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5 EINLEITUNG

Im Dezember 2019 kam es zu einer ersten Haufung von Fallen schwerer Lungenentziindungen
in Wuhan, China (WHO 05.01.2020). Am 7. Januar 2020 wurde bekanntgegeben und am 9.
Januar durch die WHO bestatigt, dass es sich um ein neuartiges Coronavirus handele, das
fortan als Severe-acute-respiratory-syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2, dt. Schweres akutes
respiratorisches Syndrom Coronavirus 2) bezeichnet wurde (WHO 09.01.2022). Rund zwei
Monate spater, am 29. Februar 2020 waren 85.403 bestatigte COVID-19 Falle in 57 Landern
bekannt und 2924 Tode in 9 Landern gemeldet (Lai et al. 2020). Am 11.03.2020 erklarte der
Generaldirektor der WHO Tedros Ghebreyesus den Ausbruch zur Pandemie (WHO
11.03.2020).

Innerhalb kurzer Zeit nach der Entdeckung des Virus wurden Erkenntnisse Uber die Biologie
des Virus und der menschlichen Immunantwort gesammelt. Das Oberflaichenmolekil ACE2
und die Protease TMPRSS-2 wurde als Eintrittspforte des Virus identifiziert (Letko et al. 2020).
Cytokine-release-syndrome (CRS) wurde als wichtiges Kennzeichen einer schweren
SARS-CoV-2 Infektion identifiziert (Chen et al. 2020b; Moore und June 2020). Die genauen
Mechanismen der Immundysregulation und immunologische Risikofaktoren fir schwere
COVID-19 Verlaufe, wie zum Beispiel eine Beeintrachtigung der Interferon-Antwort wurden
entdeckt (Bastard et al. 2020; Zhang et al. 2020). Komplikationen und Spéatfolgen wie Long-
COVID und das Multisystem-Inflammatory-Syndrome in Children (MIS-C) wurden zum ersten

Mal beschrieben (Verdoni et al. 2020; Wijeratne und Crewther 2020).

Schon frih im Verlauf der COVID-19-Pandemie wurde erkannt, dass Morbiditat und Mortalitat
im Zusammenhang mit einer SARS-CoV2-Infektion einem Altersgradienten folgen, wobei
Kinder und Jugendliche ein wesentlich geringeres Risiko fur Krankenhausaufenthalte oder
schwere Erkrankungen haben als Erwachsene (O'Driscoll et al. 2021; Zachariah et al. 2020; Li
et al. 2021). Trotz bedeutender Fortschritte im Verstandnis der SARS-CoV2-Infektion ist es
nach wie vor unklar, warum Kinder relativ gut vor der Immunpathologie geschitzt zu sein
scheinen, die ein Kennzeichen von schwerem COVID-19 ist. Darliber hinaus ist nicht bekannt,
inwieweit die Schutzmechanismen dieser Altersgruppe erregerspezifisch  sind.
Im Folgenden werden wichtige bereits gewonnene Erkenntnisse zu SARS-CoV-2 und der
COVID-19 Erkrankung und ihren Spatfolgen mit einem besonderen Fokus auf die padiatrische

Immunologie prasentiert.



5.1 VIROLOGIE
SARS-CoV-2 ist ein einzelstrangiges RNA-Virus aus der Familie der Coronaviridae. Andere Viren

dieser Familie konnen bekanntermaRen die oberen Atemwege infizieren und sind als Erreger
der common cold (dt. grippaler Infekt) in weiten Teilen der Welt endemisch. (Zhu et al. 2020)
Teil dieser Familie sind auch die Erreger von SARS-1 (Severe acute respiratory syndrome) und

MERS (Middle-eastern respiratory syndrome) (Kuiken et al. 2003; Zaki et al. 2012).

Das Virusgenom enthalt Gene fir strukturelle und nicht strukturelle Proteine, die Funktionen
des viralen Lebenszyklus steuern oder zur Immunevasion dienen. Das fir die Wirtspezifitat
wichtigste strukturelle Protein ist das sogenannte spike-Glykoprotein, das den Eintritt des
Virus in die Zelle vermittelt. (Hulswit et al. 2016; V'kovski et al. 2021; Lamers und Haagmans

2022)

Identisch wie bei SARS-1 bindet SARS-CoV-2 mit dem spike-Protein an den ACE-2 Rezeptor der
Wirtszelle. Nach der Spaltung an der sogenannten cleavage-site durch die Protease TMPRSS-
2 wird das Spike-Protein aktiviert und initiiert die Fusion der viralen und wirtzellseitigen
Doppellipidmembran und fihrt zur Freisetzung viraler RNA und Proteine in die Wirtszelle.

(Hoffmann et al. 2020; Li et al. 2003; V'kovski et al. 2021; Zhou et al. 2020b)

In der Wirtszelle beginnt die Translation des viralen Genoms in Proteine zur Virusreplikation
und Immunevasion (Ogando et al. 2020; V'kovski et al. 2021). Neben der Infektion der oberen
und unteren Atemwege durch Aerosole wurde aulerdem eine produktive Vermehrung von

SARS-CoV-2 in Enterozyten nachgewiesen (Lamers et al. 2020).

5.2 EPIDEMIOLOGIE
SARS-CoV-2 ist zum Ausldser einer mehrjahrigen, weltweiten Pandemie geworden. Am 14.

Juni 2022 waren laut der WHO global 533.816.957 bestatigte COVID-19 Falle und 6.309.633
Tode gemeldet worden (WHO 15.06.2022).

In den meisten Landern folgten die SARS-CoV-2 Infektionen einem wellenartigen Verlauf. In
einer 2021 veroffentlichten sequenzielle Seropravalenzstudie wiesen Gornyk et al. eine mit
den bekannten Infektionswellen ansteigende Pravalenz von Anti-SARS-CoV2 Antikdrpern nach.
In 7 verschiedenen Kreisen in Deutschland waren ab Juli 2020 Proband:innen mit einem
Abstand von drei bis flinf Monaten getestet worden. Die Seropravalenz, also die geschatzte
abgelaufene Durchseuchung der Bevdlkerung, zwischen Juli und Dezember 2020 wurde auf
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1,3 bis 2,8% geschatzt. Diese stieg bis zum Zeitraum Februar bis Mai 2021, nach Ablauf der 2.
Und 3. Infektionswelle auf 4,1 bis 13,1% an. (Gornyk et al. 2021)

Besonders wahrend der Zeit restriktiverer MaBnahmen war die Rolle von Kindern bei der
Aufrechterhaltung des Infektionsgeschehens und die Offnung und SchlieBung von
Betreuungseinrichtungen und Schulen ein politisch viel diskutiertes Thema. Eine deutsche
Studie zeigte, dass Kinder und Jugendliche gerade am Anfang der Pandemie weniger haufig
infiziert waren als Erwachsene. Hippich et al. fanden bei einer in Bayern, Deutschland
durchgefiihrten Seropravalenzstudie eine Pravalenz von 0,91% im Juli 2020 bei Kindern im
Alter von 1 bis 18 Jahren, also deutlich geringer als die von Gornyk et al. ermittelte
Seroprdvalenz bei Erwachsenen. Allerdings weisen sie auch darauf hin, dass die im April 2020
bestimmt Pravalenz rund 6-mal so hoch war wie die aus gemeldeten Fallen Errechnete
(Hippich et al. 2020). In Einklang mit den Ergebnissen von Hippich et al. fand spater eine
internationale Metaanalyse aus dem Jahr 2021 mit mehr als 300.000 eingeschlossenen
Patient:innen, davon mehr als 40.000 Kinder und Jugendliche, dass Kinder mit geringerer
Wahrscheinlichkeit infiziert waren als Erwachsene und vermutlich eine geringere Rolle bei der

Ubertragung von SARS-CoV-2 gespielt hatten (Viner et al. 2021).

Ein wichtiger Parameter zur Einschatzung der Schwere von Infektionskrankheiten ist die Case-
Fatality-Rate (CFR, dt.: Fall-Verstorbenen-Rate). Schatzungen waren im Verlauf der Pandemie
auf  Grund begrenzter Testkapazitaten, unterschiedlicher Teststrategien und
DatenlUbermittlungspraktiken variabel. Generell muss beachtet werden, dass die gemeldeten
Falle haufig nur einen Teil aller Infektionen reprdsentieren, was die valide Einschatzung der
CFR erschwert. (O'Driscoll et al. 2021; Pastor-Barriuso et al. 2020; Verity et al. 2020; Zachariah

et al. 2020)

In einem friihen klinischen Bericht (iber erwachsene Patient:innen mit COVID-19 in Wuhan lag
die CFR hospitalisierter Patient:innen bei 28%. Schon hier war zu beobachten, dass die
verstorbenen Patient:innen mit 69 Jahren im Mittelwert rund 17 Jahre dlter waren als
diejenigen, die die Erkrankung liberlebten (Zhou et al. 2020a). Eine spatere Metaanalyse mit
281.461 Fallen aus den USA, China, ltalien, Stidkorea ermittelte eine CFR von 5,6%. 22,9% der
Falle erlitten einen schweren Verlauf und 10,96% mussten in der Intensivstation behandelt
werden. Aullerdem konstatierte diese Studie, dass 58,1 % der Patient:innen sich im

Zusammenhang mit einer Reise angesteckt hatte. (Li et al. 2021)
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Morbiditat und Mortalitat durch SARS-CoV2-Infektion folgen einem Altersgradienten. Kinder
und Jugendliche zeigten ein wesentlich geringeres Risiko flir Krankenhausaufenthalte oder
schwere Erkrankungen als Erwachsene (Li et al. 2021; O'Driscoll et al. 2021; Zachariah et al.
2020). Laut einer Studie aus dem Jahr 2022 lag die altersspezifische CFR bei 7-jdahrigen bei
0,0023%. Nach dem 30. Lebensjahr stieg sie exponentiell auf 1,0035% bei 60 Jahrigen und
20,3292% bei 90 Jahrigen an (COVID-19 Forecasting Team 2022).

In einer Studie mit Daten von 242,158 zwischen Januar und Juni 2020 an COVID-19 erkrankten
Kindern und Jugendlichen aus Deutschland, Frankreich, Spanien, den USA und Sidkorea
wurde eine Hospitalisierungsrate von 0,3% bis 1,3% beobachtet. Entwicklungsstérungen und
neurologische, kardiologische oder onkologische Erkrankungen waren in der Gruppe der
hospitalisierten Kinder signifikant hdufiger als in der restlichen Kohorte. Eine 30-Tage
Mortalitat konnte auf Grund zu niedriger Ereigniszahlen nicht bestimmt werden (Duarte-Salles
et al. 2021) . Auch auf Intensivstationen waren padiatrische Patient:innen mit schweren

Vorerkrankungen signifikant Gberreprasentiert (Shekerdemian et al. 2020) .

In epidemiologischen Studien mit Erwachsenen wurde gezeigt, dass Vorerkrankungen wie
Ubergewicht, koronare Herzerkrankung und Diabetes mellitus mit einem deutlich erhéhten
Risiko fur einen schweren COVID-19 Verlauf assoziiert sind. Diese Krankheiten, genauso wie
Alkohol- oder Tabakabusus, sind bei Kindern deutlich weniger pravalent, und tragen somit

vermutlich ebenfalls zu einem niedrigeren Krankheitsrisiko bei. (Chou et al. 2022)

Die geringe Krankheitslast von SARS-CoV-2 bei Kindern und Jugendlichen ist bemerkenswert,
da besonders junge Kinder normalerweise von respiratorischen Virus-Infektionen, zum
Beispiel durch humanes Respiratorisches-Synzytial-Virus (RSV) oder Influenza, stark betroffen
sind. Ein signifikanter Anteil der Krankheitslast der Influenza ist auf Kinder unter 5 Jahren in
Landern mit niedrigem und mittlerem Einkommen zuriickzufiihren (Wang et al. 2020). Beide
Infektionen sind bekannte Ausl6éser eines padiatrischen akuten Atemnotsyndroms (engl.:
acute respiratory distress syndrom, ARDS) und verantwortlich fir eine hohe Mortalitat

padiatrischer Patient:innen. (Openshaw et al. 2017; Iwane et al. 2004; Nye et al. 2016)

5.3 KLINISCHE PRASENTATION & PATHOLOGIE
Die haufigsten Symptome einer SARS-Cov-2 Infektion sind Fieber, Husten und Erschépfung

und Malaise. Circa 9,5% der Patient:innen erleben Durchfall. Bauchschmerzen und Erbrechen



und Geruchs- und Geschmacksverlust gehdren ebenso zu den haufigen Symptomen. (Li et al.

2021)

Bereits friih wurde bei an COVID-19 verstorbenen Patient:innen Sepsis, respiratorisches
Versagen und ARDS beschrieben. Auch Herzversagen und Koagulopathien wurden beobachtet.
Auf Rontgenaufnahmen der Lunge der Patienten zeigten sich Konsolidierungen,
Milchglastribungen und diffuse, beidseitige Infiltrate, vereinbar mit einer schweren viralen

Pneumonie und ARDS. (Zhou et al. 2020a)

Histologische Untersuchungen der Lunge bestatigten die radiologischen Befunde und zeigten
diffuse alveoldre Schadigung, Desquamation von Pneumozyten und hyaline Membranen.
Interstitiell fanden sich mononukledre entziindliche Infiltrate mit lymphozytdarer Dominanz
(Xu et al. 2020; Wichmann et al. 2020). Autopsien enthillten auRerdem eine hohe Pravalenz

tiefer venéser Thrombosen und pulmonaler Emboli (Wichmann et al. 2020).

Obwohl Kinder prinzipiell &hnliche klinische Symptome wie Erwachsene COVID-19
Patient:innen zeigen, ist die Wahrscheinlichkeit eines schweren Verlaufs mit Pneumonie und
ARDS deutlich geringer und somit milde Symptome weit haufiger (COVID-19 Forecasting Team
2022). Fieber, Dyspnoe und trockener Husten stellen die hdufigsten Symptome milder und
moderater Verldufe da (Qiu et al. 2020; Zachariah et al. 2020; Duarte-Salles et al. 2021). Einige
Berichte haben gezeigt, dass eine Minderheit padiatrischer Patienten sich mit vorwiegend
gastrointestinalen Beschwerden wie Ubelkeit, Bauchschmerzen und Erbrechen prisentiert
(zachariah et al. 2020; Tullie et al. 2020; Duarte-Salles et al. 2021). Typische Verdnderungen
klinischer Laborparameter umfassen Lymphopenie und Leukopenie und erhéhte Werte der

Marker CRP, Procalcitonin und Kreatinkinase MB (Qiu et al. 2020; Zachariah et al. 2020) .

