Proben) unterteilt. Die Anzahl der Proben ist niedriger als bei den vorherigen Analysen, da die Antikdrper fir diese
Nachweise zeitweise nicht verflighar waren. Darstellung der absoluten Anzahl von CD14++CD16- - Monozyten.

Jede Probe wird auf der Abbildung durch einen Punkt reprasentiert und der Durchschnitt ist rot markiert. Fir die Analyse
der gesunden Kontrollproben (”Healthy”), der nicht-beatmeten (”Non-vent.”) und beatmeten ("Vent.”) COVID-19-
Patientenproben wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Bei der Analyse der
Proben der iiberlebenden (”Survived”) und verstorbenen (”Dead”) Beatmeten wurde ein t-Test fir zwei unverbundene
Stichproben angewandt. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Der Vergleich der Zellanzahlen von CD14+-Monozyten in den Blutproben der
Kontrollgruppe (Healthy), der nicht-beatmeten (Non-vent.) und der beatmeten (Vent.)
Patientengruppe zeigte keinen grofRen Unterschied zwischen diesen einzelnen Gruppierungen.
Lediglich die Beatmeten hatten einen leicht hoheren Wert, der allerdings nicht signifikant
war.

Auch der Vergleich der Zellmenge von CD14+-Monozyten zwischen den nach Outcome
aufgeteilten beatmeten Patienten (Ventilated) zeigte keine wesentlichen Differenzen, auch
wenn der Wert der Verstorbenen (Dead) etwas hoher lag als der der tiberlebenden Beatmeten

(Survived).
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3.3.6.1.3 Veranderung der Expression des Oberflachenmarkers CD169 auf CD14+-

Monozyten
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Abbildung 14 - Immunphanotypisierung von Vollblutproben bei COVID-19-Patienten und

gesunden Kontrollpersonen

Es erfolgte die Analyse von Blutproben von 42 gesunden Kontrollpersonen (”Healthy”’; 42 Proben), von 38 nicht-beatmeten
(”Non-vent.”; 62 Proben) und von 30 mechanisch beatmeten COVID-19-Patienten ("Vent.”; 102 Proben). Die beatmeten
Patienten wurden weiter in “liberlebend” (”Survived”; 23 Patienten, 87 Proben) und “verstorben” (”Dead”; 7 Patienten,
15 Proben) unterteilt. Die Anzahl der Proben ist niedriger als bei den vorherigen Analysen, da die Antikorper fir diese
Nachweise zeitweise nicht verfiighar waren. Darstellung der Expression von CD169 auf der Oberflache von CD14++CD16-
- Monozyten, angegeben als durchschnittliche Fluoreszenzintensitat (MFI).

Jede Probe wird auf der Abbildung durch einen Punkt représentiert und der Durchschnitt ist rot markiert. Fir die Analyse
der gesunden Kontrollproben (”Healthy”), der nicht-beatmeten (”Non-vent.”) und beatmeten ("Vent.”) COVID-19-
Patientenproben wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgefihrt. Bei der Analyse der
Proben der iiberlebenden (”Survived”) und verstorbenen (”Dead”) Beatmeten wurde ein t-Test flir zwei unverbundene
Stichproben angewandt. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

CD169, auch als Siglec-1 bezeichnet, gilt als einer der am starksten durch das Typ-I-
Interferon-System regulierten Oberflachenmarker (64). Er wird auf Monozyten und
Makrophagen exprimiert und spielt eine wichtige Rolle bei der Interaktion von Zellen
untereinander oder mit dem Gewebe sowie moglicherweise fur die Phagozytose (52).

Beim Vergleich der Expression dieses Oberflachenmarkers zwischen der Kontrollgruppe
(Healthy) und den Patientengruppen, die in “beatmet” (Vent.) und “nicht-beatmet” (Non-
vent.) aufgeteilt wurden, ergaben sich mehrere signifikante Unterschiede. Bei der
Gegeniberstellung der Werte der gesunden Kontrollpersonen und der nicht-beatmeten
Patienten zeigte sich eine deutlich vermehrte Ausbildung von CD169 auf den Monozyten der
Nicht-Beatmeten. Auch beim Vergleich der Menge von Siglec-1 auf den Monozyten

zwischen der beatmeten und der nicht-beatmeten Gruppe ergab sich eine ahnlich ausgeprégte
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Differenz, bei der die Beatmeten wesentlich weniger dieses Oberflachenmarkers

exprimierten. Insgesamt wies die nicht-beatmete Gruppe die hochsten Werte an CD169 auf.
Innerhalb der beatmeten Gruppe (Ventilated) wurden die Mengen an Siglec-1 der

Uberlebenden (Survived) mit denen der Verstorbenen (Dead) verglichen. Dabei ergab sich

kein Unterschied in der Expression.

3.3.6.2 CD16+-Monozyten
3.3.6.2.1 Gatingstrategie fir die CD16+-Monozyten
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Abbildung 15 - Gating-Strategie zur Detektion von CD16+-Monozyten mittels
Durchflusszytometrie

Auch das Gating der CD16+-Monozyten erfolgte von der Gruppe M ausgehend (siehe
auch 3.3.1 Allgemeine Beschreibung des Gatings).

Hierfur wurden die Zellen nach ihrer Expression von CD123 (angeféarbt mit PE-Cy-5) und
von CD16 (nachgewiesen mit Pacific Blue) aufgetragen. Als CD16+-Monozyten wurden
solche Zellen gewertet, die sowohl viel CD123 als auch CD16 auf ihrer Oberflache

exprimierten.
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3.3.6.2.2 Anzahl der CD16+-Monozyten in den unterschiedlichen Patientengruppen
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Abbildung 16 - Immunphanotypisierung von Vollblutproben bei COVID-19-Patienten und
gesunden Kontrollpersonen

Es erfolgte die Analyse von Blutproben von 42 gesunden Kontrollpersonen (”Healthy”; 42 Proben), von 38 nicht-beatmeten
("Non-vent.”’; 62 Proben) und von 30 mechanisch beatmeten COVID-19-Patienten (”Vent.”; 102 Proben). Die beatmeten
Patienten wurden weiter in “iiberlebend” ("Survived”; 23 Patienten, 87 Proben) und “verstorben” (”Dead”; 7 Patienten,
15 Proben) unterteilt. Die Anzahl der Proben ist niedriger als bei den vorherigen Analysen, da die Antikdrper fur diese
Nachweise zeitweise nicht verfligbar waren. Darstellung der absoluten Anzahl von CD16+-Monozyten.

Jede Probe wird auf der Abbildung durch einen Punkt reprasentiert und der Durchschnitt ist rot markiert. Fir die Analyse
der gesunden Kontrollproben (”Healthy”), der nicht-beatmeten (”Non-vent.”) und beatmeten (’Vent.”) COVID-19-
Patientenproben wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Bei der Analyse der
Proben der iiberlebenden (”Survived”) und verstorbenen (”Dead”) Beatmeten wurde ein t-Test flr zwei unverbundene
Stichproben angewandt. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Wie bei den CD14+-Monozyten wurden auch bei den CD16+-Monozyten die Zellzahlen
zwischen der Kontrollgruppe (Healthy), den nicht-beatmeten (Non-Vent.) und den beatmeten
(Vent.) Patienten verglichen. Dabei zeigte sich, dass die Kontrollpersonen eine signifikant
hohere Anzahl an Zellen dieser Monozytenpopulation aufwiesen als das Patientenkollektiv.
Der Vergleich der Zellzahl zwischen den beatmeten und den nicht-beatmeten Patienten ergab
keinen wesentlichen Unterschied.

Auch bei der Gegenuberstellung der nach Outcome aufgeteilten beatmeten Erkrankten
(Ventilated) wurde keine Differenz deutlich. Sowohl Uberlebende (Survived) als auch

Verstorbene (Dead) wiesen eine &hnliche Anzahl an CD16+-Monozyten auf.
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3.3.6.2.3 Veranderung der Expression des Oberflachenmarkers CD169 auf CD16+-

Monozyten
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Abbildung 17 - Immunph&notypisierung von Vollblutproben bei COVID-19-Patienten und

gesunden Kontrollpersonen

Es erfolgte die Analyse von Blutproben von 42 gesunden Kontrollpersonen (”Healthy”; 42 Proben), von 38 nicht-beatmeten
(”Non-vent.”’; 62 Proben) und von 30 mechanisch beatmeten COVID-19-Patienten ("Vent.”; 102 Proben). Die beatmeten
Patienten wurden weiter in “iiberlebend” ("Survived”; 23 Patienten, 87 Proben) und “verstorben” (”"Dead”; 7 Patienten,
15 Proben) unterteilt. Die Anzahl der Proben ist niedriger als bei den vorherigen Analysen, da die Antikdrper fir diese
Nachweise zeitweise nicht verflgbar waren. Darstellung der Expression von CD169 auf der Oberflache von CD16+-
Monozyten, angegeben als durchschnittliche Fluoreszenzintensitat (MFI).

Jede Probe wird auf der Abbildung durch einen Punkt reprasentiert und der Durchschnitt ist rot markiert. Fiir die Analyse
der gesunden Kontrollproben (”Healthy”), der nicht-beatmeten (”Non-vent.”) und beatmeten (”Vent.”) COVID-19-
Patientenproben wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. Bei der Analyse der
Proben der iiberlebenden (”Survived”) und verstorbenen (”Dead”) Beatmeten wurde ein t-Test fir zwei unverbundene
Stichproben angewandt. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Ahnlich wie bei den CD14+-Monozyten ist CD169 (Siglec-1) als Oberflachenmarker der
Makrophagen und Monozyten an wesentlichen Aufgaben der CD16+-Monozyten beteiligt
(siehe auch 3.3.6.1.3 Veranderung der Expression des Oberflachenmarkers CD169 auf
CD14+-Monozyten) (52).

Beim Vergleich der Expression von Siglec-1 zwischen den gesunden Kontrollpersonen
(Healthy), den nicht-beatmeten (Non-vent.) und den beatmeten (Vent.) Patienten zeigte sich
ein signifikanter Unterschied zwischen den Gesunden und den Nicht-Beatmeten, bei dem die
letzteren einen deutlich hoéheren Wert aufwiesen. Die Beatmeten exprimierten etwas
geringere Mengen an CD169 im Vergleich zu den nicht-beatmeten Patienten. Diese Differenz

war aber nicht signifikant.
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Auch bei den CD16+-Monozyten wurde die Gruppe der beatmeten Erkrankten
(Ventilated) in Uberlebende (Survived) und Verstorbene (Dead) unterteilt und ihre jeweilige
Expression von Siglec-1 verglichen. Dabei wiesen die verstorbenen Patienten leicht hohere
Werte auf, die allerdings nicht signifikant waren.