5.4 THERAPIE
Die aktuelle deutsche Therapieleitlinie zur stationaren Behandlung von COVID-19 stellt die

supportive Therapie und die Sicherstellung einer ausreichenden Oxygenierung in den
Vordergrund. Hierzu werden Nichtinvasive Beatmung, High-Flow Sauerstofftherapie und
invasive Beatmung mit Bauchlagerung bei der Behandlung hypoxischer Patient:innen
empfohlen. Medikament6s werden antivirale Medikamente in der Frihphase eingesetzt, im

spateren Verlauf spielt die immunmodulatorische Therapie mit Dexamethason, Anti-IL-6



Rezeptor-Antikdrper Tocolizumab oder dem Januskinase-Inhibitor Baricitinib eine wichtige

Rolle. (Kluge et al. 2022)

Praktisch zeigte sich, dass vor allem in der Friihphase der Pandemie zusatzlich zu diesen
weitere Medikamenten therapeutisch verabreicht wurde, in den USA und Sidkorea unter
anderem Antikoagulanzien, Antithrombotika, Hydroxichloroquin,
Protonenpumpeninhibitoren, Vitamin D und H2-Rezeptorantagonisten. (Duarte-Salles et al.

2021; Zachariah et al. 2020)

5.5 IMMUNPHANOTYPISIERUNG
Besonders zu Beginn der Pandemie wurden Techniken der Immunphanotypisierung, auch

immune-profiling genannt, einsetzt, um die Rolle immunologischer Vorgdnge bei der
Pathogenese von schwerem COVID-19 besser zu verstehen. Bei der Immunphanotypisierung
wird anhand von Blutproben der Zustand des Immunsystems zu einem bestimmten Zeitpunkt
mit Hilfe verschiedener Methoden charakterisiert. So kénnen Erkenntnisse Uber die
Reaktionsmuster des Immunsystems gewonnen und Hypothesen Uber physiologische oder

pathophysiologische Vorgange generiert oder getestet werden.

Eingesetzte Techniken umfassen die Durchflusszytometrie, den Nachweis gelOster Proteine
und Metabolite mittels ELISA-Essays oder Massenspektrometrie und Genexpressionsanalysen
mittels bulk- und single-cell-RNA-Sequenzierung. Bei der Zusammenschau verschiedener
Datenmodalitaten wie Zytometrie, Proteomik, Genexpression und klinischen Daten wird

haufig von Multi-Omics gesprochen.

Besonders zur Analyse der zelluldaren Zusammensetzung und Veranderungen eignet sich die
Durchflusszytometrie. Diese wurde in den 1970er Jahren entwickelt um Zellen anhand ihrer
Oberflachenmolekiile, GroRe und Granularitat zuverldssig zu bestimmen (Herzenberg et al.
2002). Seit lhrer Einflihrung hat die grundlegende Technik weitreichende Aktualisierungen
erfahren und wird heute nach wie vor sowohl in der Forschung, als auch im klinischen Alltag,
haufig eingesetzt (Kanegane et al. 2018; Manohar et al. 2021; Bandura et al. 2009; Tanner et
al. 2013).

Das Ziel ist die Identifikation und Charakterisierung in Losung suspendierter Zellen. Die
Suspension wird mit fir bestimmte Oberflachenmolekiile spezifischen Antikérpern gefarbt.
Die Antikérper sind mit einem Fluorophor konjugiert, welches bei optischer Aktivierung Licht
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mit einer bestimmten Wellenlange emittiert. Die Antikdrper binden Oberflachenmolekile und
markieren so die suspendierten Zellen. Im zweiten Schritt wird die Suspension wird durch eine
enge Rbhre geleitet, so dass die Zellen diese nur einzeln passieren kénne. Wenn die Zellen
einen Laser passieren, werden die antikérpergebundenen Fluorophore angeregt und
emittieren ein optisches Signal mit einer bestimmten Wellenlange. Zusatzlich werden
Parameter wie die GrolBe und Granularitdt der Zellen erfasst. Die Signale werden von einem
Detektor aufgezeichnet und erlauben Gber Computer-gestitzte Methoden die Bestimmung

von Zelle mit Hilfe der an sie gebundenen Antikdrper. (McKinnon 2018)

Zytometrische Immunphanotypisierung wurden bereits erfolgreich beim Studium
verschiedener viraler Erkrankungen wie HIV, Hepatitis C und Ebola eingesetzt. Die
Immunphanotypisierung von HIV-Patient:innen half dabei, den prognostischen Charakter
verschiedener T-Zell-Unterarten und ihre Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf zu
erkennen (Landay et al. 1990). 20 Jahre spater wird Zytometrie weiterhin zum Studium der
Pathogenese, bei Impfstudien und im klinischen Alltag zur Leitung von
Therapieentscheidungen eingesetzt und schafft eine Grundlage fiir die Implementierung von

Prazisionsmedizin bei HIV-Patient:innen (Chattopadhyay und Roederer 2010; Li et al. 2018).

Beim Studium der durch das HC-Virus (HCV) ausgeldsten chronischen Hepatitis wurde
festgestellt, dass anhaltenden Viramie HCV-spezifische CD4+ T-Helferzellen durch anhaltende
Aktivierung dazu anregt, die inhibitorischen Oberflaichenmolekile PD-1 und CTLA-4 zu
exprimieren und sie dadurch in ihrer Funktion beeintrachtigt und ein Ausheilen der Krankheit

verhindert (Chen et al. 2020a).

Nach der Ebola-Epidemie in Westafrika 2014/2015 wurden dysregulierte T-Zellen mit starker
systemischer Inflammation, bei Uberlebenden auch nach der Infektion, bei erkrankten
Patient:innen festgestellt und halfen schnell die molekulare Basis schwerer und tdédlicher

Verlaufe zu verstehen. (Ruibal et al. 2016; Wiedemann et al. 2020)

5.6 ALTERS-BEDINGTE VERANDERUNGEN DES IMMUNSYSTEMS
Das Immunsystem von Kindern unterscheidet sich in mehreren wichtigen Punkten von dem

von Erwachsenen und durchlduft im Verlauf der Kindheit einer Entwicklung, die zur
immunologischen Reife und Ausbau der Abwehrfahigkeiten fuhrt. Viele dieser Veranderungen

kénnen anhand von Immunprofilen mit Hilfe von Durchflusszytometrie nachvollzogen werden.
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Kinder kommen mit einem unreifen Immunsystem auf die Welt und besitzen zundchst keine
erworbene Immunitat, sondern sind von der vertikalen Transmission des immunologischen
Schutzes der Mutter lber die Plazenta und Muttermilch abhangig (Albrecht und Arck 2020).
Fir die friihe Entwicklung des Immunsystems ist vor allem das intestinale Mikrobiom wichtig.
Der Darm besitzt eine grolRe Schleimhautoberflaiche mit assoziiertem Lymphgewebe und
beherbergt das gréRte Reservoir an Mikroorganismen im Korper. Eine balancierte Mikroflora
gilt seit langem als wichtiger Pfeiler einer regelrechten physiologischen Immunreifung.

(Ouwehand et al. 2002; Ronan et al. 2021)

Immunstimulation durch das Mikrobiom aber auch Infektionen in der Kindheit tragen im
Verlauf der Kindheit und Jugend zur Ausbildung eines gesunden Immunschutzes bei.
Storungen des Mikrobioms oder fehlende Expositionen gegeniiber Infektionen sind mit
Krankheiten des atopischen Formenkreises wie Allergien und Asthma assoziiert. (Jenmalm

2011; Openshaw et al. 2004)

Auf zelluldrer Ebene fand eine Studie aus dem Jahr 2018, bei der 100 Neugeborene mit Hilfe
von Massenzytometrie longitudinal untersucht wurden, stereotype Verdanderungen von
Immunzellpopulationen nach der Geburt. Friihgeborene unterschieden sich direkt nach der
Geburt von reifen Neugeborenen in der Immunzellzusammensetzung, jedoch konvergierten
beide Gruppen nach kurzer Zeit. Allerdings fand diese Entwicklung bei Kindern mit friiher

Dysbiose des Darms nicht in derselben Weise statt. (Olin et al. 2018)

Auch wadhrend des spateren Verlaufs des Lebens finden Veranderungen der
Immunzellzusammensetzung statt. Beispielsweise nimmt die absoluten Anzahl von B und T
Lymphozyten mit steigendem Alter ab und die Konzentrationen inflammatorischer Zytokine
nehmen zu (Valiathan et al. 2016). Gleichzeitig findet tUber den Verlauf des Lebens eine
Akkumulation von Gedachtnis B und T-Zellen und Abnahme der naiven Populationen,

besonders ab dem 65. Lebensjahr, statt (Saule et al. 2006; Morbach et al. 2010).

5.7 IMMUNOLOGIE SARS-COV-2 INFEKTION

5.7.1 Erwachsene

Schon friihe Studien identifizierten Sepsis und CRS und die damit einhergehende schwere
Inflammation und Immunsuppression als potenzielle Pathomechanismen eines schweren
COVID-19 Verlaufs (Mehta et al. 2020; Blanco-Melo et al. 2020). Eine Signatur
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inflammatorischer Zytokine, gekennzeichnet durch hohe Konzentrationen von Interleukin-6
(IL-6), Interleukin-8 (IL-8) und Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a) wurden bei einem
GroRteil der intensivpflichtigen Patient:innen beschrieben und alle drei Marker als
unabhingige Pradiktoren des Uberlebens erkannt (Arunachalam et al. 2020; Del Valle et al.
2020; Mehta et al. 2020; Blanco-Melo et al. 2020). Ein zelluldres Kennzeichen von COVID-19
ist die Lymphopenie. Der Lymphozyten-Nadir ist mit der Schwere der Erkrankung assoziiert
(Huang und Pranata 2020). Im Verlauf wird eine Lymphopenie haufig durch einen Anstieg von
Zelllinien der angeborenen Immunitdt, zum Beispiel Granulozyten, begleitet. Ein hohes
Neutrophilen-Lymphozyten-Verhaltnis hat prognostischen Charakter fir einen schweren

Verlauf (Lucas et al. 2020; Kuri-Cervantes et al. 2020; Schulte-Schrepping et al. 2020).

Des Weiteren wurde gezeigt, dass die friihe Detektion von Viren und die Fahigkeit des
angeborenen Immunsystems bereits zu Beginn der Infektion eine robuste Immunantwort zu
generieren mit dem Risiko fiir schwere COVID-19 Verldaufe assoziiert ist. Hadjadj et al. fanden
im Blut von COVID-19 Patient:innen eine gestérte Typ-1-Interferon-Antwort mit reduzierter
bis nicht vorhandener Interferon-a (IFN-a) und Interferon-B (IFN-B) Aktivitat. Sie stellten die
Hypothese auf, dass eine gestorte Typ-1-Interferon-Antwort ein Kennzeichen einer schweren
COVID-19 Erkrankung und ein moglicher Mechanismus fiir die gestorte initiale Immunantwort
sein konnten (Hadjadj et al. 2020). Typ-1-Interferone werden nach der Aktivierung durch
intrazellularer pattern-recognition-Rezeptorn (PRR) und Toll-like-Rezeptoren (TLR) von
Immun- und Epithelzellen sezerniert. Sie initiieren antivirale Verteidigungsmechanismen und
locken Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems an (Vabret et al. 2020). Im
ersten Jahr der Pandemie wurde diese Hypothese von zwei Studien bestatigt. Zhang et al.
zeigten, dass Mutationen in Genen, die die Typ-1- und Typ-3-Interferon-Antwort regulieren,
mit einem erhohten Risiko flr einen schweren COVID-19 Verlauf assoziiert sind (Zhang et al.
2020). In einer komplementdren Studie zeigten Bastard et al., dass erhohte Titer
neutralisierender Anti-IFN-a2 und Anti-IFN- w-Antikdrper, die mit einer hdheren Pravalenz bei
dlteren, mannlichen Patienten zu finden sind, bei knapp 10% der Patient:innen mit schwerem
COVID-19 zu finden sind und zu nicht detektierbaren IFN-a Leveln wdhrend der akuten
Infektion flihren (Bastard et al. 2020). Beide Studien konnten einen Anteil der Patienten mit
schwerem COVID-19 Verlauf vorhersagen und die wichtige Rolle der friihen, durch Interferone
vermittelten, angeborenen Immunantwort bei der Kontrolle einer SARS-CoV-2 Infektion

herausstellen.
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Auf zellularer Ebene ist COVID-19 neben der Lymphopenie durch weitere Verdanderungen des
Immunprofils und gestorte Phdnotypen verschiedener Immunzell-Populationen
gekennzeichnet. Eine Studie fand SARS-CoV-2 spezifische CD4+ und CD8+ T-Zellen im Plasma
von respektive 100% und 70% konvaleszenten Spendern (Grifoni et al. 2020). In
bronchoalveoldre Lavage (BAL) Proben wurden bei moderatem COVID-19 groRe Mengen
klonal expandierte CD8+ T-Zellen beobachtet (Liao et al. 2020). Haufig ist die allgemeine
T-Lymphopenie von einer Erhéhung der Frequenz der CD4+ und CD8+ Effektor-T-Zellen und
T-Zell-Aktivierung, gemessen als Oberflachenexpression von CD38 und HLA-DR (Humanes
Leukozyten Antigen — DR Isotyp), begleitet (Arunachalam et al. 2020; Mathew et al. 2020; Kuri-
Cervantes et al. 2020). Eine Subgruppe der Patient:innen mit schwerem COVID-19 zeigte kaum
T-Zell-Aktivierung sondern T-Zell-Erschdpfung und Seneszenz (Mathew et al. 2020; Biasi et al.
2020b; Zheng et al. 2020). T-Zell Erschopfung ist durch PD-1 und CTLA-4 Expression auf der
Oberflache der T-Zellen und verminderte Responsivitdt und Zytokinsekretion gekennzeichnet.
Sie tritt nach anhaltender Aktivierung durch inflammatorische Zytokine und Virusbestandteile

auf. (Candia et al. 2020)

Eine B-Zell-Lymphopenie ist mit einer Erhéhung der Frequenz antikdrperproduzierender
Plasmablasten assoziiert (Arunachalam et al. 2020; Mathew et al. 2020; Kuri-Cervantes et al.
2020; Biasi et al. 2020a). Eine systematischer Literaturreview fand heraus, das fast alle
eingeschlossenen Studien SARS-CoV-2-spezifische 1gG-, IgM- und IgA-Antikdrpern schon Tage
nach der Infektion nachweisen konnten (Huang et al. 2020). Die Anzahl der SARS-CoV-2
spezifischen CD4+ T-Zellen war mit der Hohe der Anti-SARS-CoV-2 IgA- und IgG-Titer korreliert.
(Grifoni et al. 2020)

In BAL-Proben wurden bei schwer an COVID-19 erkrankter Patient:innen grofle Zahlen
proinflammatorischer Makrophagen, die an die Stelle Gewebe reparierender alveoldrer
Makrophagen getreten waren, beobachtet (Liao et al. 2020). Monozyten und myeloide
dendritische Zellen (mDCs) zeigten bei einem Teil der erwachsenen Patienten eine auffallige
Reduktion der HLA-DR Oberflachen Expression (Arunachalam et al. 2020; Wilk et al. 2020).
Giamarellos-Bourboulis et al. zeigten, dass in Ihrem Kollektiv alle 28 Patient:innen mit
respiratorischem Versagen und ARDS entweder ein Makrophagen-Aktivierungs-Syndrom
(MAS) mit erhohter HLA-DR Oberflachenreduktion oder eine extrem niedrige HLA-DR

Oberflachen Expression auf Monozyten zeigten. Bei der zweiten Grupp war dies von einer
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Depletion von CD4+ T-Zellen, B-Zellen, Natirlicher Killer Zellen und zirkulierender Monozyten
begleitet. Experimentell konnte das Plasma von COVID-19 Patient:innen die HLA-DR-
Expression auf Monozyten inhibieren (Giamarellos-Bourboulis et al. 2020). In einer anderen
Studie zeigten Schulte-Schrepping und Reusch et al., dass die Monozyten von Patient:innen
mit einem milden COVID Verlauf eine Signatur Interferon stimulierter Gene zeigten und HLA-
DR und CD11c, ein Integrin, welches die Extravasation von Zellen in entziindetes Gewebe
steuert, in hohem Malle exprimierten. Schweres COVID-19 war hingegen mit HLA-DR-

defizienten Monozyten assoziiert (Schulte-Schrepping et al. 2020).

5.7.2 Kinder
Obwohl das Risiko einer Krankenhauseinweisung auf Grund einer viralen, respiratorischen

Infektion bei Kindern vergleichsweise hoch ist, verlauft padiatrisches COVID-19 normalerweise
mild (Yuki et al. 2020). Um diesen Unterschied zu erklaren, fokussierten sich bisherige Studien
vor allem auf Unterschiede der Viruseintrittsfaktoren, der Interferon-Signaltransduktion und

der adaptiven Immunantwort. (Chou et al. 2022; Zimmermann und Curtis 2020)

Friihe Uberlegungen waren, ob Kinder eine geringere Viruslast aufweisen wiirden, und
hierdurch weniger stark betroffen und weniger infektiés waren. So wurde die Hypothese
aufgestellt, dass Kinder weniger ACE2-Rezeptoren auf der Oberflache von Lungenepithelzellen
hatten, was die Infektiositdit von SARS-CoV-2 bei dieser Gruppe verringern wirde

(Zimmermann und Curtis 2020; Chou et al. 2022).

Diese Hypothese konnte nicht bestatigt werden, da Studienergebnisse nicht eindeutig zeigen
konnten, ob und wie eine geringere ACE2 oder TMPRSS Expression zu geringeren Viruslasten
und Infektiositat flihrt. So fand zwar eine Metaanalyse von single-cell Sequenzierungsstudien
einen Anstieg von SARS-CoV-2 Eintrittsfaktoren auf Alveolarzellen, jedoch unterstiitzen nicht
alle Studien die Hypothese, dass dies der Grund fiir eine niedrigere Viruskonzentration in der
Lunge sei (Muus et al. 2021). Zusatzlich konnten viele Studien keinen signifikanten
Unterschied der ACE2 Expression zwischen Kindern und Erwachsenen finden (Koch et al. 2022;

Schuler et al. 2021; Heald-Sargent et al. 2020; Pierce et al. 2021)

Allgemein zeigten Kindern nur eine leicht verringerte Viruslast im Vergleich zu Erwachsenen.
Die Viruslast korrelierte stattdessen mit der Schwere der Erkrankung und erreicht ihren

Hohepunkt ein bis drei Tage vor Symptombeginn. Hospitalisierte Patient:innen hatten eine
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héhere Viruslast als nicht hospitalisierte Patient:innen, und diese wiederum eine hdhere

Viruslast als asymptomatische Patient:innen. (Jones et al. 2021)

Andere Studien konzentrierten sich auf Unterschiede der initialen Immunantwort innerhalb
der nasalen Mukosa und respiratorischen Epithelien. Koch et al. verglichen die Genexpression
der nasalen Mukosa von Kindern mit SARS-CoV-2 Infektion mit Erwachsenen COVID-19
Patient:innen und Kindern mit RSV- oder Influenza-Infektion. Sowohl Kinder als auch
Erwachsene zeigten eine Signatur mit erhdhter Expression durch Interferone stimulierter
Gene. Die Hohe der Expression hing hier mit der Menge der Viruskopien zusammen, nicht mit
der Schwere der Erkrankung, und war vergleichbar mit der Signatur von Patient:innen mit RSV-
oder Influenza-Infektion. Erwachsene zeigten, trotz &hnlicher Viruslast, eine erhdhte
Expression von Genen, die zu Neutrophilen Aktivierung und T-Zell Rezeptor Aktivierung fihren
(Koch et al. 2022).Im Gegensatz hierzu fanden Pierce et al. eine starkere Signatur Interferon-
stimulierter Gene bei Kindern als bei Erwachsenen (Pierce et al. 2021). Eine weitere Studie
fand bei Kindern eine hohere basale Expression SARS-CoV-2-relevanter PRRs in Epithelien der
oberen Atemwegen, Makrophagen und dendritischen Zellen was mit einer starkeren initialen
antiviralen Antwort assoziiert war (Loske et al. 2022). Die Starker der Interferon Antwort ist
vermutlich neben altersabhangigen Faktoren auch von extrinsischen Faktoren abhadngig.
Hierzu sind zum Beispiel die hohere Pravalenz von neutralisierenden Anti-Interferon-
Autoantikérpern bei dlteren Patienten und chronische virale Infektionen wie mit

Zytomegalieviren zu zdhlen (Chou et al. 2022; Bastard et al. 2020).

Bisherige Studien haben teilweise uneindeutige Ergebnisse Uber die
Immunprofilveranderungen bei Kindern wahrend einer akuten COVID-19 Erkrankung
berichtet. So wurden Erhohungen der Zytokine IL-6 und IL-17A, Interferon-y (IFN-y) und TNF-
a beschrieben, wobei die Serumkonzentrationen einiger Zytokine wie IFN-y und IL-17A mit
dem Alter abnahmen (Pierce et al. 2020). Andere Studien fanden auRerdem eine Erhéhung

der antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und IL16 (Jia et al. 2020).

Auf zelluldarer Ebene ist das Erwachsenwerden mit einer Vielzahl von Verdnderungen,
insbesondere der adaptiven Immunantwort, verbunden. Hierzu gehort die Akkumulation
pathogen-spezifischer Gedachtnis T-Zellen, die Verringerung des T-Zell Rezeptor Repertoires
und eine Veranderung des Transkriptionsprofils von T-Zellen insgesamt (Chou et al. 2022;

Wedderburn et al. 2001). Dowell et al. fanden heraus, dass Kinder nach einer SARS-CoV-2
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Infektion eine Spike-Protein spezifische T-Zell Antwort generierten, die in ihrer Kohorte
starker als bei mild erkrankten Erwachsenen war. Diese war bis zu 6 Monate nach der Infektion
noch stabil. Spike-Protein-spezifische T-Zellen wurden auch bei seronegativen Kindern
gefunden, was auf eine gewisse Kreuzreaktivitdt von T-Zellen zwischen SARS-CoV-2 und
anderen Coronaviren hindeutet (Dowell et al. 2021). Cohen et al. und Pierce et al. hingegen
fanden in ihren Studien eine weniger starke SARS-CoV-2 spezifische CD4+ und CD8+ T-Zell
Antwort bei Kindern als bei Erwachsenen (Cohen et al. 2021; Pierce et al. 2020) . Auch Studien
zur humoralen Immunantwort zeigten unterschiedliche Ergebnisse. In einer serologischen
Studie hatten Kinder und Erwachsene mit einer milden COVID-19 Erkrankung ahnliche Anti-
SARS-CoV-2-1gG-Titer. Erwachsene mit einer schweren Erkrankung hingegen zeigten zusatzlich
erhohte Anti-SARS-CoV-2-IgA-Titer im Speichel (Bartsch et al. 2021) . Dowell et al. wiesen
vergleichbare Titer von Anti-Spike Antikérpern bei Kindern und Erwachsenen nach (Dowell et
al. 2021). Pierce et al. und Cohen et al. hingegen fanden bei Kindern niedrigere Titer
neutralisierender Anti-SARS-CoV-2 Antikorper als bei Erwachsenen (Pierce et al. 2020; Cohen

et al. 2021).

5.7.3 MIS-C

Kurz nach den ersten grof3en Infektionswellen traten in vielen Landern gehauft Falle auf, bei
denen Kinder an einer an Kawasaki-Syndrom oder Toxisches Schock Syndrom erinnernden
Krankheit litten, die mit ca. 4 Wochen Abstand nach eine SARS-CoV-2 Infektion auftrat. Das
Krankheitsbild wurde Multisystem Inflammatory Syndrome in Children genannt. Klinisch ist
MIS-C gekennzeichnet von Fieber, abdominellen Schmerzen, Hautausschlagen und
Konjunktivitis. Viele Patient:innen entwickeln im Verlauf eine Schocksymptomatik und
bendtigen inotrope Unterstltzung und Flissigkeitssubstitution. (Riphagen et al. 2020; Verdoni

et al. 2020; Whittaker et al. 2020)

Immunologisch  ist  MIS-C  durch eine  massive  Aktivierung  verschiedener
Immunzellpopulationen und Zytopenien gekennzeichnet und geht mit hohen Konzentrationen
inflammatorische Zytokine wie IFN-a & -y, IL-1B, -6, -8, -10 und -17 einher (Carter et al. 2020;
Consiglio et al. 2020; Gruber et al. 2020). Eingehende Untersuchungen fanden eine
polyklonale T-Zell-Expansion mit einer Verschiebung des T-Zell-Rezeptor-Repertoires. Dies
dhnelt dem Befund beim toxischen Schock Syndrom, bei dem eine Superantigen-getriebenen

T-Zell-Expansion mit anschlieBender Inflammation zu Grunde liegt (Moreews et al. 2021;
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Porritt et al. 2021; Cheng et al. 2020). Da SARS-CoV-2 Enterozyten infizieren kann wird der
Darm als potenzielles Virusreservoir vermutet (Yonker et al. 2021; Lamers et al. 2020).
Enterale Viruspersistenz von SARS-CoV-2 kénnte bei genetisch pradisponierten Kindern zur
lokalen, MHC-2-unabhangigen Aktivierung von T-Zellen kommen, die im Verlauf zum Verlust
der Darmbarriere mit Ausschwemmung von Superantigenen in die Blutbahn fiihren kénnte.
Diese wiirden die klinisch zu beobachtende systemische Inflammation und gastrointestinalen

Symptome verursachen (Brodin 2022).

Die meisten MIS-C Patient:innen haben eine erhohte Plasmablasten-Frequenz und
neutralisierende Anti-SARS-CoV-2-lIgG-Antikorper, wobei die Serokonversion auf eine
abgelaufene oder seit langerem bestehende Infektion hindeutet (Gruber et al. 2020; Bartsch
et al. 2021; Vella et al. 2020). Zwei Studien fanden, vor der Gabe von intravendsen
Immunglobulinen, Autoantikdrper gegen Endothelien und gastrointestinale Zellen, die
normalerweise mit rheumatischen Erkrankungen assoziiert sind (Gruber et al. 2020; Consiglio
et al. 2020). Autoantikorper gegen Typ-1-Interferone, wie sie bei schwerem COVID-19 bei

Erwachsenen haufig vorkommen, wurden jedoch nicht nachgewiesen. (Cevins et al. 2021)
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6 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Die Corona-Pandemie hat die Notwendigkeit des Verstdndnisses der zelluldaren und
molekularen Grundlagen und Determinanten einer COVID-19 Erkrankung fiir die Entwicklung
von Therapien, Pravention und Risikostratifizierung von Patient:innen klar gezeigt. Trotz
bedeutender Fortschritte in unserem Verstandnis der SARS-CoV2-Infektion ist nicht eindeutig
geklart, warum Kinder relativ gut vor der Immunpathologie geschitzt zu sein scheinen, die ein
Kennzeichen von schwerem COVID-19 ist. Dies ist vor allem deshalb interessant, da Kinder
sonst als vulnerabel gegenliber bestimmten Infektionskrankheiten anzusehen sind und bei der
schwerwiegenden Spatkomplikation MIS-C Parallelen zu schwerem COVID-19 bei
Erwachsenen zeigen kdnnen.

Im Sinne der bisher aufgestellten Hypothesen zur protektiven Immunitdt von Kindern
gegeniber einem schweren COVID-19 Verlauf konzentrieren wir uns auf im peripheren Blut
nachweisbare immunologischen Vorgdange wahrend der akuten Infektion. Wahrend klinische
Studien mit padiatrischen COVID-Patienten bereits durchgefiihrt wurden, haben diese die
natlirliche Entwicklung von Kindern und Jugendlichen und die damit einhergehenden
immunologische Reifung haufig nicht berlcksichtigt. Mit Hilfe hochdimensionaler
Immunphanotypisierung lassen sich die immunologischen Zustdnde von Patienten im Kontext
eines infektiésen Geschehens charakterisieren und gegeneinander vergleichen. Zwar kénnen
keine kausalen Zusammenhdnge bewiesen werden, aber Erkenntnisse, die durch diese
Methode gewonnen werden kénnen in Zusammenschau mit Ergebnissen bisheriger klinischer
und grundlegender Forschung zur Generierung von Hypothesen (iber die Pathophysiologie
einer Erkrankung und mogliche Therapieansatze liefern.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es die Immunantwort eines padiatrischen Patientenkollektivs
wahrend einer akuten SARS-CoV-2 Infektion altersstratifiziert zu charakterisieren.