3.4 Vollblutstimulation

In einem Vorversuch mit heparinisiertem Vollblut wurde getestet, welche Zytokine
signifikante Auswirkungen auf die Expression von bestimmten Oberflachenmarkern gewisser
Zellpopulationen haben. Die Ergebnisse aus diesem Vorversuch dienten als Basis fir die
Stimulation der PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) und der Stimulation der
Patienten-Vollblutproben. Die Ergebnisse sowie die Diskussion des letzteren Punktes wird in
der Dissertation “Untersuchung der Expression von IL-3 und seinem Rezeptor bei COVID-
19-Patienten” meiner Laborpartnerin Christine Miiller genauer ausgefiihrt.

Bei den untersuchten Zellen handelte es sich um basophile Granulozyten, plasmazytoide
dendritische Zellen (pDCs), CD14+-Monozyten sowie neutrophile Granulozyten.

Neben einem unstimulierten Ansatz wurde die Stimulation mit folgenden Zytokinen

durchgefunhrt:
e II-3
e GM-CSF
o IL-5
o |L-2
e |L-15
e IFN-y
e |FN-a
e IL-6
e TNF-a
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3.4.1 Basophile Granulozyten
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Abbildung 18 - Zytokin-induzierte Veranderungen von Oberflachenmarkern auf Zellen

aus Vollblutproben

Fir die Analyse wurden die Vollblutproben eines gesunden Spenders in Dubletten fiir 24 Stunden bei 37°C ohne oder mit
Stimulanzien (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-15, GM-CSF, IFN-y, IFN-a und TNF-o, Konzentration je 20 ng/ml) angesetzt.
Darstellung der Expression von CD131 auf basophilen Granulozyten, angegeben als durchschnittliche Fluoreszenzintensitét
(MFI).

Die Daten geben den Mittelwert +/- der Standardabweichung an. Statistische Unterschiede zwischen der unstimulierten
Probe ("Medium”) und den verschiedenen Zytokin-Proben wurden (ber eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-
Korrektur berechnet. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Bei den basophilen Granulozyten wurde die Expression des Oberflachenmarkers CD131
nach Zugabe der verschiedenen Zytokine analysiert.

CD131 ist Bestandteil der IL-3-, IL-5- und GM-CSF-Rezeptoren und dort das
Schlisselmolekdil der Signalweiterleitung (52).

Eine signifikante Herunterregulation dieses Molekils nach Zugabe der Zytokine im
Vergleich zum nicht stimulierten Ansatz wurde vor allem durch IL-3 und etwas weniger
ausgepragt durch IFN-a erreicht. Auch GM-CSF, IL-2, IL-5 und IL-15 bewirkten eine
signifikante Verminderung der CD131-Expression, allerdings in geringerem Umfang.

Die Zugabe von IFN-y zu den Ansétzen fihrte zu einer signifikanten Hochregulation des
Oberflachenmarkers.
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3.4.2 Plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs)
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Abbildung 19 - Zytokin-induzierte Veranderungen von Oberflachenmarkern auf Zellen

aus Vollblutproben

Fir die Analyse wurden die Vollblutproben eines gesunden Spenders in Dubletten fiir 24 Stunden bei 37°C ohne oder mit
Stimulanzien (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-15, GM-CSF, IFN-y, IFN-o und TNF-a; Konzentration je 20 ng/ml) angesetzt.
Darstellung der Expression von CD131 auf plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) , angegeben als durchschnittliche
Fluoreszenzintensitat (MFI).

Die Daten geben den Mittelwert +/- der Standardabweichung an. Statistische Unterschiede zwischen der unstimulierten
Probe ("Medium”) und den verschiedenen Zytokin-Proben wurden (ber eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-
Korrektur berechnet. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Auch bei den plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) wurde die Expression des
Oberflachenmarkers CD131 als Bestandteil des IL-3-, IL5- und GM-CSF-Rezeptors (52)
nach Zugabe der Zytokine untersucht.

Eine sehr ausgeprégte, signifikante Herunterregulation von CD131 im Vergleich zum
nicht-stimulierten Ansatz erfolgte nach Zugabe von IL-3 und GM-CSF.

Eine signifikant vermehrte Expression dieses Oberflachenmarkers konnte durch die
Zugabe von IFN-y, IL-6 und TNF-a erreicht werden.
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3.4.3 CD14+-Monozyten
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Abbildung 20 - Zytokin-induzierte Veranderungen von Oberflachenmarkern auf Zellen

aus Vollblutproben

Fir die Analyse wurden die Vollblutproben eines gesunden Spenders in Dubletten fir 24 Stunden bei 37°C ohne oder mit
Stimulanzien (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-15, GM-CSF, IFN-y, IFN-o und TNF-a; Konzentration je 20 ng/ml) angesetzt.
Darstellung der Expression von CD123 auf CD14+-Monozyten, angegeben als durchschnittliche Fluoreszenzintensitét
(MFI).

Die Daten geben den Mittelwert +/- der Standardabweichung an. Statistische Unterschiede zwischen der unstimulierten
Probe ("Medium”) und den verschiedenen Zytokin-Proben wurden (ber eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-
Korrektur berechnet. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Nach Zugabe der Zytokine und der erfolgten Stimulation wurde bei den CD14+-
Monozyten die Expression des Oberflachenmarkers CD123 untersucht.

CD123 ist ein mit geringer Affinitat bindender Teil des IL-3-Rezeptors und damit
Bestandteil eines Zytokin- beziehungsweise Chemokin-Rezeptors (52).

Ohne Stimulation wurde CD123 auf Monozyten nur wenig exprimiert. Eine besonders
ausgepragte, signifikante Hochregulation erfolgte nach Zugabe der Stimulanzien IL-3, GM-
CSF, IL-15 und IL-2. Eine signifikant erhohte Auspragung dieses Oberflachenmarkers
konnte auch durch IFN-y und IFN-o erreicht werden. Sie war allerdings niedriger als die
Expression bei den zuerst genannten Zytokinen. Eine ebenfalls signifikante Hochregulation
konnte durch IL-6 und TNF-a erzielt werden. Diese war aber von allen erwahnten

signifikanten Hochregulationen am geringsten ausgepragt.
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3.4.4 Neutrophile Granulozyten
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Abbildung 21 - Zytokin-induzierte Veranderungen von Oberflachenmarkern auf Zellen

aus Vollblutproben

Fur die Analyse wurden die Vollblutproben eines gesunden Spenders in Dubletten fiir 24 Stunden bei 37°C ohne oder mit
Stimulanzien (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-15, GM-CSF, IFN-y, IFN-o und TNF-a; Konzentration je 20 ng/ml) angesetzt.
Darstellung der Expression von CD11b auf neutrophilen Granulozyten, angegeben als durchschnittliche
Fluoreszenzintensitat (MFI).

Die Daten geben den Mittelwert +/- der Standardabweichung an. Statistische Unterschiede zwischen der unstimulierten
Probe ("Medium”) und den verschiedenen Zytokin-Proben wurden (ber eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-
Korrektur berechnet. (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)

Bei den neutrophilen Granulozyten wurde die Expression des Oberflachenmarkers
CD11b nach Zugabe der Stimulanzien untersucht.

CD11b vermittelt die Adhdsion der neutrophilen Granulozyten an Fibrinogen und die
Endotheloberflache sowie Auswanderung aus dem Gefél3, Chemotaxis und Apoptose (52).

Bei fehlender Stimulation wurde CD11b auf neutrophilen Granulozyten nur in geringem
Umfang exprimiert. Eine besonders stark ausgeprégte, signifikante Hochregulation wurde
durch die Zugabe der Zytokine GM-CSF und TNF-a erzielt. Ebenfalls signifikant, aber
weniger stark, war die erhdhte Expression nach Zugabe von IL-15 und noch etwas geringer

nach der Stimulation mit IL-2 und IFN-y.
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3.5 PBMC:s (peripheral blood mononuclear cells)

3.5.1 Veranderung der Rezeptorexpressionen

Die PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) wurden unter anderem mit Anti-CD3
fur 24 Stunden kultiviert. Hierdurch sollten die in diesen Proben enthaltenen T-Zellen
stimuliert und ihre Auswirkungen auf die in der Immunantwort nachgeschalteten Zelltypen
analysiert werden. Da in den PBMCs keine neutrophilen Granulozyten mehr enthalten waren,
konnten diese hierbei nicht analysiert werden. Zudem waren durch das Probenhandling zu

wenig pDCs vorhanden, um diese aussagekraftig untersuchen zu kénnen.

3.5.1.1 Basophile Granulozyten
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Abbildung 22 - Analyse von T-Zell-Reaktivitat mittels PBMCs von COVID-19- Patienten
PBMCs von 25 nicht-beatmeten COVID-19-Patienten (”Non-vent.”; 36 Proben), von 14 mechanisch beatmeten COVID-19-

Patienten, die von der Intensivstation entlassen werden konnten (”’Ventilated Survived”; 39 Proben) und von 2 mechanisch
beatmeten COVID-19-Patienten, die auf der Intensivstation verstorben sind ("’ Ventilated Dead”’; 3 Proben) wurden mit oder
ohne Anti-CD3 (5ug/ml) fur 24 Stunden angesetzt. Basophile Granulozyten konnten nicht in allen Proben analysiert werden,
weil ihre Anzahl teilweise zu niedrig war. Die Quantifizierung der untersuchten Oberflachenmarker erfolgte Uber
Durchflusszytometrie. Darstellung der Expression des Oberflachenmarkers CD131 auf basophilen Granulozyten.

Die dargestellten Werte geben das Verhaltnis der Oberflachenmarker-Expression mit einer Stimulation mit Anti-CD3 und
der Oberflachenmarker-Expression ohne eine Stimulation mit Anti-CD3 in Prozent an.

Fir die Analyse wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. (* p<0,05; ** p<0,01;
**% n<0,001)

Bei den basophilen Granulozyten wurde die Herunterregulation des Oberflachenrezeptors
CD131 durch die T-Zell-Aktivierung untersucht. Das Ergebnis wurde in Prozent der nicht
stimulierten Kontrollprobe angegeben. CD131 gilt als eines der wesentlichen Molekdile zur
Signalweiterleitung an den IL-3-, IL-5- und GM-CSF-Rezeptoren (52).
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Die untersuchten Gruppen waren zum einen die nicht-beatmeten Patienten (Non-vent.)
und zum anderen die beatmeten Erkrankten (Ventilated). Die letztere Kategorie wurde noch
weiter in Uberlebende (Survived) und Verstorbene (Dead) unterteilt. Der Vergleich der
Veranderung der Expression von CD131 zeigte, dass sich diese in allen drei Gruppen nicht

wesentlich unterschied.