Zusatzlich soll untersucht werden, ob eine Spezifitat der immunologischen Antwort auf SARS-
CoV-2 vorliegt, und Unterschiede der Immunprofile von Patient:innen mit einer akuten SARS-
CoV-2 Infektion gegeniber Patient:innen mit anderen Infektionskrankheiten herausgearbeitet
werden. Als letztes soll das immunologische Profil von Kindern mit akutem COVID-19
gegenlber der Spatfolge MIS-C abgegrenzt werden, um herauszufinden, ob sich hierbei
Kontinuitaten von der akuten Infektion hin zur pathologischen Hyperinflammation ziehen

lassen.
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7 METHODIK

7.1 STUDIENDESIGN

Fir die Studie wurde das Design einer doppelt kontrollierten prospektiven Kohortenstudie
gewahlt. Patient:innen und Kontrollproband:innen wurden zwischen dem 31.03.2020 und
10.03.2022 im ambulanten und stationdren Bereich des Dr. von Hauner’schen Kinderspitals
und der Kinderklink Schwabing in Miinchen rekrutiert. Im Rahmen eines Multi-Omics Ansatzes
wurden fir die Pad-COVID-19 Studien neben EDTA Blutproben fiir die Erstellung von
Immunprofilen mittels Durchflusszytometrie auch Proben fiir RNA-, Zytokin-, und

Proteinisolation gesammelt.

Neben Patient:innen mit SARS-CoV-2 Infektion wurden (1) gesunde Kontrollpersonen,
(2) Patient:innen mit einer anderen Infektionskrankheit als COVID-19 als Infektionskontrollen
und (3) Patient:innen mit einem Multisystem Inflammatory Syndrome in Children (MIS-C) in

die Studie aufgenommen (siehe Tabelle 7-1).

Blutproben wurden nach erfolgter Studieneinwilligung im Rahmen von klinischen
Untersuchungen gesammelt, um die Belastung durch die Studienteilnahme fir junge
Patient:innen zu minimieren. Bei Patient:innen mit einem schwereren Krankheitsverlauf und
langerem Krankenhausaufenthalt wurde eine mehrfache Probenentnahme angestrebt, um
den longitudinalen Verlauf immunologischer Veranderungen nachvollziehen zu kénnen.
Hierzu wurden die Patient:innen alle 3t1 Tage angesprochen und nach Einwilligung bei der

nachsten Routine Blutentnahme eine weitere Probe gesammelt.

Studiengruppen Einschlusskriterium
COVID Patient:innen mit einem positiven SARS-CoV-2 PCR Testergebnis
Kontrolle Gesunde Patient:innen, keine Vorerkrankungen

Patient:innen, mit Symptomen einer respiratorischen oder

Non-COVID
on-co gastrointestinalen Infektion und einem negatives PCR-Testergebnis

MISC Patient:innen mit Multisystem Inflammatory Syndrome in Children

Tabelle 7-1 - Studiengruppen
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7.2 UNTERSUCHUNGSPOPULATION UND KONTROLLGRUPPEN

Als Untersuchungspopulation wurde Sauglinge, Kinder, Jugendliche und junge Erwachsene mit
akuter SARS-CoV-2 Infektion definiert (siehe Tabelle 7-2). Neben dem Alter wurden weitere
Kriterien fiir die Aufnahme in die COVID-Studiengruppe definiert. Erstens, das Vorliegen ein
positives PCR-Testergebnis bei Aufnahme oder ein Nachweis Uber ein externes PCR-
Testergebnis maximal 7 Tage vor Aufnahme. Zweitens, das Vorliegen einer unterschriebenen
Einwilligungserklarung. Bei Minderjahrigen ist die Einverstandniserklarung mindestens eines
Elternteils rechtlich vorgeschrieben, soweit organisatorisch moglich wurde die Einwilligung
beider Elternteile angestrebt. Es wurde aullerdem eine kindergerechte und eine
jugendgerechte Aufklarung verfasst und der Kindeswunsch zur Teilnahme an der Studie

bericksichtigt.

Als Ausschlusskriterium wurde das Vorliegen einer schweren Vorerkrankung mit starken
Auswirkungen auf das hamatopoetische System oder eine aktuelle immunsuppressive
Behandlung festgelegt. Hierunter entfallen maligne Erkrankungen oder eine aktuelle laufende
Chemotherapie und angeborene Immundefekte und hereditare Erkrankungen des

blutbildenden Systems.

Gesunde, altersentsprechende Kontrollpersonen wurden eingeschlossen, um die
Veranderungen des Immunprofils der Patient:innen mit SARS-CoV-2 Infektion gegeniber
dem gesunden, altersentsprechenden Immunprofil zu vergleichen. Diese Patient:innen
wurden aus der kinderchirurgischen Tagesklinik des Dr. von Hauner’schen Kinderspitals

rekrutiert.

Um die Spezifitdit der Immunantwort auf SARS-CoV-2 herauszufinden wurde eine zweite

Kontrollgruppe rekrutiert. Patient:innen, die sich mit Symptomen einer akuten

Gruppe Definition
<1 Sauglinge — jlinger als ein Jahr
1-10 Kinder — 1-10 Jahre
11-18 Jugendliche — 11-18 Jahre
>18 Junge Erwachsene — 19-40 Jahre

Tabelle 7-2 - Altersgruppen
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respiratorischen oder gastrointestinalen vorstellten und daraufhin behandelt wurden, wurden
in diese Gruppe aufgenommen. Da besonders in der Notaufnahme nicht immer ein
Erregernachweis angestrebt wird, wurde nach Ausschluss einer SARS-CoV-2 Infektion mittels
PCR-Test die klinische Einschatzung des diensthabenden Arztes als Einschlusskriterium

ibernommen.

Patient:innen mit MIS-C wurden eingeschlossen, um Immunprofilveranderungen wahrend
akutem COVID-19 von inflammatorischen Spatfolgen abzugrenzen. Nach Stellung der
klinischen Diagnosestellung von MIS-C wurden die Patient:innen von den Stationen der

Studienzentren rekrutiert.

Der Krankheitsverlauf der Patient:innen wurde auf Basis einer von der WHO Guideline zur
Beurteilung des Krankheitsverlaufs von SARS-CoV-2 Patient:innen klassifiziert (siehe

Tabelle 7-3) (WHO 2020).

Patientenzustand Beschreibung Score
Nicht infiziert Kein klinischer oder virologischer Nachweis einer 0
Infektion oder MIS-C
Keine Einschrankung der Aktivitat / Asymptomatisch 1
Ambulant - Mild
Leichte Einschrankung der Aktivitat 2
Hospitalisiert, keine Sauerstofftherapie 3
Hospitalisiert — Moderat
Sauerstoff Gber Nasenbrille oder Maske 4
Nicht-invasive Beatmung (NIV) oder High-Flow 5
Hospitalisiert — Schwer Intubation und mechanische Beatmung 6
Beatmung + zusatzliche Organunterstitzung 7
(Vasopressoren, Dialyse, ECMO)
Tot Tot 8

Tabelle 7-3 - Klassifikation Krankheitsverlauf - basierend auf (WHO 2020)
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7.3 DATENERHEBUNG

Bei Vorstellung im Krankenhaus wurden die Patient:innen und lhre Begleiter:innen
angesprochen und die Pad-COVID-19 Studie vorgestellt. Bei Interesse erfolgte eine kind- und
jugendgerechte Aufklarung Uber Studienziele, Nutzen und Risiken. Es wurde auf die
Freiwilligkeit der Teilnahme und die Mdoglichkeit Gber eine riickwirkende Auflésung der

Einwilligung aufgeklart.

Nach erfolgter Einwilligung des/der Patient:in und mindestens eines Elternteils wurde je nach
Alter des/der Patient:in eine Eigen- oder Fremdanamnese mittels eines strukturierten

Fragebogens erhoben. Der gesamte Fragebogen liegt im Anhang bei.

Im ersten Abschnitt des Fragebogens wurde jeder/m Patient:in eine eindeutige Studien-ID
(COV-xxx) zugeteilt und das Datum der Datenerhebung eingetragen. Im zweiten Abschnitt
werden Patientendaten wie Geschlecht, Gewicht und GroRe erfasst. Herkunftsland des Vaters
und der Mutter wurden auf freiwilliger Basis erfragt. Abschnitt drei befasst sich mit der Impf-
und Infektanamnese, Abschnitt vier enthalt Fragen zur SARS-CoV-2 Diagnostik und Abschnitt
funf zu moglicherweise bekannten Kontaktpersonen des Kindes oder Jugendlichen, bei denen
eine Ansteckung hatte geschehen kdnnen. Abschnitt sechs des Fragebogens erfragt
allgemeine, respiratorische, gastrointestinale und SARS-CoV-2 spezifische Symptome
wahrend der Dauer der Erkrankung. Das Vorhandensein der jeweiligen Symptome und die
Dauer seit Beginn zum Zeitpunkt der Datenerfassung wurden erfragt. AuBerdem wurde
erfragt, ob und wie die Symptome vor der Vorstellung im Krankenhaus mit Haushaltsmitteln
und Medikamenten behandelt wurden. Im Abschnitt sieben werden bestehende
Vorerkrankung des/der Patient:in abgefragt. Der achte Abschnitt erfragt regelmaRig

eingenommene Medikamente.

Zusatzlich wurden Informationen lber das elektronische Patientenverwaltungssystem und die
Patientenkurve erhoben. Informationen zu therapeutischen Malnahmen,
Medikamentengaben und Verlegungen wurden aus der Patientenkurve erhoben und in eine
elektronische Datenbank Ubertragen. Klinische Laborergebnisse wurden aus dem
elektronische Patientendatenverwaltungssystem ausgelesen und ebenfalls in einer
elektronischen Datenbank gespeichert. Die Daten aller Studienteilnehmenden wurden durch

eine fortlaufende Studien-ID pseudonymisiert.

23



7.4 PROBENGEWINNUNG

Blutproben wurden zum nachstmdéglichen Zeitpunkt nach Aufnahme in die Studie gewonnen.
Hierbei wurde darauf geachtet die Abnahme mdoglichst gleichzeitig mit einer
Routineuntersuchung durchzufiihren, um die jungen Patient:innen nicht mit multiplen
Abnahmen zu belasten. Bei den gesunden Kontrollprobanden wurde nach Einwilligung der
Patient:innen und eines Elternteils das Blut firr die Proben wahrend kleiner chirurgischer
Eingriffe, wie zum Beispiel Plattenentfernung nach Knochenbriichen, unter Sedierung oder

Narkose abgenommen.

Blutproben wurden in 1.2 ml Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Probenréhrchen gesammelt
und bei Raumtemperatur gelagert. Die durchflusszytometrische Messung erfolgte innerhalb

von 24 Stunden.

7.5 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Fir die durchflusszytometrische Analyse wurden die Blutproben in drei gleichgrof3e Aliquote
zu je 400 pl aufgeteilt. Die Aliquoten wurden mit unterschiedlichen Panels aus monoklonalen
Antikorpern gefarbt (fiir Liste der Antikdrper, siehe Anhang — Tabelle Al). Panel 1 enthalt
Antikorper zur Analyse von CD3+ T-Zellen, Panel 2 Antikérper zur Analyse von B-Zellen und
Panel 3 Antikérper zur Analyse von Monozyten, dendritischen Zellen und Natirlichen
Killerzellen ~ (NK-Zellen).  Panel-2-Blutaliquote  wurden vor der Farbung mit
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) (Hersteller: Gibco) gewaschen, um freies
Immunglobulin zu entfernen und eine korrekte Farbung mit Anti-IlgD- und Anti-IgM-
Antikorpern zu ermdglichen. Rote Blutkdrperchen wurden mit 1x BD FACS Zell Lyse Lésung

(BD Bioscience) nach den Anweisungen des Herstellers lysiert.

Probenmessung wurden mit einem LSR Fortessa Flow Cytometer (BD Bioscience)
durchgefiihrt. Die Ausgabedateien wurden mit der Software FlowJo (TreeStar) analysiert.

Fluoreszenz-Kompensation und das Gating der Zellpopulationen wurde manuell durchgefihrt.

Durchflusszytometrische Daten werden mit Hilfe einer Gating-Strategie analysiert. Zellen
werden hierarchisch nach dem Vorhandensein eines Oberflaichenmolekiils auf der Zelle
charakterisiert und so schrittweise einer vorher definierten Immunzellpopulation zugeordnet.

Die in dieser Studie verwendete Gating-Strategie ist im Anhang dargestellt. In Tabelle A2 im
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Anhang sind die Definitionen der einzelnen Zellpopulationen nach Marker Expression

aufgefihrt.

Durchflusszytometrische Daten werden entweder als absolute Zellzahlen oder relative Anteile
dargestellt. Relative Anteile sind gegeniliber Schwankungen der ProbengrofRe stabiler und
werden deswegen in der vorliegenden Arbeit verwendet. Der verwendete Zahler der
untersuchten Zellpopulation ist immer eine in der in der Gating-Strategie vorangegangene

Zellpopulation und in den Abbildungen mit angegeben.

Das Farben der Blutaliquoten, die Messung am FlowCytometer, Fluoreszenz-Kompensation
und das initiale Gating wurden von R. Conca, Forschungslabortechniker, am Comprehensive

Childhood Research Center (CCRC) des Dr. von Hauner’schen Kinderspitals durchgefiihrt.

7.6 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistischen Analysen und Visualisierungen wurden in R-Studio, Version 4.1.0,
durchgeflhrt. Es wurde keine Randomisierung oder Verblindung durchgefiihrt. Proben von 86
Proband:innen waren fir die mehrfarbige durchflusszytometrische Analyse von Vollblut
verfligbar. 12 Patient:innen wurden aufgrund schwerwiegender medizinischer
Vorerkrankungen, wie z. B. einer aktiven onkologischen Erkrankung oder einer
Organtransplantation mit anschlieRender Immunsuppression, von der statistischen
Auswertung ausgeschlossen. Somit standen 74 individuelle Patient:innen mit n>=1 Proben zur

Analyse zur Verfligung.
Korrelationen sind als Spearman-Korrelationskoeffizienten angegeben.

Dargestellte Regressionen sind einfache lineare Regressionen. Das R2-Kriterium, bei dem die
Residuen der Regression ins Verhadltnis zu den Residuen eines einfachen Mittelwerts gesetzt

werden, wurde als Goodness-of-Fit (dt. Anpassungsgiite) Kriterium ausgewahlt.