3.5.1.2 Monozyten
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Abbildung 23 - Analyse von T-Zell-Reaktivitat mittels PBMCs von COVID-19- Patienten

PBMCs von 25 nicht-beatmeten COVID-19-Patienten (”Non-vent.”; 36 Proben), von 14 mechanisch beatmeten COVID-19-
Patienten, die von der Intensivstation entlassen werden konnten (”Ventilated Survived”; 39 Proben) und von 2 mechanisch
beatmeten COVID-19-Patienten, die auf der Intensivstation verstorben sind (" Ventilated Dead”; 3 Proben) wurden mit oder
ohne Anti-CD3 (5ug/ml) fiir 24 Stunden angesetzt. Die Quantifizierung der untersuchten Oberflachenmarker erfolgte tber
Durchflusszytometrie. Darstellung der Expression des Oberflachenmarkers CD123 auf CD14+-Monozyten

Die dargestellten Werte geben das Verhaltnis der Oberflachenmarker-Expression mit einer Stimulation mit Anti-CD3 und
der Oberflachenmarker-Expression ohne eine Stimulation mit Anti-CD3 in Prozent an.

Fir die Analyse wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgefihrt. (* p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001)

Bei der Untersuchung der Monozyten in den PBMC-Proben wurde im Gegensatz zu den
basophilen Granulozyten nicht die Herunterregulation, sondern die Hochregulation der
Oberflachenstruktur untersucht. Diese wurde als Verhaltnis in Prozent des Werts in der mit
Anti-CD3 stimulierten Probe zum Wert in der nicht-stimulierten Probe angegeben. Der
untersuchte Oberflachenmarker war CD123.

CD123 ist Teil der bindenden Untereinheit des IL-3-Rezeptors (52).

Bei der Analyse der PBMCs wurden die Patientenproben in Nicht-Beatmete (Non-vent.)

und Beatmete (Ventilated) unterteilt. Die letztere Gruppe wurde je nach Outcome weiter in
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Uberlebende (Survived) und Verstorbene (Dead) differenziert. Ahnlich wie bei den
basophilen Granulozyten (siehe auch 3.5.1.1 Basophile  Granulozyten)  wurden  beim
Vergleich der Hochregulation des CD123-Oberflachenmarkers keine Unterschiede zwischen

den einzelnen Gruppierungen gefunden.

3.5.1.3 T-Zellen
3.5.1.3.1 CD4+-Zellen
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Abbildung 24 - Analyse von T-Zell-Reaktivitat mittels PBMCs von COVID-19- Patienten

PBMCs von 25 nicht-beatmeten COVID-19-Patienten (”Non-vent.”; 36 Proben), von 14 mechanisch beatmeten COVID-19-
Patienten, die von der Intensivstation entlassen werden konnten (”Ventilated Survived”; 39 Proben) und von 2 mechanisch
beatmeten COVID-19-Patienten, die auf der Intensivstation verstorben sind (”Ventilated Dead”; 3 Proben) wurden mit oder
ohne Anti-CD3 (5ug/ml) fur 24 Stunden angesetzt. Die Quantifizierung der untersuchten Oberflachenmarker erfolgte Uber
Durchflusszytometrie. Darstellung der Expression des Oberflachenmarkers CD25 auf CD4+-T-Zellen.

Die dargestellten Werte geben das Verhaltnis der Oberflachenmarker-Expression mit einer Stimulation mit Anti-CD3 und
der Oberflachenmarker-Expression ohne eine Stimulation mit Anti-CD3 in Prozent an.

Fur die Analyse wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgefuhrt. (* p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001)

Bei den CD4+-T-Zellen wurde die Hochregulation des Oberflachenmarkers CD25 nach
Stimulation der T-Zellen mit Anti-CD3 betrachtet. Diese Hochregulation wurde als
Verhéltnis der Expression in der stimulierten Probe zu der Expression in der nicht-
stimulierten Probe in Prozent angegeben.

CD25 ist die a-Kette des IL-2-Rezeptors und tritt auf aktivierten T-Zellen auf (52).

Bei den CD4+-Zellen wurden &hnlich wie bei den basophilen Granulozyten und den
Monozyten die Patienten nach ihrer Beatmungspflichtigkeit in Nicht-Beatmete (Non-vent.)
und Beatmete (Ventilated) aufgeteilt, wobei letztere Gruppe je nach Outcome noch weiter in

Verstorbene (Dead) und Uberlebende (Survived) unterteilt wurde.
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Bei der Betrachtung der Hochregulation von CD25 zeigte sich, dass die Uberlebenden der
beatmeten Gruppe ahnlich hohe Werte wie die Nicht-Beatmeten aufwiesen. Die Verstorbenen
der beatmeten Gruppe zeichneten sich allerdings durch einen niedrigeren Wert als die

anderen beiden Gruppen aus.

3.5.1.3.2 CD8+-Zellen
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Abbildung 25 - Analyse von T-Zell-Reaktivitat mittels PBMCs von COVID-19- Patienten
PBMCs von 25 nicht-beatmeten COVID-19-Patienten (”Non-vent.”; 36 Proben), von 14 mechanisch beatmeten COVID-19-

Patienten, die von der Intensivstation entlassen werden konnten (”’Ventilated Survived”; 39 Proben) und von 2 mechanisch
beatmeten COVID-19-Patienten, die auf der Intensivstation verstorben sind (”’Ventilated Dead”; 3 Proben) wurden mit oder
ohne Anti-CD3 (5ug/ml) fir 24 Stunden angesetzt. Die Quantifizierung der untersuchten Oberflachenmarker erfolgte tber
Durchflusszytometrie. Darstellung der Expression des Oberflachenmarkers CD25 auf CD8+-T-Zellen.

Die dargestellten Werte geben das Verhaltnis der Oberflachenmarker-Expression mit einer Stimulation mit Anti-CD3 und
der Oberflachenmarker-Expression ohne eine Stimulation mit Anti-CD3 in Prozent an.

Fur die Analyse wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgefuhrt. (* p<0,05; ** p<0,01;
**% n<0,001)

Bei den CD8+-T-Zellen wurde analog zu den CD4+-T-Zellen die Hochregulation des
CD25-Oberflachenmarkers als T-Zell-Aktivierungsmarker (52) untersucht. Die Angabe der
Hochregulation erfolgte wieder als Prozentangabe des Verhaltnisses des Werts der mit Anti-
CD3 stimulierten Probe zu dem Wert der nicht-stimulierten Probe.

Die Analyse der Hochregulation in den einzelnen Blutproben der Patienten erfolgte
ebenfalls wie bei den CD4+-Zellen aufgeteilt in Nicht-Beatmete (Non-vent.) und Beatmete
(Ventilated), letzteres wieder unterteilt in Uberlebende (Survived) und Verstorbene (Dead).
Die CD25-Hochregulation war bei den nicht-beatmeten Erkrankten und den beatmeten,
Uberlebenden Patienten gleich hoch. Der Wert der beatmeten, verstorbenen Patienten lag
allerdings deutlich unterhalb des Niveaus der anderen beiden Gruppierungen.
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3.5.2 Veradnderung der Zytokinausschiittung bei unterschiedlichen Stimulationen

Es wurde versucht, eine angenommene verringerte Aktivierbarkeit der T-Zellen durch
Stimulation der PBMCs mit Anti-CD3 allein oder mit Anti-CD3 und IL-2 in Kombination zu
uberwinden.

IL-2 spielt eine bedeutende Rolle bei der korrekten Entwicklung von T-Zellen, indem es
die Reifung und das Wachstum dieses Zelltyps initiiert (55).

Fur diesen Teil der Studie wurden die bereits erwahnten Stimulationsansétze mit einem
Ansatz mit Medium ohne Zusétze verglichen. Analysiert wurden via ELISA die
ausgeschutteten Zytokine IL-3, GM-CSF und IFN-y.

3.5.21 IL-3
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Abbildung 26 - Analyse von T-Zell-Reaktivitat mittels PBMCs von COVID-19- Patienten

Es wurden PBMCs von 22 nicht-beatmeten COVID-19-Patienten (”’Non-ventilated”; 28 Proben) und von 12 beatmeten
COVID-19-Patienten (" Ventilated”’; 26 Proben) nur mit Medium, mit Anti-CD3 oder mit der Kombination Anti-CD3 und IL-
2 (20 ng/ml) fir 24 Stunden angesetzt. Die Konzentrationen von IL-3 wurden im Uberstand der Ansitze mittels ELISA
gemessen. Jede Probe wird durch einen Punkt und der Durchschnittswert in blau (Medium), in rot (Anti-CD3) und in violett
(Anti-CD3 und IL-2) dargestellt.

Fir die Analyse wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgeftihrt. (* p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001)

IL-3 ist ein Zytokin, das unter anderem von aktivierten T-Zellen gebildet und
ausgeschuttet wird und als koloniestimulierender Faktor die Bildung und Entwicklung von
Leukozyten beeinflusst (55, 65).

Die Ausschittung von IL-3 durch die PBMCs wurde in den Patientengruppen “nicht-
beatmet” (Non-ventilated) und “beatmet” (Ventilated) untersucht. In jeder dieser Kategorien
wurden die Werte der nicht-stimulierten, also mit Medium angesetzten Proben, und der mit

Anti-CD3 und mit der Kombination aus Anti-CD3 und IL-2 stimulierten Proben aufgetragen.
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Dabei zeigte sich im Vergleich der nicht-beatmeten zur beatmeten Gruppe ein sehr
ahnliches Bild. Bei beiden Gruppierungen waren die IL-3-Werte der unstimulierten Proben
sehr gering. Im Gegensatz dazu waren die Werte der stimulierten Proben deutlich hoher.
Diejenigen von ihnen, die mit der Kombination aus Anti-CD3 und IL-2 stimuliert worden
waren, wiesen dabei etwas mehr IL-3-Ausschiittung auf als diejenigen, die nur mit Anti-CD3

versetzt worden waren. Dieser Unterschied war allerdings nicht signifikant.

3.5.2.2 GM-CSF
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Abbildung 27 - Analyse von T-Zell-Reaktivitat mittels PBMCs von COVID-19- Patienten

Es wurden PBMCs von 22 nicht-beatmeten COVID-19-Patienten (”Non-ventilated”; 28 Proben) und von 12 beatmeten
COVID-19-Patienten (" Ventilated”’; 26 Proben) nur mit Medium, mit Anti-CD3 oder mit der Kombination Anti-CD3 und IL-
2 (20 ng/ml) fiir 24 Stunden angesetzt. Die Konzentrationen von GM-CSF wurden im Uberstand der Ansatze mittels ELISA
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gemessen. Jede Probe wird durch einen Punkt und der Durchschnittswert in blau (Medium), in rot (Anti-CD3) und in violett
(Anti-CD3 und IL-2) dargestellt.

Fir die Analyse wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. (* p<0,05; ** p<0,01;
**% n<0,001)

GM-CSF wird von T-Zellen gebildet und bewirkt die Ausreifung von Makrophagen und
Granulozyten aus dem Knochenmark. GM-CSF bedeutet Granulozyten/Makrophagen-
Kolonienstimulierender Faktor (55).

Der Vergleich der GM-CSF-Ausschittung der PBMCs wurde wie bereits in Abschnitt
3.5.2.1 IL-3 beschrieben nach Beatmungspflichtigkeit der Patienten in “nicht-beatmet” (Non-
ventilated) und “beatmet” (Ventilated) aufgeteilt. In jeder dieser Gruppen wurden die Werte
nach unstimuliert (nur Medium), nur mit Anti-CD3 stimuliert und mit der Kombination aus
Anti-CD3 und IL-2 stimuliert differenziert.

Dabei ergab sich, dass bei den Nicht-Beatmeten und bei den Beatmeten die Ausschuttung
in der Medium-Probe am niedrigsten war. Die Proben mit Anti-CD3 und der Kombination
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Anti-CD3 und 11-2 wiesen deutlich hohere Werte auf. Die starkste Ausschuttung wurde durch
die Stimulation mit Anti-CD3 und IL-2 hervorgerufen. Dieser Unterschied zur einfachen
Stimulation mit Anti-CD3 war bei den Nicht-Beatmeten signifikant und bei den beatmeten
Patienten besonders deutlich ausgepragt, vor allem da bei letzterem Personenkollektiv die
Stimulation mit Anti-CD3 allein nicht so starke Effekte bewirkte wie bei den Nicht-

Beatmeten.

3.5.2.3 IFN-y
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Abbildung 28 - Analyse von T-Zell-Reaktivitat mittels PBMCs von COVID-19- Patienten

Es wurden PBMCs von 22 nicht-beatmeten COVID-19-Patienten (”Non-ventilated”; 28 Proben) und von 12 beatmeten
COVID-19-Patienten (" Ventilated”’; 26 Proben) nur mit Medium, mit Anti-CD3 oder mit der Kombination Anti-CD3 und IL-
2 (20 ng/ml) fiir 24 Stunden angesetzt. Die Konzentrationen IFN-y wurden im Uberstand der Ansitze mittels ELISA
gemessen. Jede Probe wird durch einen Punkt und der Durchschnittswert in blau (Medium), in rot (Anti-CD3) und in violett
(Anti-CD3 und IL-2) dargestellt.

Fur die Analyse wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt. (* p<0,05; ** p<0,01;
**% n<0,001)

IFN-y wird von T-Zellen produziert und 0bernimmt eine bedeutende Position im
Immunsystem, indem es die Expression von MHC I1-Molekilen auf Zellen anregt, ein sehr
starker Makrophagen-Aktivator ist, naturliche Killerzellen in ihrer Aktivitat unterstutzt und
TH2-Zellen hemmt (55).

Auch bei IFN-y erfolgte die Darstellung der Ausschittung wie bei den bereits zuvor
beschriebenen Zytokinen IL-3 und GM-CSF aufgeteilt nach dem Status der Patienten in
“nicht-beatmet” (Non-ventilated) und “beatmet” (Ventilated). Zudem wurde sie wieder nach
nicht-stimuliert (nur Medium), nur mit Anti-CD3 stimuliert und mit der Kombination Anti-
CD3 und IL-2 stimuliert aufgetragen.
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Es zeigte sich dabei, dass sowohl bei den Nicht-Beatmeten als auch bei den Beatmeten
die Werte flr IFN-y bei fehlender Stimulation niedrig waren. Durch die Stimulation mit Anti-
CD3 allein konnten diese Werte gesteigert werden. Dabei war diese Steigerung bei den
Nicht-Beatmeten geringfligig stérker. Durch die Kombination Anti-CD3 und 1l-2 konnte der
grofite Anstieg an IFN-y erzielt werden. Dieser war bei den Nicht-Beatmeten signifikant
hoher als der Wert, der durch eine alleinige Stimulation mit Anti-CD3 erzielt wurde. Etwas
geringer ausgepragt war die Steigerung bei den Beatmeten, aber auch hier lag der Wert der

kombinierten Uber dem der alleinigen Stimulation.

3.6 Pradiktiver Score

Stimulated blood:

Right False Positive
positive (of 69
77 complete data sets of ventilated patients | (of 8 dead) | survived) |Sens.| Spe. [ NPV [ PPV
Weak upregulation of CD123 on Monos

+ weak upregulation of CD11b on Neutros

+ low Basophil count 6 0 75% 100% 94% 100%
Weak upregulation of CD11b on Neutros

+ low Basophil count 6 1 75% 99% 94% 93%
Weak upregulation of CD123 on Monos

+ weak upregulation of CD11b on Neutros 7 3 88% 96% 97% 83%

Weak upregulation of CD123 on Monos

+ low Basophil count 7 6 88% 92% 97% 71%
Weak upregulation of CD11b on Neutros 7 7 88% 90% 97% 67%
Weak upregulation of CD123 on Monos 8 15 100% 80% 100% 52%
Low Basophil count 7 32 88% 54% 95% 31%

Tabelle 18 - Pradiktiver Score fur den fatalen Verlauf mit Todesfolge bei beatmeten
COVID-19- Patienten

Drei Parameter wurden einzeln oder in Kombination eingesetzt, um fatale Verlaufe bei beatmeten COVID-19-Patienten
vorherzusagen. Ein Parameter war die absolute Anzahl an basophilen Granulozyten im frischen Vollblut. Eine Anzahl
<25/ul wurde als niedrige Anzahl gewertet (”Low Baso count”). Die anderen Parameter waren die Hochregulation von
CD123 auf CD14+-Monozyten und die Hochregulation von CD11b auf neutrophilen Granulozyten, die als Verhdltnis aus
Oberflachenmarkerexpression mit Anti-CD3-Stimulation und Oberflachenmarkerexpression ohne Stimulation ausgedriickt
wurden. Eine Hochregulation <130% wurde als schwache Hochregulation (”Weak upregulation”) festgelegt. Bei den
kombinierten Scores galt, dass alle einbezogenen Parameter erflllt sein mussten. Fur die drei Parameter wurden 77
Datensatze von 21 beatmeten COVID-19-Patienten einbezogen. 17 Patienten davon konnten von der Intensivstation
entlassen werden ("survived”; 69 Proben). 4 Patienten verstarben auf der Intensivstation (“dead”’; 8 Proben). Die Tabelle
zeigt die Anzahl an richtig und falsch positiven Ergebnissen, die Testsensitivitat (Sens.), die Testspezifitat (Spe.) und den

negativen (NPV) und den positiven pradiktiven Wert (PPV) fiur die Vorhersage des fatalen Verlaufs mit Todesfolge.

Der pradiktive Score wurde anhand von 77 Datensétzen von beatmeten Patienten erstellt,

deren Blutproben stimuliert worden waren. Die Stimulation und Auswertung dieser Proben
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wird in der Dissertation “Untersuchung der Expression von IL-3 und seinem Rezeptor bei
COVID-19-Patienten” meiner Laborpartnerin Christine Miiller dargelegt.

Analysierte Kriterien waren die niedrige Anzahl der basophilen Granulozyten (Low Baso
count/low Basophil count), die schwache Hochregulation von CD123 auf Monozyten (Weak
upregulation of CD123 on Monos) und die schwache Hochregulation von CD11b auf
neutrophilen Granulozyten (Weak upregulation of CD11b on Neutros). Bei der Erstellung des
Scores wurden die Parameter einzeln, als Zweierkombination oder alle drei zusammen
betrachtet.

Dabei zeigte sich, dass die Einzelwerte recht hohe negative pradiktive Werte (NPV) und
hohe Sensitivitaten aufwiesen, aber der positive pradiktive Wert (PPV) aufgrund des hohen
Anteils an falsch Positiven eher niedrig lag. Die Spezifitdt war bis auf den Wert der
basophilen Granulozyten ebenfalls hoch.

Bei der Kombination von zwei Parametern stieg der positive pradiktive Wert an, ebenso
in etwas geringerem Ausmal die Sensitivitat. Die anderen Parameter blieben im Vergleich zu
den Einzelwerten relativ unverandert.

Den hochsten positiv pradiktiven Wert (100%) mit einer Anzahl von null falsch Positiven
wies die Dreifachkombination aus niedriger Anzahl von basophilen Granulozyten, einer
schwachen Hochregulation von CD123 auf Monozyten und einer schwachen Hochregulation
von CD11b auf neutrophilen Granulozyten auf. Die Spezifitit dieser Kombination betrug
ebenfalls 100%. Der negative pradiktive Wert betrug 94% und die Sensitivitat dieses Scores
75%.
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4 Diskussion

Im Rahmen der Diskussion sollen die zuvor beschriebenen Ergebnisse interpretiert und
mithilfe aktueller Literatur (Stand: 18.05.2021) in den wissenschaftlichen Kontext
eingeordnet werden.

In den folgenden Abschnitten wird dabei auf die im Rahmen dieser Studie erkenntlich
gewordene T-Zell-Hyporeaktivitdt Bezug genommen. Der Nachweis dieser Hyporeaktivitét
erfolgte tber Stimulation der Blutproben mit Anti-CD3 und die Messung der Verdnderung
von Oberflachenrezeptoren auf Zellen, die den T-Zellen nachgeordnet sind, sowie der
Messung von ausgeschitteten Zytokinen und Chemokinen. Als T-Zell-Hyporeaktivitat wird
dabei eine Hochregulation <300% der Oberflaichenmarker CD123 auf Monozyten oder
CD11b auf neutrophilen Granulozyten als Ausdruck des Verhéltnisses zwischen der
Oberflachenmarkerexpression nach 24-stundiger Stimulation der Vollblutproben mit Anti-
CD3 und der Oberflachenmarkerexpression ohne Stimulation gewertet. Die genaue
Erlauterung, Prasentation und Diskussion dieser Ergebnisse wird in der Promotion
“Untersuchung der Expression von IL-3 und seinem Rezeptor bei COVID-19-Patienten”
meiner Laborpartnerin Christine Muller dargestellt und daher hier nicht weiter erlautert.

4.1 Patientendaten

Bei der Analyse der Patientendaten zeigte sich, dass der Anteil an ménnlichen Patienten
insgesamt und insbesondere in der Gruppe der beatmeten Patienten hoher als der Anteil der
weiblichen Patientinnen war.

Dies konnte darauf hinweisen, dass das mannliche Geschlecht als Risikofaktor fur
COVID-19 und dabei auch fiir schwere Verlaufe fungieren konnte.

Graselli et al. wiesen in ihrer Studie ebenfalls auf einen erhohten Anteil an ménnlichen
COVID-19-Patienten und deren erhohtes Risiko besonders im héheren Alter hin (66). Die
Annahme, dass Manner eine hohere Wahrscheinlichkeit fiir einen gravierenderen Verlauf
haben, wird auch durch Erkenntnisse mehrerer Metaanalysen gestitzt, die das méannliche
Geschlecht als Risikofaktor fur schwere Verlaufe und eine erhohte Mortalitat einschétzen
(67, 68).

Die Laborwerte der in dieser Studie untersuchten Patienten wiesen ebenfalls Unterschiede
zwischen den unterschiedlichen Verlaufsformen der Erkrankung auf. Im Vordergrund
standen dabei besonders Entziindungswerte (C-reaktives Protein (CRP), Interleukin-6 (IL-6))
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sowie Marker fir die Funktion von Leber und Muskulatur (Laktatdehydrogenase (LDH),
Bilirubin, Kreatinkinase (CK)) und die intravaskuldare Gerinnung (D-Dimer), die bei den
beatmeten Patienten erhoht waren.