Die Daten wurden zundchst mit dem Shapiro-Wilk-Test auf ihre Normalverteilung hin
Uberprift. Bei parametrischen Daten wurden die Signifikanz der Ergebnisse mit einem
zweiseitigen t-Test festgestellt. Nichtparametrische Daten wurden mit dem zweiseitigen
Wilcoxon-Rank-Sum-Test flir den Vergleich zweier Gruppen analysiert. Multiple-Test-
Correction wurde mit Hilfe der Benjamini-Hochberg-Prozedur durchgefiihrt. p-Werte von

weniger als 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Sofern nicht anders angegeben,
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wird die Anzahl der Proben als n bezeichnet. Es wurde keine statistische Methode verwendet,

um die Stichprobengrolie fiir die Analysen im Voraus zu bestimmen.

Principal-Component-Analysis (PCA, dt. Hauptkomponenten Analyse) ist eine mathematische
Methode, die zur Dimensionsreduktion hochdimensionaler Daten eingesetzt wird, wie sie bei
RNA-Sequenzierungs- oder Durchflusszytometrieexperimenten generiert werden. Ein grof3er
Anteil der Varianz hochdimensionaler Daten, also statistischer Information, kann erhalten und

in wenigen Vektoren reprasentiert werden. (Ringnér 2008)

Mathematisch werden Eigenvektoren berechnet, die eine lineare Kombination der
urspriinglichen Variablen sind. Die Eigenvektoren liegen orthogonal zueinander im
hochdimensionalen Raum, sind also statistisch unabhangig voneinander. Die Eigenschaft
dieser Eigenvektoren ist es, dass die Gesamtvarianz des Datensatzes entlang jedes Vektors
maximiert wird, bevor der ndchste Eigenvektor berechnet wird. Es ldsst sich dann die

projizierte Position jeder einzelnen Probe auf den jeweiligen Eigenvektoren bestimmen.

Je groBer der Abstand zweier Proben auf einem Eigenvektor, desto groer ist auch der
geometrische Abstand dieser Proben im hochdimensionalen Raum. Der Anteil, den eine
einzelne Variable bei der Konstruktion eines Vektors hat, wird als ,Loading” oder Gewichtung
bezeichnet. Wenn ein Eigenvektor parallel zu der Axe einer Variablen, zum Beispiel einer
Zellpopulation ist, ist das so genannte ,Loading” = 1, wenn der Eigenvektor orthogonal zu
dieser Axe ist, betragt das Loading = 0. Je grofRer das Loading ist, desto hoher ist der Anteil
der Varianz, den eine Variable bei dem jeweiligen Eigenvektor erklart. (Ringnér 2008; Jolliffe

2005; Giuliani 2017)

Bei der vorliegenden Arbeit wurde vor der Berechnung der Eigenvektoren eine Normalisierung
durchgefiihrt, so dass alle Werte als Standard-Deviations-from-Mean (Standardabweichungen

vom gemeinsamen Mittelwert) reprasentiert wurden.
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8 ERGEBNISSE

8.1 KOHORTE
Im Zeitraum vom 31.03.2020 bis zum 10.03.2022 wurden am Dr. von Hauner’schen

Kinderspital und der Kinderklink Schwabing 138 Patient:innen fiir die Pad-COVID-19 Studien
rekrutiert. Durchflusszytometrische Messungen waren von 86 Patient:innen verfiligbar. Da
durchflusszytometrische Messungen innerhalb von 24 Stunden nach Abnahme der Blutprobe
durchgefiihrt werden missen konnten die Proben der nachts und an Wochenenden
rekrutierte Patient:innen nicht durchflusszytometrisch analysiert werden. Von 86 zur
Verfligung stehenden Spender*innen wurden 12 auf Grund von Vorerkrankungen aus dieser
Arbeit ausgeschlossen (siehe 7.2 Untersuchungspopulation und Kontrollgruppen). Somit

stehen insgesamt 74 individuelle Spender*innen zur Analyse zur Verfligung.

Die Altersverteilung ist nach Geschlecht und Altersgruppe aufgeschlisselt in Tabelle 8-1
aufgefiihrt. Das mediane Alter der COVID-Patient:innen betrug 14,5 Jahre mit einer Spanne
von 0 bis 40 Jahren. Das mediane Alter der gesunden Kontrollgruppe betrug 10 Jahre mit einer
Spanne von 0 bis 40. In der Non-COVID Kontrollgruppe lag das mediane Alter ebenfalls bei 10
Jahren und die Spanne reichte von 0 bis 33 Jahren. Die rekrutierten Patient:innen, bei denen

MIS-C diagnostiziert wurde waren im Median 7 Jahre alt mit einer Spanne von 5 bis 8 Jahren.

Anzumerken ist, dass das mediane Alter der COVID-Gruppe hoher ist als in den andere
Untersuchungsgruppen. Dies erklart sich aus der relativ geringeren Anzahl der Patient:innen
in der Altersgruppe 1-10 in der COVID-Gruppe. AuRerdem ist eine Uberreprisentation
mannlicher Patienten in der gesamten COVID-Gruppe (mannlich 12 : 8 weiblich), besonders

aber in der 1-10 Altersgruppe zu bemerken (mannlich 4 : 0 weiblich).

Kontrolle CoviD Non-COVID MISC

n=27 n=20 n=22 n=5
f m f m f m F m
<1 Jahr 0 3 1 3 1 2 0 0
1-10 Jahre 6 5 0 4 2 6 1 4
11-18 Jahre 1 6 4 3 2 3 0 0
> 18 Jahre 4 2 3 2 3 3 0 0

Tabelle 8-1 - Altersverteilung
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Bei den MISC Patient:innen zeigte sich ebenfalls eine Uberreprisentation von mannlichen
Kindern. In Einklang mit bestehender Literatur alle Patient:innen im jlingeren Grundschulalter

zwischen 5 und 8 Jahren.

Vorerkrankungen lagen bei einigen Patient:innen vor und sind in Tabelle 8-2 aufgefiihrt. In der
COVID-Gruppe waren Allergien am haufigsten, in der Non-COVID Gruppe waren
respiratorische Erkrankungen wie Asthma die haufigste Vorerkrankung. MISC-Patient:innen

hatten bis auf zwei Patient:innen mit einfachen Allergien keine Vorerkrankungen.

Non-
Kontrolle CovID COoVvID MISC

Allergien 1(4%) 3 (15%) 1(4%) 2 (40%)
Pulmonal 0 0 3 (14%) 0
Kardiovaskular 0 1 (5%) 1(4%) 0
Neurologisch/Neuromuskular 0 1(5%) 2 (9%) 0
Nephrologisch 0 1 (5%) 1(4%) 0
Hamatologisch/Onkologisch 0 1(5%) 2 (9%) 0
Angeborene Immundefekte 0 0 0 0
Autoimmun 0 1(5%) 0 0
Diabetes mellitus 0 0 1(4%) 0

Tabelle 8-2 - Vorerkrankungen

8.2 KLINISCHE CHARAKTERISIERUNG

8.2.1 Krankheitsverlauf
Krankheitsverlaufe der Patient:innen wurden mit Hilfe der in Abschnitt 7.1 beschriebenen

Skala in Schweregrade eingeteilt. In Tabelle 8-3 sind die Krankheitsverlaufe und Symptomatik

der Patient:innen nach Alter und Diagnose aufgeschliisselt dargestellt.

60 % der COVID-Patient:innen zeigten einen moderaten Krankheitsverlauf. Drei Patient:innen
waren asymptomatisch. In diesem Fall wurde die SARS-CoV-2 Infektion zufalligim Rahmen von
Routinetests entdeckt. In der Altersgruppe <1 Jahr gab es keine milden und asymptomatischen
Falle, vermutlich wegen seltenerer Routinetests. Ein Patient erlitt einen schweren

Krankheitsverlauf mit mehrtagigem Intensivaufenthalt und invasiver Beatmung.

Vergleichbar mit der COVID-Gruppe zeigten 46% der Patient:innen in der Non-COVID
Kontrollgruppe einen moderaten Verlauf. Es gab ebenfalls einen schwer erkrankten Patienten.

Patient:innen mit MISC waren deutlich schwerer betroffen als COVID-Patienten. 60% erlitten
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einen schweren Verlauf mit Intensivpflichtigkeit, die restlichen 40% erlebten

einen moderaten Verlauf.

Erwartbarerweise gab es weder in der Non-COVID Gruppen noch in der MISC Gruppe
asymptomatischen Falle, da auf andere Erreger nicht routinemaRig getestet wurde, wie auf
SARS-CoV-2 wadhrend der Pandemie, und MIS-C eine rein anamnestisch-symptomatische

Diagnose ohne spezifischen Nachweis ist.

8.2.2 Symptomatik
Allgemeine und respiratorische Symptome waren in der COVID-19 Gruppe die haufigsten

Symptome. 65% der Patient:innen gaben Erschépfung an und die Halfte zeigte fieberhafte
Temperaturen. 60% der Patient:innen litten an Husten und 50% berichteten von Luftnot. 30%
der Patient:innen hatten zusatzlich an gastrointestinalen Symptomen wie Diarrhoe, Ubelkeit

mit Erbrechen und Bauchschmerzen. Diese Symptome waren insbesondere bei

CoviID Non-COVID MISC
Altersgruppe <1 110 1118 >18 Total <1 110 1118 >18  Total 1-10
Fallzahl n=4 n=4 n=7 n=5 n=20 n=3 n=8 n=5 n=6 n=22 n=5
Krankheitsverlauf
Asymptomatisch 0 2 1 0 3(15%) O 0 0 0 0 0
Mild 0 oO0 1 3 4(20%) O 2 3 6 11 (50%) 0
Moderat 4 1 5 2 12 (60%) 2 6 2 0 10(46%) 2 (40%)
Schwer 0 1 0 0 1 (5%) 1 0 0 0 1 (4%) 3 (60%)
Symptome
Fieber 3 2 3 2 10(50%) 2 6 3 1 12 (55%) 5 (100%)
Husten 4 1 4 3 12(60%) 2 3 1 2 8(36%) 1(20%)
Luftnot 2 2 4 2 10(50%) 3 2 1 0 6(27%) 2(40%)
Halsschmerzen 0 0 2 3 5(25%) O 1 2 5 8(36%) 1(20%)
Rhinitis 4 1 4 2 11(55%) 1 2 1 5 9(41%) 2 (40%)
Diarrhoe 2 0 1 3 6(30%) O 1 2 1 4(18%) 4(80%)
Emesis 1 2 2 1 6(30% 1 2 1 0 4(18%) 4(80%)
Bauchschmerzen 1 1 2 0 4(220%) O 2 2 0 4(18%) 4(80%)
Erschopfung 3 1 4 5 13(65%) 1 5 5 2 13(59%) 5 (100%)
Kopfschmerzen 0 0 4 5 9(45%) O 2 4 3 9(41%) 4(80%)
Geiirr:‘;ti;\‘/’;‘just 0 1 4 2 7(3%) 0 0 1 0 1(5%) 1(20%)

Tabelle 8-3 - Krankheitsverlauf
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Sauglingen haufig. 35% der Patient:innen gaben Geschmacks- oder Geruchsverlust an, wobei
dies wegen fehlender Kommunikationsmoglichkeiten von Sduglingen mit hoher

Wahrscheinlichkeit die wahre Haufigkeit unterschatzt.

Die Non-COVID Kontrollgruppe prasentierte sich mit vergleichbarer Symptomatik.
Erschopfung und Fieber waren die haufigsten Symptome, gefolgt von Rhinitis und
Kopfschmerzen. Ein Teil der Patient:innen zeigte hauptsachlich Symptome eines oberen
Atemwegsinfekts wie Husten und Halsschmerzen. Ein weiterer Teil der Patient:innen

prasentierte sich mit vornehmlich gastrointestinalen Beschwerden.

Im Vergleich hierzu zeigte die Gruppe der MISC Patient:innen eine sehr andere und
eindrickliche Symptomatik: alle Patient:innen litten an Fieber und Erschopfung. Die restlichen
Symptome waren stark gastrointestinal betont. 80% der Patient:innen litten an Diarrhoen,
Erbrechen und Bauchschmerzen. Respiratorische Symptome wurden hingegen nur von einem

Teil der Patient:innen berichtet.

8.2.3 Behandlung
In Tabelle 8-4 sind Informationen lber den Krankenhausaufenthalt und die Behandlung der

Patient:innen dargestellt. Abbildung 8-1 zeigt den zeitlichen Ablauf der Erkrankung und

Behandlung.

75% der COVID-Patient:innen wurden in einem der beiden Studienzentren stationdr
behandelt. Bei 45% der Patient:innen wurde die Infektion mit SARS-CoV-2 bei der festgestellt.
Bei den restlichen 55% erfolgte die Testung aullerhalb der Studienzentren. 70% der
Patient:innen waren vor der Krankenhausvorstellung symptomatisch, teilweise seit mehr als
7 Tagen. Im Median war die Dauer des Krankenhausaufenthalts 3 Tage lang, die Spanne
reichte von 0 bis 21 Tagen. Insgesamt wurden drei Patient:innen intensivpflichtig: ein Patient
erlitt einen schweren Verlauf mit 11-tdagigem Intensivaufenthalt und verbrachte insgesamt 21
Tagen im Krankenhaus. Ein weiterer Patient wurde {iber Nacht zur Uberwachung
Ubernommen, jedoch am nachsten Morgen wieder entlassen. Ein letzter Patient wurde auf
Grund einer Verbrennung intensivpflichtig. 20% der Patient:innen bendtigten im Verlauf der
Behandlung eine Beatmungstherapie. Zwei Patient:innen erhielten Sauerstofftherapie per
Maske oder Nasenbrille. Ein Patient wurde per C-PAP unterstitzt. Ein Patient wurde auf Grund

der Schwere der Erkrankung intubiert. Medikamentds wurden COVID Patient:innen am
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CoviD Non-COVID MISC
Benotigte Krankenhausversorgung
stationare Behandlung (%) 15 (75%) 12 (55%) 5 (100%)
Intensivbehandlung (%) 2 (10%) 1 (5%) 3 (60%)
Mediane Aufenthaltsdauer (Spanne) 3 (0-21) 1(0-12) 9 (6-15)
Therapie
Sauerstofftherapiet 2 (10%) 1 (5%) 0
Nicht-invasive Beatmung (NIV,C-PAP)t 1 (5%) 2 (9%) 0
Intubationt 1 (5%) 1 (5%) 1 (20%)
NSAR 7 (35%) 4 (18%) 4 (80%)
Systemische Antibiotika 7 (35%) 6 (27%) 3 (60%)
Virostatika 1 (5%) 1 (5%) 0
Systemische Kortikosteroide 3 (15%) 4 (18%) 4 (80%)
Inotrope Unterstltzung/Vasopressoren 1 (5%) 0 3 (60%)

T Patienten wurden unter der invasivsten Beatmungsform gelistet
Tabelle 8-4 - Behandlung
haufigsten mit Nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR) (35%) und Systemischen Antibiotika
(35%) behandelt. 15% der Patient:innen erhielten zusatzlich eine antiinflammatorische
Therapie mit systemischen Kortikosteroiden. Der schwer betroffene, intensivpflichtige Patient
erhielt im Rahmen des Intensivaufenthalts zusatzlich inotrope Unterstlitzung und wurde mit

Virostatika behandelt.