Dies konnte ein Hinweis sein, dass Patienten mit schweren Verldufen tendenziell
ausgepragtere  Entziindungsreaktionen, Organschédigungen und Gerinnungsstérungen
aufweisen als Erkrankte mit einem milden Verlauf.

Unterstutzt wird diese Annahme durch die Daten von Metaanalysen zu Risikofaktoren
von COVID-19. Tian et al. zeigten in ihrer Metaanalyse, dass CRP, IL-6, LDH, Gesamt-
Bilirubin, CK und D-Dimer bei verstorbenen COVID-19-Patienten signifikant héher waren
als bei Uberlebenden (67). Auch Ou et al. wiesen in ihrer Arbeit auf eine erhohte

Laktatdehydrogenase und ein erhéhtes CRP bei Patienten mit schweren Verlaufen hin (69).

4.2 Viruspersistenz

Bei der Analyse der Viruspersistenz in unserer Studie zeigte sich, dass Patienten, bei
denen das Virus 15 Tage oder langer nachweisbar war, auch eine signifikant langere T-Zell-
Hyporeaktivitat aufwiesen. Diese langere Hyporeaktivitit war sowohl bei der
Kategorisierung nach der Hochregulation von CD123 auf Monozyten als auch bei der
Kategorisierung nach der Hochregulation von CD11b auf neutrophilen Granulozyten
nachweisbar.

Auch Wang et al. wiesen bei Patienten mit schweren Verlaufen tUberwiegend tber einen
langeren Zeitraum Virus-RNA nach als bei Patienten mit milderen Verlaufen (70).

SARS-CoV-2 konnte (ber eine Erzeugung von T-Zell-Hyporeaktivitét in das spezifische
Immunsystem der Erkrankten eingreifen. Dadurch lieRe sich auch die verlangerte
Virusreplikation erkléren, die wiederum zu den bereits im vorherigen Absatz (siehe Absatz
4.1. Patientendaten) angesprochenen, starker ausgepragten Entziindungen und

Organschadigungen fuhren konnte.

4.3 Immunphé&notypisierung

Bei der Analyse der Anzahl der T-Zellen zeigte sich, dass die CD4+-T-Zell-Anzahl sich
zwischen Gesunden, beatmeten und nicht-beatmeten Patienten nicht wesentlich unterschied.
Auch bei den CD8+-Zellen war die Anzahl dieses Zelltyps bei den Kontrollpersonen und den
beatmeten Erkrankten gleich. In dieser Kategorie wiesen nur die nicht-beatmeten Patienten
signifikant hohere CD8+-T-Zellzahlen auf. Bei beiden T-Zell-Typen hatten nur die
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Verstorbenen der beatmeten Gruppe eine signifikant niedrigere Anzahl am jeweiligen T-Zell-
Typ.

Auch in weiteren Studien konnten bei Personen mit schweren COVID-19-Verlaufen
insgesamt niedrigere T-Zellzahlen, insbesondere von CD8+-T-Zellen, nachgewiesen werden
(71-73).

Carissimo et al. konnten in ihrer Studie ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der
Anzahl von CD4+-T-Zellen zwischen Gesunden und Erkrankten nachweisen. Zudem zeigte
sich bei ihnen ein genereller Abfall der CD8+-T-Zell-Anzahl bei Erkrankten im Vergleich zu
Gesunden (74). Moglicherweise kommt dieser Unterschied zu unseren Ergebnissen dadurch
zustande, dass die Einteilung der Patienten und die Definition des Schweregrades der
Erkrankung anhand unterschiedlicher Kriterien gewahlt wurde, sodass gewisse Details nur
bedingt vergleichbar sind.

Sattler et al. zeigten, dass Patienten, die wahrend der Studie verstarben, mit einer
groleren Haufigkeit T-Zellen besalien, die sich nicht stimulieren lieBen. Zudem zeigte sich in
ihrer Untersuchung, dass Patienten auf der Intensivstation im Vergleich zu genesenen
Patienten und zu Patienten, die nicht intensivpflichtig waren, eine hohere Anzahl an antigen-
spezifischen T-Zellen aufwiesen (75).

Diese Daten sprechen gegen die Annahme, dass eine Hyporeaktivitat der T-Zellen allein
durch eine verringerte Anzahl dieser Zellen hervorgerufen wird. Ein weiteres Argument fur
diese These ist, dass auch beatmete Patienten in unserer Studie Zeichen einer T-Zell-
Hyporeaktivitat aufwiesen, aber ahnliche T-Zellzahlen wie gesunde Kontrollpersonen hatten.

Diese verminderte Aktivitat von T-Zellen bei COVID-19-Patienten konnte allerdings
nicht in allen Studien nachgewiesen werden.

So legten Peng et al. in ihrer Studie dar, dass COVID-19-Erkrankte mit schwerem
Verlauf stérker ausgepragte T-Zell-Antworten aufwiesen im Vergleich zu weniger schwer
Erkrankten (76). Dieser Unterschied konnte mdoglicherweise durch die Verwendung von
PBMCs bei Peng et al. (76) im Vergleich zu Vollblut bei unserer Studie (siehe auch
Abschnitt 4.5 PBMCs) sowie der unterschiedlichen Definition der T-Zell-Reaktivitat erklart

werden.

Die Anzahl der plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) nahm im untersuchten
Patientenkollektiv von den gesunden Kontrollpersonen ausgehend Uber die nicht-beatmeten

bis zu den beatmeten Patienten hin immer weiter signifikant ab. Innerhalb der beatmeten
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Patienten lieR sich allerdings zwischen den Uberlebenden und den Verstorbenen kein
signifikanter Unterschied in der Anzahl der pDCs nachweisen.

Auch Carissimo et al. konnten diesen Abfall der plasmazytoiden dendritischen Zellen mit
steigender Krankheitsschwere nachweisen (74).

Die Abnahme der pDCs liele sich einerseits Uber eine mdoglicherweise verstérkte
Migration aus dem Blut in die angrenzenden Gewebe erklaren.

Eine andere mogliche Erklarung ist hingegen, die verminderte Anzahl der pDCs als
Ausdruck der T-Zell-Hyporeaktivitdt zu sehen. IL-3 und GM-CSF gelten als wichtige
schutzende und aktivierende Faktoren von pDCs (77). Diese Faktoren werden wiederum von
T-Zellen ausgeschittet (55). Bei einer Hyporeaktivitat der T-Zellen wiirden weniger IL-3 und
GM-CSF ausgeschuttet werden und somit waren die pDCs weniger geschiitzt. Infolgedessen

wirde ihre Anzahl abnehmen.

Bei den basophilen Granulozyten zeigte sich kein signifikanter Unterschied bezliglich der
Anzahl zwischen den Kontrollpersonen, den nicht-beatmeten und den beatmeten Patienten,
aber innerhalb der Gruppe der Beatmeten wiesen die Verstorbenen eine signifikant niedrigere
Menge an basophilen Granulozyten auf.

Ein Erklarungsansatz fur die verringerte Anzahl an basophilen Granulozyten bei
verstorbenen, beatmeten COVID-19-Patienten konnte, ahnlich wie bei den pDCs, eine
verstarkte Migration aus dem Blut in das Gewebe sein.

Allerdings gilt auch hier, dass die verringerte Anzahl von basophilen Granulozyten ein
Hinweis auf eine Hyporeaktivitit der T-Zellen sein kann. Ahnlich wie bei den pDCs gilt I1L-3
als schitzender Faktor der basophilen Granulozyten (78). Zudem steigert IL-3 die
Proliferation von basophilen Granulozyten (79). Wie bereits bei den pDCs beschrieben,
schitten T-Zellen IL-3 aus (55). Somit lieRBe sich auch hier folgern, dass eine verringerte
Ausschiittung von IL-3 durch hyporeaktive T-Zellen zu einem verringerten Uberleben sowie
einer verminderten Proliferation der basophilen Granulozyten und dadurch zu der

beobachteten, verringerten Anzahl bei den verstorbenen Beatmeten fuihren konnte.
Die neutrophilen Granulozyten waren bei den Beatmeten und in dieser Gruppe

insbesondere bei den Verstorbenen signifikant erhéht. Diese erhthte Anzahl an neutrophilen

Granulozyten bei schweren Verldufen konnte auch durch Liu et al. gezeigt werden (72).
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Des Weiteren zeigte sich bei unseren Daten eine Abstufung in der Expression des
Oberflachenmarkers CD11b. So wiesen Erkrankte insgesamt eine hohere Expression als
gesunde Kontrollpersonen auf. Innerhalb der Gruppe der Erkrankten war eine weitere
Abstufung zu erkennen: Nicht-Beatmete exprimierten mehr CD11b als Beatmete und
uberlebende Beatmete mehr als verstorbene Beatmete.

Carissimo et al. zeigten in ihrer Studie, dass die Anzahl der neutrophilen Granulozyten
nur bei einzelnen Erkrankten erh6ht war. Zudem zeigten sie, dass bei akut Erkrankten CD11b
auf neutrophilen Granulozyten verstarkt exprimiert wurde (74). Diese Abweichungen zu
unseren Ergebnissen konnten sich, ahnlich wie bereits bei den T-Zellen, dadurch erklaren
lassen, dass Carissimo et al. bei der Betrachtung dieses Zelltyps eine andere Einteilung des
Schweregrades der Erkrankung gewahlt haben. Dadurch lassen sich einige Details nicht exakt
miteinander vergleichen. So wurden bei Carissimo et al. die Patienten bei der Analyse der
Anzahl der neutrophilen Granulozyten anhand der Kriterien Pneumonie, Hypoxie und
Intensivpflichtigkeit eingeteilt und bei der Analyse der Expression von CD11b erfolgte die
Differenzierung in gesunde und akut erkrankte Personen (74). Dahingegen war bei unserer
Studie die Beatmung das entscheidende Kriterium.

CD11b spielt bei den Funktionen der neutrophilen Granulozyten, wie der Adhéasion, der
Chemotaxis oder der Auswanderung aus dem GefaRsystem, eine wichtige Rolle (52). Eine
vermehrte Expression dieses Oberflaichenmarkers wiirde somit fur eine verstarkte
Aktivierung der neutrophilen Granulozyten bei COVID-19-Erkrankten sprechen. Die
verminderte Expression von CD11b auf neutrophilen Granulozyten bei schweren Verlaufen
wére somit ein Hinweis auf eine verminderte Aktivierung dieses Zelltyps. Da neutrophile
Granulozyten auch von T-Zellen aktiviert werden (55), kdnnte diese verminderte Expression
durch hyporeaktive T-Zellen zustande kommen und die verringerte CD11b-Expression somit

einen moglichen Marker fur die T-Zell-Hyporeaktivitat darstellen.

Bei den Monozyten zeigte sich, dass die Anzahl der CD14+-Monozyten im Vergleich
zwischen gesunden Kontrollpersonen, nicht-beatmeten und beatmeten Erkrankten keine
signifikanten Unterschiede aufwies. Im Gegensatz dazu war die Anzahl der CD16+-
Monozyten im Vergleich zwischen Gesunden und Erkrankten bei den Erkrankten unabhéngig
von der Krankheitsschwere vermindert.

Eine Abnahme der Monozyten-Anzahl bei Patienten mit erhohtem Krankheitsgrad wurde

durch Carissimo et al. beschrieben (74). Liu et al. konnten bei ihrem Datensatz keine
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signifikanten Unterschiede in der Monozyten-Anzahl im Vergleich zwischen milden und
schweren Krankheitsverlaufen erkennen (72). Da bei dieser Studie allerdings keine
Differenzierung in CD14+- und CD16+-Monozyten und kein Vergleich mit einer gesunden
Kontrollpopulation erfolgte, ist es moglich, dass der von uns beschriebene Abfall von
CD16+-Monozyten bei Erkrankten im Vergleich zu Gesunden nicht erfasst worden ist.

Eine mdgliche Erklarung fur die verringerte Anzahl der CD16+-Monozyten in den
Blutproben der Erkrankten im Vergleich zu den Gesunden waére die verstarkte Migration
dieses Zelltyps in das Gewebe.

Bei der Analyse der Expression des Oberflachenmarkers CD169 auf den beiden
Monozytensubtypen ergab sich, dass bei den CD14+-Monozyten die Expression bei den
nicht-beatmeten Erkrankten sowohl im Vergleich zu den Gesunden als auch im Vergleich zu
den beatmeten Erkrankten signifikant erhoht war. Bei den CD16+-Monozyten zeigte sich
diese signifikante Erhéhung ebenfalls bei den nicht-beatmeten Patienten im Vergleich zu den
gesunden Kontrollpersonen und eine, wenn auch nicht signifikante, Abnahme hin zu den
Beatmeten.

Carissimo et al. untersuchten ebenfalls die Expression von CD169 auf Monozyten und
zeigten, dass bei Patienten auf der Intensivstation die Expression vermindert war, auch wenn
dieses Ergebnis nicht signifikant war (74).

CD169 wird auch als Siglec-1 bezeichnet und ist bedeutsam flr die Interaktion der
Monozyten untereinander und mit dem Gewebe sowie mdoglicherweise flr die Phagozytose
(52). Siglec-1 ist eines der am stéarksten durch das Typ-I-Interferon-System regulierten Gene
(64). Eine verminderte Expression von CD169 auf Monozyten von beatmeten Patienten im
Vergleich zu den Nicht-Beatmeten weist somit auf eine eingeschrénkte Produktion von Typ-
I-Interferonen bei diesem Patientenkollektiv hin. Diese Hypothese wird durch die von
Hadjadj et al. beschriebene, eingeschrankte Typ-I-Interferon-Aktivitat bei schwer erkrankten
COVID-19-Patienten gestiitzt (80).

4.4 Vollblutstimulation

Die Vollblutstimulation von Lithium-Heparin-Blut eines gesunden Spenders diente als
Basis fur die in der Studie durchgefiihrte Stimulation der PBMCs (peripheral blood
mononuclear cells) sowie der Stimulation der Patienten-Vollblutproben, wobei letzteres

durch meine Laborpartnerin Christine Muller durchgefiihrt wurde.
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Basophile Granulozyten zeigten eine besonders ausgepragte Herunterregulation des
Oberflachenrezeptors CD131 durch IL-3.

Auch bei den pDCs (plasmazytoide dendritische Zellen) wurde die Verénderung der
Expression von CD131 untersucht. Dieser Oberflachenmarker wurde besonders ausgepréagt
durch IL-3 und GM-CSF herunterreguliert.

CD131 ist als Schltsselmolekil der Signalweiterleitung Bestandteil der I1L-3-, IL-5- und
GM-CSF-Rezeptoren (52). Da vor allem IL-3, aber auch die anderen Zytokine, von T-Zellen
ausgeschttet werden (55), kann die Veranderung der Expression von CD131 auf basophilen
Granulozyten und pDCs als Marker der T-Zell-Aktivitat gewertet werden.

CD14+-Monozyten und neutrophile Granulozyten reagierten auf zahlreiche Zytokine mit
einer Hochregulation der Oberflachenmarker CD123 (Monozyten) beziehungsweise CD11b
(neutrophile Granulozyten).

CD123 ist ein mit geringer Affinitat bindender Bestandteil des IL-3-Rezeptors und
CD11b spielt eine wichtige Rolle bei der Funktion von neutrophilen Granulozyten (52). Die
Zytokine, die die Hochregulation dieser Oberflachenmarker bewirkten, umfassten
beispielsweise GM-CSF, TNF-a, IL-2 und IFN-y neben einigen anderen Botenstoffen und
werden zu groRen Teilen von T-Zellen ausgeschittet (55). Somit integrieren Monozyten und
neutrophile Granulozyten mehrere von T-Zellen ausgehende Signale. Daher lasst sich auch
bei diesen beiden Zelltypen die Veranderung der Expression der Oberflachenmarker mit der
Reaktivitat der T-Zellen in Verbindung setzen.

Die Erkenntnisse aus diesem Vorversuch ermdéglichten es, die in der Studie gesammelten
Expressionsmuster von Oberflachenrezeptoren auf verschiedenen Zelltypen zu interpretieren

und in einen Zusammenhang mit einer moglichen T-Zell-Hyporeaktivitat setzen zu kdnnen.

45 PBMCs

Bei der Analyse der Hochregulation bestimmter Oberflachenrezeptoren der verschiedenen
Zellgruppen vor und nach Stimulation der PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) mit
Anti-CD3 zeigten sich nur bei den T-Zellen, nicht aber bei den basophilen Granulozyten und
den Monozyten, signifikante Unterschiede. Sowohl bei den CD4+- als auch bei den CD8+-T-
Zellen entwickelten die Verstorbenen der beatmeten Gruppe nach Stimulation der Zellen mit
Anti-CD3 eine deutlich geringer ausgepréagte Hochregulation des Oberflachenmarkers CD25
im Vergleich zu den Nicht-Beatmeten und den uberlebenden Beatmeten.
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Wie bereits erwéhnt (siehe auch 3.5.1.3 T-Zellen), ist CD25 ein Oberflachenmarker, der
auf T-Zellen vor allem nach deren Aktivierung verstarkt exprimiert wird (52).

Die verringerte Fahigkeit der CD4+-T-Zellen und CD8+-T-Zellen der verstorbenen
Beatmeten nach der Stimulation mit Anti-CD3 CD25 zu exprimieren ist somit ein Hinweis

auf eine mogliche Hyporeaktivitat der T-Zellen bei Patienten mit fatalem Outcome.

Zusétzlich zur Untersuchung der Hochregulation der Oberflachenrezeptoren wurde die
Ausschittung der Zytokine IL-3, GM-CSF und IFN-y nach Stimulation der PBMCs mit Anti-
CD3 allein oder mit der Kombination aus Anti-CD3 und IL-2 untersucht und mit einem
Ansatz, der nur mit Medium versetzt war, verglichen. IL-3, GM-CSF und IFN-y sind drei
Zytokine, die von T-Zellen gebildet werden (55). Dabei zeigte sich, dass durch die
Kombination IL-2 und Anti-CD3 eine signifikant stirkere Ausschittung von GM-CSF und
IFN-y erreicht wurde.

Die hoheren Ausschittungsraten von GM-CSF und IFN-y durch die kombinierte
Stimulation im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Anti-CD3 sowohl bei den nicht-
beatmeten als auch bei den beatmeten Patienten weisen auf die Mdglichkeit hin, dass IL-2 in
der Lage sein konnte, die T-Zell-Hyporeaktivitat bei schwer kranken Patienten zumindest
teilweise aufzuheben.

Auch eine Studie von Zhu et al. weist auf positive Effekte von rekombinantem IL-2 bei
schweren Verldufen von COVID-19-Erkrankten hin. Dazu zahlen der Anstieg der
Lymphozytenzahl und das Absinken des CRPs (C-reaktives Protein), auch wenn letzteres

nicht signifikant war (81).

Allerdings sind unseren Erkenntnissen nach PBMCs Vollblutstimulationen unterlegen.
Dies liegt zum einen daran, dass bei PBMCs nicht alle Leukozytensubpopulationen enthalten
sind. So fehlen etwa die neutrophilen Granulozyten und die Anzahl der pDCs (plasmazytoide
dendritische Zellen) war verringert. Zum anderen ist die Reaktivitat der Monozyten und
basophilen Granulozyten im Vergleich zur Vollblutstimulation verringert (siehe auch die
Ergebnisse der Vollblutstimulation in der Promotion “Untersuchung der Expression von IL-3
und seinem Rezeptor bei COVID-19-Patienten” meiner Laborpartnerin Christine Miiller).

Die fehlenden neutrophilen Granulozyten und die verringerte Anzahl an pDCs kdnnten

sich durch den Verlust bei der Aufbereitung der PBMCs erkldaren lassen. Ein weiterer
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Erklarungsansatz ist die von Hodge et al. untersuchte erhdhte Apoptoserate der Zellen bei
PBMCs im Vergleich zu Vollblutproben (82).

AuRerdem wurde von Appay et al. gezeigt, dass es bei PBMCs im Vergleich zu
Vollblutstimulationen zu einer Beeinflussung von Subpopulationen, insbesondere bei CD8+-
T-Zellen, kommen kann (83). Auch dieser Effekt konnte die aus PBMCs erlangten

Ergebnisse verfélschen.

Trotz dieser Einschrankungen unterstiitzen die durch die PBMCs erlangten Ergebnisse die
Theorie der T-Zell-Hyporeaktivitat und erlauben weitere Denk- und Forschungsansétze. So
sollte die partielle Reversibilitat der T-Zell-Hyporeaktivitat durch IL-2 durch weitere Studien,
idealerweise auch mit Vollblut, untersucht werden, da dies einen moglichen therapeutischen
Ansatz darstellen konnte.

4.6 Die Bedeutung des pradiktiven Scores

Der pradiktive Score setzt sich zusammen aus einer geringen Anzahl von basophilen
Granulozyten, einer schwachen Hochregulation von CD123 auf Monozyten und einer
schwachen Hochregulation von CD11b auf neutrophilen Granulozyten. Er hat den héchsten
positiven pradiktiven Wert, wenn alle drei Werte als Kombination berlicksichtigt werden.

Die schwachen Hochregulationen spiegeln dabei die T-Zell-Hyporeaktivitat wider.
Allerdings kdnnen die Werte von Monozyten und neutrophilen Granulozyten nicht
gegeneinander ausgetauscht werden, da diese beiden Zelltypen unterschiedlich von den T-

Zellen aktiviert werden (55).