Patient:innen aus der Non-COVID Gruppe wurden zu 55% aus der Notaufnahme rekrutiert.
Die mediane Aufenthaltsdauer ist mit einem Tag kiirzer als bei den COVID-Patient:innen. Die
Spanne der Behandlungsdauer reichte von 0 bis 12 Tagen. Am haufigsten wurden
die Non-COVID Patient:innen mit Antibiotika (27%), NSAR (18%) und Kortikosteroiden (18%)
behandelt. Da viele der Kinder nicht im Krankenhaus, sondern zu Hause versorgt wurden und
Medikamentengaben zu Hause nicht systematisch erfasst wurden besteht die Chance des

Underreportings.

Patient:innen mit MISC hatten insgesamt langerer Klinikaufenthalt und schwerere Verlaufe.
Im Median betrug der Krankenhausaufenthalt 9 Tage mit einer Spanne von 6-15 Tagen und
hoher Intensivpflichtigkeit. Im Vergleich zur COVID Gruppe spielte die Beatmungstherapie
kaum eine Rolle, dafir standen Immunmodulation mit systemischen Kortikosteroiden (80%)
und Fiebersenkung mit NSARs (80%) im Vordergrund der Behandlung. Zusatzlich erhielten 60%
der Patient:innen systemische Antibiotika und Vasopressoren zur hamodynamischen

Stabilisierung.
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Abbildung 8-1 - Syptomdauer und Behandlungsverlauf - Symptomedauer vor der Krankenhausvorstellung und Dauer des
Krankenhausaufenthalts aller COVID, Non-COVID und MISC Patient:innen gegen Tage seit der Krankenhausvorstellung auf der
x-Achse, wenn zutreffed Tag des 1. positiven PCR-Testergebnisses (+) und Beginn und Ende der Intensivbehandlung (X)
markiert. Farben und Formlegend neben der Abbildung.
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8.3 KLINISCHES LABOR
Das klinische Labor enthalt mit dem Blutbild, Entzindungsmarker, Gerinnung und Metabolite

wichtige Informationen Uber den klinischen Zustand der Patient:innen. Vorherige Arbeiten
haben gezeigt, dass schweres COVID-19 bei Erwachsenen mit schweren
Blutbildverdanderungen, dem Anstieg von Entziindungsparametern und
Gerinnungsveranderungen einhergeht (Zhou et al. 2020a; Mathew et al. 2020; Lucas et al.
2020). Bei Kindern waren diese Verdnderungen den im allgemeinen milderen
Krankheitsverlaufen entsprechend weniger stark ausgepragt (Shekerdemian et al. 2020; Qiu

et al. 2020).

Wahrend einige Marker feste Referenzbereiche haben, miissen fiir Kinder (iber den Verlauf
der Entwicklung bis zum Erwachsenenalter alterspezifische Referenzbereiche beachtet
werden (Institut flir medizinische und pharmazeutische Priifungsfragen 2013). Abbildung 8-2
zeigt eine Auswahl klinischer Laborergebnissen, die fir die klinische Versorgung von
Patient:innen mit Infektionskrankheiten relevant sind und bei COVID-19 bereits als

pathologisch verandert beschrieben worden sind mit altersunspezifischen Referenzbereichen.

Klinisches Labor
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Abbildung 8-2 - Klinisches Labor - Klinische Laborparameter der Studiengruppen, Einheit im Kacheltitel, Achse wie beschriftet,
Referenzbereiche grau hinterlegt. Die Resultate der statistischen Tests sind als p-Werte ermittelt durch Wilcoxon-Rank-Sum-
Test angegeben, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Farben- und Formlegend unter der Abbildung
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Der Grofiteil der COVID Patient:innen zeigte keine ausgepragten Entziindungszeichen im
klinischen Labor. C-reaktives Protein (CPR), Procalcitonin, und IL-6, die drei gangigsten
klinischen Entziindungsparameter, waren fir alle bis auf zwei Patient:innen im Normbereich.
Die erhohten Werte gehdren zu zwei schwerer erkrankte padiatrische COVID-19 Patient:innen.
Diese prasentierten sich mit erhéhtem CRP, Procalcitonin und IL-6. Aullerdem zeigten sie

erhohte Laktatdehydrogenase (LDH) Aktivitat im Blut.

Die Patient:innen der Non-COVID Gruppe prasentierten sich mit dhnlichen Laborbilder. Auch
hier zeigte eine Subgruppe der Patient:innen erhéhte Entziindungsparameter. Im Gegensatz
hierzu hatten Patient:innen mit MISC gegeniiber der COVID Gruppe signifikant erhéhte CRP
und Procalcitonin Werte, wobei sich eine Aufspaltung in einen Phanotyp mit stark erhohter
inflammatorischer Signatur und einen weniger stark ausgepragten Phanotyp zeigte. Diese
Werte stehen mit dem inflammatorischen Charakter der Erkrankung in Einklang, zeigen jedoch
auch wie sich auch hier unterschiedliche Schweregrade im klinischen Labor widerspiegeln

kénnen.

Im Gerinnungslabor zeigten sowohl die COVID als auch die Non-COVID Gruppe normwertige
Laborergebnisse. Einzig Fibrinogen, das als akute Phase Protein gewertet wird, war bei einer
Untergruppe der COVID-19 Patient:innen und Non-COVID Patient:innen erhoht. Patient:innen
mit MISC zeigten erhohte Fibrinogen-Werte und eine gegenliber COVID Patient:innen

signifikant verringerte Antithrombin-Aktivitat.

Das klinische Laborbild der COVID-19 Patient:iinnen zeigt grofStenteils den milden und
moderaten Verlaufen entsprechende Werte. Non-COVID Patient:innen prasentierten sich mit
vergleichbaren Laborbildern. Im Gegensatz hierzu zeigten Patient:innen mit MIS-C eine
ausgepragte inflammatorische Signatur. Pathologische Verdanderungen des Gerinnungslabors
war bei COVID und Non-COVID Patient:innen nicht vorhanden. Nur die Gruppe der MIS-C
Patient:innen zeigte ibergreifend Veranderungen der Blutgerinnung mit prothrombotischem

Charakter.

In Abbildung 8-3 sind vier fiir die Immunphanotypisierung relevante Parameter des klinischen
Blutbilds dargestellt. Auf Grund der altersabhangige Referenzbereich sind Lymphozyten,
Neutrophile Granulozyten & Monozyten gegen einen Altersverlauf dargestellt. Hier zeigte sich,

dass 8 Covid Patient:innen eine gegeniiber der altersspezifischen Referenzspanne erniedrigte

34



Leukozyten Lymphozyten Neutrophile Granulozytei Monozyten
<o © 3
10.0 |
15
3 g 10.0 a ® S
o A o 7.5 o1
12 | @
- g AD 7.5 0 & a
©glee, ¢ 50/ % ¢ S o 5 ¢
°1® <§x> @ g 501%a Py oo 1 @
1 o
e & @ ° g s @ ® o0 @
6{%A QE“ - 2.5—20 oA o®o o oo o %
o - 0ET 8% 251 9 T, goo% A
JL o = ° e oe © * s
0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30
Age Alter Alter Alter

Status B8 COVID B8 Non-COVID BB MISC  Krankeitsverlauf © asymptomatisch © mild ¢ moderat A& schwer

Abbildung 8-3 - Klinisches Blutbild - Immunzelltypen in G/I gegen Alter, Referenzbereich in grau hinterlegt. Farben- und
Formlegende unter der Abbildung.

Leukozyten Zahl aufwiesen. Diese war auch bei 9 Non-COVID und 2 MISC Patient:innen zu
beobachtet. Lymphopenie gilt als ein Kennzeichen einer COVID-19 Erkrankung und der
Schweregrad lasst Riickschliisse und Vorhersagen tiber den Verlauf und den Ausgang schwerer
Infektionen zu, wobei niedrigere Lymphozytenzahlen mit einem schlechteren Ausgang
assoziiert sind (Huang und Pranata 2020). Nur drei COVID Patient:innen, unter anderem ein
schwer betroffener Patient, zeigten im klinischen Blutbild eine nachweisbare absolute

Lymphopenie. In der Non-COVID Gruppe war dies bei 6 Patient:innen und drei von fiinf MISC

Patient:innen zu finden.

Sowohl neutrophile Granulozyten als auch Monozyten waren in der COVID Gruppe im
altersentsprechenden Referenzbereich. In der Non-COVID Gruppe zeigte eine Subgruppe der

Patient:innen eine leichte Erhéhung der Monozyten Zahlen.

Das klinische Labor padiatrischer COVID-Patient:innen zeigt den milden Verlaufen
entsprechend keine schweren Blutbildverdnderungen und nur bei einer Untergruppe der
Patient:innen eine inflammatorische Signatur. Verdanderungen waren mit der Schwere der

Erkrankung assoziiert und somit bei schwerer betroffenen Patient:innen starker ausgepragt.

Die Non-COVID Gruppe prasentierte sich mit groRRtenteils vergleichbaren Blutbildern. Dies
bietet weitere Evidenz daflir eine Vergleichbarkeit der beiden Gruppen hinsichtlich
systemischer inflammatorischer Prozesse anzunehmen. MIS-C grenzte sich zu beiden Gruppen
durch eine inflammatorische Signatur und mit erhéhter Pravalenz auftretender Lymphopenie

ab.
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8.4 IMMUNPHANOTYPISIERUNG

8.4.1 Stratifizierung

Die Frequenz und funktionelle Kapazitdt verschiedener Immunzell-Subpopulationen zeigen

eine breite, altersbedingte Varianz. Diese ist bei Immunzellen der adaptiven Immunantwort

besonders ausgepragt. Aber auch Zellen der angeborenen Immunantwort zeigen liber den

Verlauf des Lebens eine funktionelle Entwicklung. (Simon et al. 2015; Valiathan

Um Abhadngigkeiten innerhalb des Datensatzes aufzudecken und die

Stratifizierungsstrategien zu (Uberprifen, wurde innerhalb der

et al. 2016)

Validitat der
COVID-Gruppe eine

Korrelationsanalyse aller gemessenen Immunzellsubpopulationen mit klinischen Verlaufs-

und Laborparametern und eine PCA, wie in Abschnitt 7.6 beschrieben, durchgefiihrt.

Abbildung 8-4 zeigt eine Heatmap der Korrelationskoeffizienten. Von 28 bestimmten T und B-

Zellsubpopulationen zeigten 14 innerhalb der COVID-Gruppe eine signifikante Korrelation mit

dem Alter der Patienten. Hiervon waren 9 nach der Korrektur fiir multiples Testen bei einem

alpha-Niveau von 0.1 signifikant. Bei Zellen der angeborenen Immunantwort war diese starke,

altersabhéangige Varianz nicht zu beobachten.
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Abbildung 8-4 - Korrelations-Heatmap — Spearman-Korrelationskoeffizienten der angegebenen klinischen Eigenschaften und
Laborwerten mit Immunzellfrequenzen. Die Resultate der statistischen Tests sind als p-Werte ermittelt durch Wilcoxon-Rank-

Sum-Test, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, Multiple-Test-Correction wurde mittels Benjamini-Hochberg Prozedur

durchgefiihrt, schwarzer Rahmen FDR < 0.1, Farblegende oben-links neben der Abbildung
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Nur eine Zellsubpopulation (mDCs), war signifikant mit der Schwere des Krankheitsverlaufs
korreliert, was sich wahrscheinlich auf die geringe Anzahl schwerer Verlaufe und generell
geringe Varianz hinsichtlich des Krankheitsverlaufs innerhalb der COVID-Gruppe zurlickfihren
lasst. Mehrere B-Zell-Subpopulationen zeigten signifikante Korrelationen mit PCT, Kreatinin,
Harnstoff und der partiellen Thromboplastinzeit-Zeit (pTT). Naive B-Zellen und IgG-
produzierende Gedachtnis B-Zellen (class-switch CD19m) waren jeweils gegensatzlich mit
Kreatinin, Harnstoff und PCT und signifikant mit dem Alter der Patient:innen korreliert, was
auf einen maskierten, mit dem Alter der Patient:innen korrelierten Effekt hindeutet, da naive

und Geddchtnis B-Zellen ein gegenlaufige Altersabhangigkeit aufweisen.

Um Quellen von Varianz in unserem Datensatz weiter zu explorieren, wurde eine
Hauptkomponentenanalyse (engl. Principal component analysis — PCA), wie im

Methodenabschnitt 7.6 beschrieben, durchgefiihrt und in Abbildung 8-5 dargestellt.

Hierbei zeigte sich, dass sich die Altersgruppen, diagnoseunabhangig, entlang der ersten
Hauptkomponenten, der 25.25% der Varianz im gesamten Datensatz reprdsentiert, aufreihen.
Der erste Eigenvektor, auf den der hochste Anteil der Gesamtvarianz projiziert ist, hat mit dem
Alter der Patient:innen einen Korrelationskoeffizienten nach Pearson von 0.71
(Konfidenzintervall:  0.575023- 0.8111413) , und die gepoolten Altersgruppen mit
Patient:innen aus allen Studiengruppen sind hochsignifikant unterschiedlich voneinander.
Hingegen Bestand zwischen den Studiengruppen entlang des ersten Hauptkomponenten kein

signifikanter Gruppenunterschied.