Im Verlauf der Pandemie sind zahlreiche Scores entwickelt worden, die eine VVorhersage
des Krankheitsverlaufs und damit dem medizinischen Personal eine bessere
Entscheidungsgrundlage ermdglichen sollten. Dabei wurden unterschiedliche Parameter
analysiert. Dazu gehorten Auffélligkeiten in radiologischen Aufnahmen des Thorax,
Laborwerte, demographische Daten und Symptome der Erkrankten, von denen jeweils

unterschiedlich viele in den jeweiligen Score miteinbezogen wurden (84-86).

Die Vorteile unseres prédiktiven Scores sind die geringe Anzahl und die
Untersucherunabhangigkeit der Parameter. Vermutlich liele sich durch eine héhere Anzahl

an eingeschlossenen Parametern eine differenziertere Kategorisierung ermoglichen.
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Allerdings sind die Mdglichkeiten isolierte Patienten zu untersuchen oft eingeschrénkt oder
in kleineren Kliniken fehlen die Ressourcen dafiir. Auch ist es fraglich, ob in
Entscheidungssituationen eine grof’e Anzahl an Werten rechtzeitig ermittelt werden kann.
Blutabnahmen lieRen sich dagegen unkompliziert durchfiihren. Basophile Granulozyten
werden bereits standardmdRig bestimmt und da die Hochregulationen der
Oberflachenmarkerexpressionen nicht als absolute, sondern als relative Verénderungen
gewertet werden, wurden auch fur diesen Schritt keine standardisierten Werte benétigt. Da
diese Untersuchungen mittlerweile auch maschinell méglich sind, wirde das Risiko fur eine
Beeinflussung durch verschiedene Untersucher, wie das beispielsweise bei der Bewertung

von Rontgenaufnahmen der Fall ist, verringert.

Allerdings muss einschrankend angemerkt werden, dass unser Score auf der Basis relativ
geringer Patientenzahlen ermittelt wurde und somit in weiteren Studien mit hoheren
Patientenzahlen bestatigt werden miusste, bevor er im klinischen Alltag eingesetzt werden
konnte.

Da er (ber die eingeschrankte Hochregulation der Oberflachenrezeptoren auf
neutrophilen Granulozyten und Monozyten auch auf die T-Zell-Hyporeaktivitat hinweist,
waére es Uber unseren Score auch maoglich, Patienten zu identifizieren, die von Therapien

gegen diese Hyporeaktivitét profitieren konnten.

4.7 Bedeutung der Monozyten

Der Schwerpunkt dieser Doktorarbeit soll auf der Rolle der Monozyten und ihrer
Subpopulationen liegen. Daher werden im Folgenden die in dieser Arbeit erlangten
Erkenntnisse zu den Monozyten in den wissenschaftlichen Kontext eingeordnet und ihre

Bedeutung durch einen vergleichenden Uberblick mit anderen Erkrankungen herausgestellt.

Um die Bedeutung der Monozyten-Subpopulationen (CD14+-Monozyten und CD16+-
Monozyten) zu erfassen, wurde ihre Anzahl und ihre Expression des Oberflachenmarkers
CD169 durch Immunphéanotypisierung in der Durchflusszytometrie bestimmt. Da CD169 ein
Oberflachenmarker der Monozyten/Makrophagen ist, der bei zahlreichen Funktionen und
Aktionen dieses Zelltyps involviert ist (52), und stark durch das Typ-I-Interferon-System
reguliert wird (64), kann er als Aktivierungsmarker fir diese Zellen und als Kennzeichen fir
die Typ-I-Interferon-Produktion des Erkrankten gewertet werden. Typ-I-Interferone (IFN-o
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und IFN-B) werden unter anderem von Leukozyten und Fibroblasten produziert, sind somit
Zytokine der angeborenen Immunabwehr und initiieren antivirale Reaktionen und stimulieren
NK-Zellen (54, 55).

Bei der Analyse der Zellzahlen zeigte sich, dass sich Anzahl der CD14+-Monozyten nicht
wesentlich zwischen Gesunden, nicht-beatmeten und beatmeten Erkrankten unterschied.
Dahingegen war bei den CD16+-Monozyten die Anzahl bei den Erkrankten, unabhangig ob
beatmet oder nicht, signifikant verringert. Dies konnte durch eine verstarkte Migration dieses
Zelltyps aus der Blutbahn in das Gewebe verursacht werden.

Bei der Expression von CD169 zeigte sich, dass bei beiden Monozytensubtypen die
Expression bei Erkrankten grundsatzlich erhoht war. Allerdings ergab sich bei den CD14+-
Monozyten eine signifikant niedrigere Expression von CD169 bei den Beatmeten, was fir
eine eingeschrankte Produktion von Typ-I-Interferonen in diesem Patientenkollektiv und eine
dadurch verminderte Regulation dieses Oberflaichenmarkers spricht. Bei den CD16+-
Monozyten existierte eine &hnliche, allerdings nicht signifikante Tendenz. Insgesamt zeigte
sich also bei beiden Monozytensubpopulationen eine verstarkte Aktivierung durch die
Erkrankung, auch wenn diese bei schwereren Verl&ufen teilweise eingeschrankt war.

Zusammenfassend bedeutet das fur die Monozytensubpopulationen, dass sowohl CD14+-
Monozyten als auch CD16+-Monozyten durch COVID-19 aktiviert werden und
maoglicherweise den CD16+-Monozyten durch eine wahrscheinlich verstarkte Auswanderung
in das Gewebe eine besondere Rolle bei den dort lokalisierten Entziindungsprozessen

zukommt.

Im Rahmen der Promotion “Untersuchung der Expression von IL-3 und seinem Rezeptor
bei COVID-19-Patienten” meiner Laborpartnerin Christine Muller wurden die Blutproben
mit Anti-CD3 stimuliert. Dabei wurde fur die Monozyten die Veranderung der Expression
des Oberflachenmarkers CD123 untersucht. CD123 ist ein mit geringer Affinitat bindender
Teil des IL-3-Rezeptors (52). Wie bereits in Abschnitt 4.4 Vollblutstimulation dargestellt,
reagieren Monozyten auf zahlreiche Signale und Botenstoffe, wie beispielsweise GM-CSF,
IL-2, IFN-y und TNF-a, die von T-Zellen ausgeschuttet werden, mit der Hochregulation
dieses Rezeptors (55). Bei beatmeten Patienten, die in Folge der Erkrankung verstarben, war
die Hochregulation von CD123 auf Monozyten nach Stimulation mit Anti-CD3 im Vergleich
zu den beatmeten, Uberlebenden Patienten beinahe nicht vorhanden. Zudem zeigte die

Gruppe der Beatmeten insgesamt eine eingeschréankte Hochregulation von CD123. Dies
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spricht fur eine eingeschrankte Aktivierung der Monozyten durch hyporeaktive T-Zellen.
Somit kénnen Monozyten und ihre Oberflaichenmarkerexpression als Kennzeichen fiir einen
schweren Verlauf herangezogen werden.

Eine besonders starke Hochregulation von CD123 auf Monozyten konnte bei gesunden
und nicht-beatmeten Ménnern beobachtet werden. Dies weist auf eine besonders ausgepragte

Verbindung zwischen T-Zellen und Monozyten beim mannlichen Geschlecht hin.

Die Literatur zur Rolle von Monozyten bei COVID-19 stutzt die Annahme, dass
Monozyten/Makrophagen wesentlich in das Krankheitsgeschehen eingreifen.

Zhou et al. wiesen in Blutproben eine Abnahme von Monozyten bei Erkrankten im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen nach. Des Weiteren zeigten sie, dass der
Monozytensubtyp CD14+CD16+, der selten bei Proben von gesunden Kontrollen vorkam,
bei schwer Erkrankten stark vermehrt auftrat und zudem zur Hyperinflammation tber die
Produktion von Zytokinen beitrug (87).

Giamarellos-Bourboulis et al. wiesen auf den Zusammenhang zwischen der Abnahme
von HLA-DR auf CD14-Monozyten und dem Auftreten von schwerem respiratorischen
Atemversagen im Rahmen einer Immundysregulation bei COVID-19 hin (88).

Weitere Studien zeigten, dass in der Lunge vermehrt aktivierte Makrophagen in einem
proinflammatorischen Milieu auftraten, die auch aus den Blutmonozyten rekrutiert worden
waren (89, 90). Diese Ergebnisse stltzen unsere These, dass die Abnahme der CD16+-

Monozyten mit einer Migration aus dem Blut in das Gewebe zu erkléren ist.

Monozyten und ihre Subpopulationen wurden bereits bei anderen Erkrankungen als
wichtige Faktoren im Krankheitsgeschehen beschrieben. Daher sollen zur besseren
Einordnung der Bedeutung der Monozyten bei COVID-19 einige Beispiele aufgezeigt
werden.

Eine Erkrankung, bei der Monozyten sowohl pro- als auch anti-inflammatorische
Reaktionen beeinflussen, ist die Multiple Sklerose. Nach Gjelstrup et al. kommt es bei dieser
Erkrankung zu einer Verschiebung der Monozytensubpopulationen weg von den klassischen
Monozyten hin zu den nicht-klassischen CD16+-Monozyten (91).

Bei rheumatoider Arthritis und systemischen Lupus erythematodes wird den Monozyten

eine wichtige Rolle beim Fortschreiten der jeweiligen Erkrankung zugeschrieben (92).
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Auch bei Krebserkrankungen wurde die Rolle von Monozyten untersucht. Sie kdnnen
sowohl Funktionen bernehmen, die gegen den Tumor gerichtet sind, als auch Funktionen,
die tumorfoérdernd wirken (93).

Bei Tuberkulose werden den unterschiedlichen Monozytensubpopulationen in einer
Studie von Balboa et al. jeweils unterschiedliche F&higkeiten zur Bekampfung des
Mycobacteriums tuberculosis zugeordnet, bei der die CD16- -Monozyten zur antibakteriellen
Immunantwort beitragen, wéhrend CD16+ -Monozyten ein Umfeld schaffen, in dem die
Bakterien besser tberleben (94).

Somit fungieren Monozyten bei zahlreichen Erkrankungen als Schaltstiick zwischen

Krankheitsprogress und Krankheitsbekdmpfung.

Zusammenfassend weisen damit sowohl die in der Literatur beschriebenen als auch
unsere eigenen Ergebnisse auf eine bedeutende Position der Monozyten und ihrer
Subpopulationen bei Krankheiten allgemein und bei COVID-19 im Speziellen hin.

Waéhrend die Aktivierung von Monozyten durch T-Zellen bei schweren Verlaufen
eingeschrankt war, stieg die Expression von CD169 als Aktivierungsmarker des angeborenen
Immunsystems bei Erkrankten an. Obwohl dieser Marker bei den CD14+-Monozyten der
Beatmeten im Vergleich zu den Nicht-Beatmeten abnahm, war er dennoch gegeniber den
Werten der gesunden Kontrollpersonen erhéht. Dies erlaubt die Vermutung, dass bei
schweren Verldufen zum einen eine Hyporeaktivitat der T-Zellen auftritt, die, wie bereits in
Abschnitt 4.2 Viruspersistenz dargestellt, mit einer langeren Viruspersistenz korreliert. Zum
anderen lasst sich die Hypothese aufstellen, dass die Monozyten in dieser Situation der
verlangerten Viruspersistenz starker durch Komponenten des angeborenen Immunsystems
aktiviert werden. Diese verstarkte Aktivierung koénnte zur Hyperinflammation und zu den
Schadigungen im Gewebe fuihren. Auch die Abnahme der Anzahl von CD16+-Monozyten im
Blut und die daraus gefolgerte, verstarkte Migration dieses Zelltyps in die umliegenden
Gewebe, sprechen fiir die Bedeutung der Monozyten bei den pathologischen Vorgéngen bei
COVID-19. Diese Theorien sollten durch weitere Studien bestatigt und weiter differenziert
werden. So misste die Rolle der einzelnen Monozytensubpopulationen, insbesondere von
CD16+-Monozyten als aktivierte, auswandernde Zellen, sowie die Verbindung zwischen T-
Zellen und Monozyten genauer erforscht werden. Hinsichtlich moglicher Therapieansétze
waére dabei vor allem die unterschiedlich stark ausgepragte Verbindung zwischen T-Zellen

und Monozyten bei den verschiedenen Geschlechtern von Interesse.
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Dennoch erlauben diese Uberlegungen bereits einen Ausblick auf zwei denkbare
Ansatzpunkte fur Therapiemdglichkeiten. Der erste wére die Aufhebung oder Abmilderung
der T-Zell-Hyporeaktivitat und der zweite Ansatz wirde die Suppression der Aktivierung der
Monozyten durch Komponenten des angeborenen Immunsystems beinhalten. Dadurch ware
es moglich, die Gewebeschadigungen durch hyperinflammatorische Vorgénge bei schwer

erkrankten COVID-19-Patienten zu reduzieren.
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5 Zusammenfassung
Seit Anfang des Jahres 2020 beeinflusst SARS-CoV-2 und die durch dieses Virus
ausgeloste Erkrankung COVID-19 das Weltgeschehen durch zahlreiche Erkrankungs- und

Todesfalle.

Ziel dieser Dissertation war es, die Aktivierung von Monozytensubpopulationen bei
Patienten mit dieser Erkrankung zu untersuchen. Dabei sollte ein Zusammenhang zwischen
Krankheitsschwere und  Aktivierungsgrad der jeweiligen Monozytensubpopulation
herausgearbeitet werden. Zusétzlich erfolgte die Analyse weiterer Zelltypen, wie den
plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs), den basophilen und neutrophilen Granulozyten
sowie den CD4+- und CD8+-T-Zellen, um die Rolle der Monozyten in der Immunantwort

auf das Krankheitsgeschehen besser nachvollziehen zu kdnnen.

Dafiir wurden Lithium-Heparin-Vollblutproben von insgesamt 55 COVID-19-Patienten
und 42 gesunden Kontrollpersonen mit drei verschiedenen Antikérper-Mastermixen
angefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die auf diese Weise untersuchten Zelltypen
waren plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs), basophile Granulozyten, CD4+-T-Zellen,
CD8+-T-Zellen, neutrophile Granulozyten (CD11b), CD14+-Monozyten (CD169) und
CD16+-Monozyten (CD169) sowie die bei den letzten drei Zelltypen in Klammern
angegebenen Oberflachenmarker. Diese Marker dienten als Kennzeichen fur den
Aktivierungsgrad des jeweiligen Zelltyps.

Zusétzlich wurden die Vollblutproben mit Stimulanzien versetzt. Nach 24 Stunden
Inkubationszeit wurde ihre Zytokinausschuttung sowie die Regulation spezifischer
Oberflachenrezeptoren der einzelnen Zelltypen gemessen. Dies wurde im Rahmen der
Promotion “Untersuchung der Expression von IL-3 und seinem Rezeptor bei COVID-19-
Patienten” meiner Laborpartnerin Christine Miiller durchgefiihrt und wird daher in ihrer
Promotion dargestellt.

Ein Vorversuch legte die Basis fir diese Vollblutstimulationen und die Stimulationen der
aus einigen Patientenproben aufbereiteten PBMCs (peripheral blood mononuclear cells),
indem er die Regulationsfahigkeit der Oberflachenrezeptoren der verschiedenen Zelltypen
auf unterschiedliche Zytokinstimulationen untersuchte.

Die PBMCs wurden zunéchst aufgetaut, aufbereitet und auf eine vergleichbare
Zellkonzentration eingestellt. Damit die Ausschiittung verschiedener Zytokine durch die

PBMCs analysiert werden konnte, wurden die Proben jeweils mit verschiedenen
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Stimulanzien (unter anderem Anti-CD3 und Anti-CD3 + IL-2) sowie Medium versetzt und
23,5 Stunden inkubiert. Danach wurde der Uberstand abgenommen und mittels ELISA auf
die Zytokine IL-3, GM-CSF und IFN-y untersucht. Die verbliebenen Zellen wurden mit
fluoreszierenden Antikorpern angefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.

Die Erkrankten wurden in verschiedene Schweregrade eingeteilt: nicht-beatmet, beatmet -

Uberlebend und beatmet - verstorben.

Bei der Analyse der Patientendaten zeigte sich, dass die beatmeten Patienten erhohte
Entziindungszeichen aufwiesen. Zugleich lieBen sich in der Immunphanotypisierung bei
schweren Verlaufen deutlich weniger pDCs, basophile Granulozyten und CD16+-Monozyten
in den Blutproben nachweisen, wéhrend bei den CD14+-Monozyten kein Unterschied zu
finden und die Anzahl der neutrophilen Granulozyten erhoht war. Die niedrigere Anzahl der
erwédhnten Zelltypen lieBe sich durch eine verstarkte Migration dieser in das erkrankte
Gewebe erkléren.

Bei der Analyse der Oberflichenmarker CD11b auf neutrophilen Granulozyten und
CD169 auf Monozyten, die fir ihren jeweiligen Zelltyp als Aktivierungsmarker fungierten,
zeigte sich, dass die Expression von CD11b bei Erkrankten insgesamt erhoht war, aber
innerhalb dieser Gruppe mit zunehmender Krankheitsschwere stetig abnahm. Die
grundsatzlich stérkere Expression von CD11b spricht fur eine starkere Aktivierung der
neutrophilen Granulozyten, die aber mit zunehmender Schwere der Erkrankung abnimmt.
Dies kdnnte mdglicherweise mit einer schwécheren Stimulation durch hyporeaktive T-Zellen
zu  erklaren  sein.  Der  Oberflichenmarker =~ CD169 wurde bei  beiden
Monozytensubpopulationen bei den Erkrankten ausgeprégter exprimiert, was flr eine
Aktivierung dieser Zellen spricht. Die Expression nahm aber bei den CD14+-Monozyten zu
den Beatmeten hin signifikant ab. Diese Abnahme liel3e sich durch eine geringere Produktion
von Typ-I-Interferonen in dieser Patientengruppe erklaren.

Im Rahmen der Promotion “Untersuchung der Expression von IL-3 und seinem Rezeptor
bei COVID-19-Patienten” meiner Laborpartnerin Christine Miiller wurde eine T-Zell-
Hyporeaktivitdt bei schweren Verldufen festgestellt, die sich in einer schwachen
Hochregulation der Oberflachenrezeptoren CD11b auf neutrophilen Granulozyten und
CD123 auf Monozyten nach Stimulation der Blutproben sowie einer niedrigen Anzahl an
basophilen Granulozyten &uRerte. Dass diese Hyporeaktivitat nicht allein durch eine

erniedrigte Anzahl an T-Zellen ausgeldst wurde, zeigte sich in der Immunphénotypisierung:

88



die Anzahl der T-Zellen unterschied sich bei den CD4+-T-Zellen im Vergleich zwischen
gesunden Kontrollpersonen, Nicht-Beatmeten und Beatmeten nicht und bei den CD8+-T-
Zellen wiesen nur die Nicht-Beatmeten signifikant hohere Werte auf, wahrend die Anzahl bei
Gesunden und Beatmeten vergleichbar war. Bei beiden T-Zell-Populationen zeigten nur die
verstorbenen Beatmeten signifikant erniedrigte Zellzahlen.

Bei der Analyse der T-Zell-Hyporeaktivitat und der Viruspersistenz zeigte sich, dass bei
Patienten mit langerer Viruspersistenz eine langere T-Zell-Hyporeaktivitdt nachgewiesen
werden konnte. Eine Erklarung fiir diese Korrelation wére eine Induktion der Hyporeaktivitat
durch SARS-CoV-2, was eine langere Virusreplikation ermdglichen wirde. Im Rahmen
dieser wiirde durch die nicht von der Hyporeaktivitat betroffenen Immunzellen, wie den auch
durch das angeborene Immunsystem stimulierbaren, bei Erkrankten ausgepragter aktivierten
Monozyten, eine verstarkte Entziindungsreaktion mit nachfolgender Gewebeschadigung
initiiert werden.

Die erlangten Ergebnisse ermoglichten die Entwicklung eines pradiktiven Scores, der
anhand der schwachen Hochregulation von CD11b auf neutrophilen Granulozyten, der
schwachen Hochregulation von CD123 auf Monozyten und einer geringen Anzahl an
basophilen Granulozyten eine VVorhersage fir schwere Verlaufe erméglichen kénnte.

Die Analyse der Daten der PBMCs unterstutzte die These der Hyporeaktivitat der T-
Zellen, da die T-Zellen der Verstorbenen der beatmeten Gruppe nach Stimulation eine
deutlich geringer ausgeprégte Hochregulation des Aktivierungsmarkers CD25 zeigten.
Zudem lieBen sich bei der Analyse der Zytokin-ELISAs Hinweise finden, dass die
zusétzliche Stimulation mit 1L-2 zumindest eine teilweise Aufhebung der T-Zell-
Hyporeaktivitat ermoglicht. Aufgrund des Verlusts einiger Leukozytensubpopulationen bei
der Aufbereitung der PBMCs sowie einer schwéacheren Reaktivitat einiger Zellgruppen, ist
die Verwendung von PBMCs der Verwendung von Vollblutproben unterlegen, sodass die
Ergebnisse unter Vorbehalt betrachtet werden mussen und weitere Studien zu den erlangten

Erkenntnissen erforderlich scheinen.

So lasst sich zusammenfassen, dass die Monozyten und ihre Subpopulationen bel
COVID-19 eine wichtige Rolle im Krankheitsgeschehen spielen. Sie lassen sich einerseits als
Marker fiur die T-Zell-Hyporeaktivitdt einsetzen und andererseits als mégliche Ursache fur
die ausgeprégten Entziindungsreaktionen und Gewebeschédigungen bei schwereren

Krankheitsverlaufen heranziehen.
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