Die Gewichtungen der Immunzellsubpopulationen zeigen, dass besonders naive und unreife
T- und B-Zellen, und antigenerfahrene T- und B-Zellen in der Konstruktion dieses
Hauptkomponenten wichtig sind. Die Verschiebung adaptiver Immunzellen von naiven und
unreifen Phanotypen hin zu antigenerfahrenen Phanotypen ist also der wichtigste Faktor flr
die Auffacherung entlang des ersten Hauptkomponenten und somit fir die Unterschiede

zwischen den Altersgruppen.

Der zweite Hauptkomponent, auf den 10,0% der Gesamtvarianz des Datensatzes projiziert
sind, zeigte keinen Unterschied zwischen den Altersgruppen. Daflir war die Gruppe der
gesunden Kontrollen signifikant verschieden von COVID, Non-COVID und MISC Patient:innen.
Ein signifikanter Unterschied zwischen COVID, Non-COVID und MISC Patient:innen bestand

hingegen nicht.
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Abbildung 8-5 - PCA-Analyse — Oben: Projektionen der Patient:innen Proben auf Principal-Componente 1 (PC1, dt. 1.
Hauptkomponent), links: Projektion der Altersgruppen, Mitte: Projektionen der Studiengruppen, Rechts: Gewicht der
Immunzellen bei PC1; Unten: Projektionen der Patient:innen Proben auf Principal-Componente 2 (PC2, dt. 2. Hauptkomponent),
links: Projektion der Altersgruppen, Mitte: Projektionen der Studiengruppen, Rechts: Gewicht der Immunzellen bei PC1; Die
Resultate der statistischen Tests sind als p-Werte ermittelt durch Wilcoxon-Rank-Sum-Test angegeben, * P<0.05, ** P<0.01,
*** p<0.001

Die Gewichtungen des zweiten Hauptkomponenten zeigen, dass aktivierte und Gedachtnis
Phanotypen von CD4+ und CD8+ T-Zellen auf der einen und terminal differenzierte und
seneszente CD4+ und CD8+ T-Zellen auf der anderen Seite fir die Unterscheidung von

gesunden und kranken Patient:innen wichtig sind.

Dies deutet darauf hin, dass die groRte Varianz innerhalb des in dieser Arbeit verwendeten
Datensatzes nicht durch die diagnosebezogene Gruppenzugehorigkeit (COVID, Non-COVID,
MISC, Kontrolle), sondern durch das Alter bedingt ist. Kranke Patient:innen unterscheiden sich
in ihrem globalen Immunprofil zwar signifikant von gesunden Proband:innen, jedoch nicht

voneinander.
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8.4.2 Adaptive Immunantwort — T-Zellen
Lymphopenie wird wahrend einer akuten COVID-19 Erkrankung haufig beobachtet, und

niedrige Lymphozytenzahlen sind bei Erwachsenen mit COVID-19 pradiktiv fiir einen schweren
Verlauf (Huang und Pranata 2020; Giamarellos-Bourboulis et al. 2020).
Bemerkenswerterweise zeigte eine Untergruppe erwachsener Patient:iinnen eine
Hyperaktivierung und Erschopfung von CD4+ und CD8+ T-Zellen. Diese kann zu einem
Cytokine-release syndrome (CRS) beitragen, das mit einer stark erhohten Sterblichkeit
verbunden ist (Mathew et al. 2020; Del Valle et al. 2020; Giamarellos-Bourboulis et al. 2020;
Lucas et al. 2020). Eine starke Aktivierung von CD4+ und CD8+ T-Zellen ist auch bei
Patient:innen mit MIS-C beschrieben worden. (Consiglio et al. 2020; Gruber et al. 2020; Vella
et al. 2020)

Abbildung 6-6 zeigt die Ergebnisse der immunphanotypischen Charakterisierung von T-Zellen.
In unserer Kohorte wiesen Kinder und Jugendliche mit COVID-19 eine gegeniiber der
gesunden Kohorte verminderten Anteil an T-Zellen unter allen Leukozyten auf. Diese war in
der Gruppe der Jugendlichen signifikant und nahrte sich der Signifikanzgrenze in der Gruppe
der Kinder von 1-10 Jahren (Abb.8-6 A). Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen
der COVID- und Non-COVID-Gruppe. Auch MISC Patient:innen hatten verminderte CD3-T-Zell-
Frequenzen, jedoch nicht signifikant weniger als altersentsprechende COVID Patient:innen.
Das Verhaltnis der CD4+ zu CD8+ T-Zellen blieb in der COVID-Gruppe unverandert. Eine
signifikante Verminderung zeigte sich altersiibergreifend bei den CD4+ T-Zellen und nicht bei

den CD8+ T-Zellen, wobei besonders CD4+ T-Zellen eine breite Streuung zeigten (Abb. 8-6 B).

In Ubereinstimmung mit friiheren Arbeiten (Saule et al. 2006; Valiathan et al. 2016) konnten
dynamische Verdanderungen in der Zusammensetzung der Immunzellen und ihrer
Untergruppen in Abhangigkeit vom Alter der Patient:innen beobachtet werden. Insbesondere
naive CD4+ und CD8+ T-Zellen zeigten mit zunehmendem Alter eine Abnahme (Abb. 8-6 C).
Dies spiegelt die natirliche Reifung des Immunsystems durch die antigengesteuerte
Generierung von Gedachtniszellen aus dem Pool der naiven Zellen wider (Saule et al. 2006).
Um der starken Altersabhdngigkeit der naiven T-Zellen Rechnung zu tragen, wurden die
Haufigkeit der Gedachtniszellen-Untergruppen als Anteil der nicht-naiven T-Zellen analysiert,
um diesen Effekt zu kontrollieren und Verschiebungen innerhalb dieser Zellpopulationen

klarer erkennbar zu machen.
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Abbildung 8-6 - T-Zellen — A, Frequenz CD3+ T-Zellen unter CD45+ Leukozyten; B, Frequenz von CD4+ und CD8+ T-Zellen unter
CD45+ Leukozyten; C, Frequenz von naiven CD4+ und CD8+ T-Zellen unter respektive allen CD4+ und CD8+ T-Zellen gegen Alter,
COVID-Patient*inne und gesunde Kontrollen; D, Relative Anteile zentraler Geddchtnis (engl. Central-memory, CM), Effektor-
Geddchtnis (engl. Effector memory, EM) und terminal differenzierter (engl terminally differentiated effector memory, TEM)
CD4+ und CD8+ T-Zellen unter nicht-naiven CD4+ und CD8+ T-Zellen; E, Reprdsentative Durchflusszytometrische Abbildungen
und Quantifizierung CD38+HLA-DR+ nicht-naiver CD4+ und CD8+ T-Zellen bei Kontrollen, COVID- und MISC-Patient:innen;
F, Durchschnittliche Fluoreszenz Intensitdt (engl. Mean-fluorescence intensity, MFI) von CD38 und HLA-DR der in E gezeigten
Populationen; G, Frequenzen wichtiger CD4+ T-Zell Subpopulationen unter CD4+ T-Zellen. Die Resultate der statistischen Tests
sind als p-Werte ermittelt durch Wilcoxon-Rank-Sum-Test angegeben, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Farben- und
Formlegende unter der Abbildung.




Bei Erwachsenen mit COVID-19 wurde eine erhebliche Heterogenitat der CD4+ T-Zell-
Phanotypen beschrieben. Proinflammatorische Zytokin-Signaturen und massive T-Zell-
Aktivierung wurden vor allem bei erwachsenen Patient:innen mit schwerem COVID-19
gefunden, wahrend eine T-Zell-Erschdpfung, charakterisiert durch Expression inhibitorischer
Oberflachenmolekiile wie CDTLA-4 und PD-1 bei einer Untergruppe mit mittelschwerer und

schwerer Erkrankung festgestellt wurde (Mathew et al. 2020; Lucas et al. 2020; Su et al. 2020).

In unserer Kohorte war das Kompartiment CD4+ T-Zellen von Kindern, Jugendlichen und
Erwachsenen mit COVID-19 durch héhere Frequenzen von CD45R0+ CCR7- Effektor-T-Zellen
und eine gleichzeitige Abnahme der CD45RO+ CCR7+ zentralen Gedachtnis-T-Zellen
gekennzeichnet (Abb. 8-6 D oben). Sduglinge hingegen zeigten den umgekehrten Trend,
gekennzeichnet durch eine Abnahme der Effektor-T-Zellen und einer Zunahme zentraler
Gedachtnis-T-Zellen Diese Verschiebung war auch bei den Nicht-COVID-Kontrollen variabler.
Sduglinge und Kinder zeigten keine Verschiebungen gegeniber gesunden Kontrollen.
Jugendliche und Erwachsenen hatten dhnlich wie COVID Patient:innen erhdhte Frequenzen
von Effektor-T-Zellen. Auch Patient:innen mit MIS-C zeigten erhohte Effektor T-Zell

Frequenzen.

Zytotoxische CD8+ T-Zellen werden mit dem Fortschreiten von einer leichten oder
mittelschweren COVID-19 Erkrankung hin zu einem schweren Verlauf in Verbindung gebracht.
Es wurden sowohl eine klonale Expansion in bronchoalveolaren Lavage-Proben (BAL) (Liao et
al. 2020) und als auch eine anhaltende Hyperaktivierung bis hin zur Erschopfung im peripheren
Blut beobachtet (Su et al. 2020; Candia et al. 2020). Bei MISC wurden Endothel-
patrouillierende CD8+ T-Zellen beschrieben, die mit der Entstehung vaskuldrer

Manifestationen der Erkrankung in Verbindung gebracht wurden. (Vella et al. 2020)

CD8+ T-Zellen zeigten bei COVID-Patient:innen keinen signifikanten Unterschied im Vergleich
mit Non-COVID oder MISC-Patient:innen. Auch bei der Verteilung der nicht-naiven CD8+
Gedachtnis-Subsets zwischen COVID-19-Patient:innen und Personen in der gesunden oder

Non-COVID-Kontrollgruppe gab es keine signifikanten Unterschiede (Abb 8-6 D unten).

CD38+ HLA-DR+ T-Zellen gelten als aktiviert, und es hat sich gezeigt, dass die Frequenz
aktivierter CD4+ als auch CD8+ T-Zellen bei Erwachsenen mit schwerem COVID-19-und MISC
Patient:innen erhoht ist. Aktivierte T-Zellen kénnen durch dysregulierte Zytokin-Freisetzung

zur Entstehung eines CRS und hierdurch zur immunvermittelten Organschadigung beitragen
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(Mathew et al. 2020; Candia et al. 2020; Del Valle et al. 2020; Lucas et al. 2020; Zhou et al.
2020c). Kinder und Jugendlichen zeigten eine leichte, nicht signifikante Erhohung aktivierter
CD4+ T-Zellen. CD8+ T-Zellen zeigten keine erkennbare Aktivierung gegeniiber gesunden
Kontrollpersonen. Im Vergleich dazu wiesen Patienten mit MIS-C signifikant erhohte
Frequenzen aktivierter CD4+ und CD8+ T-Zellen auf, was die hyperinflammatorische Natur der

Erkrankung unterstreicht (Abb. 8-6 E).

Aktivierte T-Zellen wiesen bei COVID-Patient:innen ein markantes Expressionsprofil der
Oberflachenmarker auf (Abb. 8-6 F). Die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von CD38 war
bei COVID-19 Patient:innen auf aktivierten CD4+ und CD8+ T-Zellen gegeniiber gesunden
Kontrollen und Non-COVID Patient:innen signifikant erhéht. Darliber hinaus wiesen COVID-
19-Patient:innen in allen Altersgruppen eine gegeniber der gesunden Kontrollgruppe
geringere HLA-DR-Oberflachenexpression auf, die auch in der Non-COVID Kontrollgruppe zu

beobachten war.

Es wird allgemein angenommen, dass T-Helfer-1-Zellen (Th1l) durch die Stimulierung
zytotoxischer T-Zellen und Makrophagen zur Viruskontrolle beitragen, wahrend Th2-Zellen
mit der Kontrolle von Parasiten und Helminthen in Verbindung gebracht werden. Th17
rekrutieren durch IL-17 und -22 Sekretion Neutrophile Granulozyten und Monozyten und
spielen bei der Abwehr von Bakterien- und Pilzinfektionen, aber auch bei
Autoimmunerkrankungen, eine wichtige Rolle. Regulatorische T-Zellen tragen durch Sekretion
von Interleukin-10 und Interleukin-35 zur anti-inflammatorischen Regulation von Th1l und

Th17 Zellen bei. (Candia et al. 2020).

Bei pdadiatrischen COVID-19 Patient:innen war keine klare Signatur innerhalb des CD4
Kompartiments erkennbar. Einzig jugendliche Patient:innen zeigten eine signifikant erhohte
Frequenz von Th17 T-Zellen. Die Frequenz regulatorischer T-Zellen war bei Sauglinge sowohl
in der COVID als auch in der Non-COVID Gruppe erhéht, auch wenn die Signifikanzgrenze nicht

Uberschritten wurde.

Insgesamt zeigen die T-Zell Profile von pddiatrischen COVID-19 Patient:innen, alterstypische
Veranderungen, eine Verschiebung von CD4+ T-Zellen zum Effektor Phanotyp und keine
signifikante Aktivierung. MISC Patient:innen hingegen prdsentierten sich mit gegeniber
COVID-19 Patient:innen signifikant erhohter T-Zell Aktivierung. Aktivierte T-Zellen von

COVID-19 Patient:innen zeigen einen auffalligen Phanotyp mit hoher CD38 und niedriger HLA-
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DR Expression. Allgemein bestand erhebliche Heterogenitat zwischen den Altersgruppen

innerhalb der Studiengruppen und zwischen leicht und schwer betroffenen Patient:innen.

8.4.3 Adaptive Immunantwort — B-Zellen
Eine verringerte  Anzahl  zirkulierender  B-Lymphozyten und eine robuste

Plasmablastenantwort sind bei Erwachsenen mit COVID-19 bereits beschrieben worden
(Mathew et al. 2020; Arunachalam et al. 2020; Lucas et al. 2020). Padiatrische Studien
lieferten bisher widerspriichliche Ergebnisse in Bezug auf die B-Zell-Haufigkeit und
konzentrierten sich stattdessen auf die Antikdrperproduktion als Stellvertreter fir die B-Zell-
Reaktion (Vella et al. 2020; Pierce et al. 2020). Trotz des post-infektiosen Zeitpunkts zeigten
Patient:innen mit MIS-C eine erhéhte Frequenz Antikérper produzierende Plasmablasten und
eine Bandbreite anti-viraler und autoreaktiver Antikorper. (Vella et al. 2020; Gruber et al. 2020;

Consiglio et al. 2020)

Abbildung 8-7 zeigt die Ergebnisse der immunphdnotypischen B-Zell-Charakterisierung.
Jugendliche COVID-19-Patient:innen wiesen in unserer Kohorte eine geringere Haufigkeit von
B-Zellen gegeniber der altersentsprechenden gesunden Vergleichsgruppe auf (Abb. 8-7 A).
Diese Veranderung war bei Sdauglingen, Kindern und Erwachsenen nicht zu beobachten. Der

Unterschied zur Non-COVID und MISC Gruppe war nicht signifikant.

Interessanterweise wurde bei Kindern und Erwachsenen mit COVID-19 im Vergleich zu
gesunden und Non-COVID-Kontrollen ein signifikanter Anstieg von CD24+CD38+
Transitionellen B-Zellen beobachtet (Abb. 8-7 B). Transitionelle B-Zellen stellen eine
Zwischenstufe der B-Zell Entwicklung dar. Nach der Emigration unreifer B-Zellen aus dem
Knochenmark findet die weitere Reifung in zu transitionellen B-Zellen in der Milz statt, wonach
diese in den Pool reifer B-Zellen in den Follikeln der Lymphknoten und Milz aufgenommen

werden. (Loder et al. 1999; Sims et al. 2005)

Die Verteilungen der B-Zell Gedachtnis Subpopulationen war auffallig verandert. Der Anteil
naiver B-Zellen war erhoht, der Anteil IgM (IgD+CD27+) und IgG-produzierender (IgD-CD27+)
Gedachtnis-B-Zellen hingegen erniedrigt (Abb. 8-7 C). Beide Verdnderungen waren in allen
Altersgruppen zu beobachten, jedoch unterschiedlich stark ausgepragt. Bei Erwachsenen war
die Erhéhung der Frequenz naiver B-Zellen und die Erniedrigung der Frequenz von Gedachtnis-

Subpopulationen klar zu erkennen und statistisch
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Abbildung 8-7 - B-Zellen — A, Frequenz CD19+ B-Zellen unter CD45+ Leukozyten; B, Frequenz transitionaler B-Zellen und CD19+
B-Zellen; C, Relative Anteile naiver (Naive), CD27-IgD-, IgM-produzierender Geddchtnis- (engl. Non-switch Memory, NS
Memory) und IgG-produzierender Geddchtnis (engl. Class-switch memory, CS Memory) B-Zellen unter CD19+ B-Zellen; D,
links, Frequenz von Plasmablasten unter nicht-naiven CD19+ B-Zellen, rechts, Durchflusszytometrische Abbildungen, die den
Verlauf der Plasmablastenfrequenz an den Tagen 10, 13, 19 und 67 nach Symptombeginn illustrieren. Die Resultate der
statistischen Tests sind als p-Werte ermittelt durch Wilcoxon-Rank-Sum-Test angegeben, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
Farben- und Formlegende unter der Abbildung.

signifikant. Ein dhnlicher Trend zeichnete sich bei Kindern und Jugendlichen ab, war jedoch

nicht durchgehend statistisch signifikant.

Einige Tage nach einer Infektion oder Impfung kann im peripheren Blut haufig ein
voribergehender Anstieg Antikorper-sezernierender CD24+ (CD38+ Plasmablasten
nachgewiesen werden (Ellebedy et al. 2014). In der Tat war eine COVID-19 Erkrankung bei der
Mehrheit der Kinder, Jugendlichen und Erwachsenen mit einem signifikanten Anstieg der
Plasmablastenfrequenz verbunden (Abb. 8-7 D). Bei Sduglingen war dies nicht zu beobachten.
Bemerkenswert ist, dass ein direkter Vergleich von COVID-19- und MIS-C-Patient:innen eine
ahnliche Hohe der Plasmablastenantwort zeigte. Trotz der beschriebenen Latenzphase von
mehreren Wochen zwischen der Infektion mit SARS-CoV2 und dem Auftreten von MIS-C war
die Haufigkeit von Plasmablasten bei Patienten mit MIS-C dhnlich hoch wie bei einigen der

padiatrischen COVID-19-Patienten.
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Die longitudinale Untersuchung eines schwer betroffenen COVID-19-Patienten zeigte eine mit
der Zeit abnehmende Frequenz der Plasmablasten nach initial sehr hohen Werten (Abb. 8-7
E). Der erfasste Hohepunkt lag 10 Tage nach Symptombeginn am Tag der
Krankenhausaufnahme. In den folgenden 9 Tagen nahm die Plasmablastenfrequenz
allmahlich ab. Einschrankend muss erwdhnt werden, dass der beschriebene Patient im
klinischen Kontext mit immunmodulatorischen und antiviralen Medikamenten behandelt
wurde, was vermutlich eine beeinflussende Rolle bei der Dynamik der Immunreaktion gespielt
hat. Bei der Nachuntersuchung zwei Monate nach dem Krankenhausaufenthalt waren die

Plasmablasten auf den Ausgangswert zuriickgegangen.

Insgesamt zeigte die Analyse des B-Zell-Kompartiments bei padiatrischem COVID-19 eine
Veranderungen der Zusammensetzung der B-Zell-Untergruppen mit verstarkter Mobilisierung
von Ubergangszellen aus dem Knochenmark und eine Erhéhung des Anteils naiver Zellen im
zirkulierenden B-Zell-Pool. Wahrend der akuten Krankheitsphase war eine robuste
Plasmablastenantwort mit vermutlich damit einhergehender Antikdrperproduktion zu
beobachten. MISC Patient:innen zeigten verringerte B-Zell Frequenzen und einen starken, mit

einer schweren akuten Infektion vergleichbaren, Plasmablastenanstieg.

8.4.4 Unspezifische Immunantwort — Myeloid Zellen
Monozyten und dendritische Zellen reprasentieren eine wichtige Schnittstelle des

Immunsystems. Sie phagozytieren Pathogene direkt nach der Erkennung Uber Toll-like
Rezeptoren und aktivieren Zellen der adaptiven Immunantwort durch die Prasentation von
Polypeptiden Gber MHC-2 Molekiile wie HLA-DR auf ihrer Oberflache. AuBerdem koordinieren
sie die initiale Immunantwort Uber die Sekretion von Zytokinen, die auf T- und B-Zellen und
andere Zellen der angeborenen Immunantwort einwirken. Eine Fehlfunktion von Monozyten
und dendritischen Zellen wurde mit der Entstehung einer Uberschiefenden systemischen
Inflammation bei schwerem COVID-19 assoziiert. Die starkste Auspragung ist ein sekundares
Makrophagenaktivierungssyndrom. Gleichzeitig wurden in ihrer Funktion eingeschrankte,
inaktive Monozyten bei schwerem COVID-19 beschrieben. (Giamarellos-Bourboulis et al. 2020;

Arunachalam et al. 2020; Schulte-Schrepping et al. 2020; Merad und Martin 2020)

Abbildung 8-8 zeigt die Ergebnisse der immunphédnotypischen Charakterisierung von

Monozyten und dendritischen Zellen
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Kinder mit COVID-19 zeigten einen signifikanten Anstieg der Monozyten Frequenzen im
Vergleich zu gesunden und Non-COVID Kontrollen, mit einem dhnlichen Trend bei
Jugendlichen und Erwachsenen (Abb. 8-8 A). MISC Patient:innen unterschieden sich nicht

signifikant von COVID-Patient:innen.

Monozyten-Subpopulationen zeigten wahrend der akuten Infektion zeigten einige auffallige
Veranderungen. CD14+CD16+, intermedidre Monozyten wiesen eine breite Streuung bei
Jugendlichen und Erwachsenen auf, wobei die Frequenz intermediarer Monozyten bei einer
Untergruppe der Patient:innen stark erhoht war. Bei jungen erwachsenen Patient:innen
bestand ein signifikanter Unterschied gegeniliber gesunden Kontrollen (Abb. 8-8 B). Bei Non-
COVID und MISC Patient:innen war keine dhnliche Streuung zu beobachten. Intermedidre
Monozyten haben die Fahigkeit zur Antigenprdasentation und sezernieren
proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-1b und IL-6, die alle Kennzeichen der
inflammatorischen Zytokinsignatur von schweren COVID-19 bei Erwachsenen und MIS-C sind.

(Wong et al. 2012; Kapellos et al. 2019; Del Valle et al. 2020)

Jugendliche COVID-19 Patient:innen prdsentierten sich mit gegeniiber gesunden Kontrollen
und Non-COVID Patient:innen signifikant reduzierter Anzahl von CD14-CD16+, nicht-
klassischen Monozyten (Abb. 8-8 B). Wahrend Kinder einen dhnlichen Trend zeigten, war bei
Sauglingen und jungen Erwachsene keine eindeutige Signatur erkennbar. MIS-C Patient:innen

wiesen eine Aufspaltung in hohe niedrige Frequenzen nicht-klassischer Monozyten auf.

Frihe Studien berichteten von einer erhdhten HLA-DR-Expression bei Erwachsenen mit
leichtem COVID-19 und einer anhaltend niedrigen HLA-DR-Expression bei schweren Fallen.
Eine Untergruppe der Patient:innen mit schwerem COVID-19 zeigte hingegen Merkmale eines
sekundaren Aktivierungssyndroms mit erhéhter HLA-DR Expression. (Giamarellos-Bourboulis

et al. 2020; Schulte-Schrepping et al. 2020)

Bemerkenswert ist, dass eine offenbar altersabhdngige Fahigkeit von Monozyten zur
dynamischen Regulation der HLA-DR-Oberflachenexpression als Reaktion auf eine Infektion
festgestellt werden konnte (Abb. 8-8 C). Bei gesunden Personen waren die HLA-DR-Werte bei
Sauglingen niedrig, bei Kindern am héchsten und nahmen dann mit dem Alter deutlich ab. Im
Gegensatz zu Sauglingen und Erwachsenen, deren HLA-DR-Oberflachenexpression nicht auf

eine Infektion reagierten, wiesen Kinder und in geringerem MaRe auch Jugendliche mit
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Abbildung 8-8 - Myeloide Zellen — A, Monozyten unter CD45+ Leukozyten; B, links, Intermediédre Monozyten unter

Monozyten, rechts, Nicht-klassische Monozyten unter Monozyten; C, links, Durchschnittliche

Fluoreszenz Intensitdt (engl.

Mean-fluorescence intensity, MFI) von HLA-DR auf Monozyten, rechts, Kachelabbildung der standardisierten Abweichung

der HLA-DR Expression von Monozyten-Subpopulationen wie angegeben vom gemeinsamen ...
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(Fortsetzung vorherige Seite) ... Mittelwert, statistische Tests beziehen sich auf den Vergleich Kontrolle vs. COVID, Non-COVID,
& MISC, Farbenlegende neben der Abbildung; D, links, Frequenz von myeloiden dentritischen Zellen (mDC) unter|
CD45+ Leukozyten, rechts, Frequenz plasmazytoide dendritische Zellen (pDC) unter CD45+ Leukozyten;
E, links, Durchschnittliche Fluoreszenz Intensitit (engl. Mean-fluorescence intensity, MFI) von HLA-DR auf pDCs,
rechts, Durchschnittliche Fluoreszenz Intensitdt (engl. Mean-fluorescence intensity, MFI) von HLA-DR auf mDCs; F, links,
Kachelabbildung der standardisierten Abweichung der CD11c Expression von Monozyten-Subpopulationen wie angegeben
vom gemeinsamen Mittelwert, rechts Kachelabbildung der standardisierten Abweichung der CD11c Expression von mDCs vom
gemeinsamen Mittelwert, statistische Tests beziehen sich auf den Vergleich Kontrolle vs. COVID, Non-COVID & MISC,
Farbenlegende neben den Abbildungen. Die Resultate der statistischen Tests sind als p-Werte ermittelt durch Wilcoxon-Rank-
ISum-Test angegeben, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Multiple-Test-Correction wurde mittels Benjamini-Hochberg Prozedur|
durchgefiihrt, schwarzer Rahmen FDR < 0.1. Allgemeine Farben- und Formlegende unter der Abbildung.

COVID-19 eine signifikant niedrigere HLA-DR-Expression auf Monozyten auf als altersgleiche
gesunde Personen (Abb. 8-8 C links). Ahnliche Verdnderungen waren auch bei Non-COVID und
MIS-C Patient:innen zu beobachten, was auf eine nicht infektions- oder erregerspezifische
Reaktion hindeutet. Eine anschlieRende Analyse der HLA-DR-Expression auf Monozyten-
Untergruppen ergab ein dhnliches Muster der HLA-DR-Herabregulierung auf allen Monozyten-

Untergruppen, am starksten ausgepragt auf intermedidaren Monozyten (Abb. 8-8 C rechts).

Plasmazytoide (pDCs) und myeloide dendritischen Zellen (mDCs) reprasentieren einen
weiteren Arm der angeborenen Immunitdt mit der Funktion zur Antigenprasentation.
Insbesondere pDCs haben eine hohe Kapazitat zur Sekretion von Typ-1 Interferonen, die sie
nach der Detektion viraler RNA oder DNA (ber Toll-like Rezeptoren produzieren und die bei
der friihen Antiviralen Reaktion eine wichtige Rolle spielen (Fitzgerald-Bocarsly et al. 2008).
Wahrend sich die Frequenz von pDCs und mDCs zwischen den Gruppen nicht konsistent
signifikant unterschied, zeigten pDCs und mDCs ebenfalls eine verringerte HLA-DR-Expression
sowohl bei Kindern mit COVID-19- als auch in der Non-COVID Gruppe (Abb. 8-8 D & E). Ahnlich
wie auf Monozyten war derselbe Effekt bei Sauglingen, Jugendlichen und Erwachsen nicht in
der gleichen Weise zu beobachten. Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass die Expression von
CD11lc, einem Integrin, das Chemotaxis und Zelladhdsion vermittelt, auf myeloischen
dendritischen Zellen in allen Altersgruppen bei COVID-Patienten hochreguliert ist (Abb. 8-8 F).

Auch Monozyten zeigten bei Erwachsenen eine signifikante Erhéhung der CD11c Expression.

Antigen-prasentierende Zellen zeigen bei padiatrischem COVID-19, Nicht-COVID-19
Infektionen und MIS-C einen bisher unerkannten Phanotyp, insbesondere bei Kindern, der
durch eine dynamische Herabregulierung der HLA-DR Expression selbst bei leichter
Erkrankung gekennzeichnet ist und altersabhangige Unterschiede in der Immunantwort des

Wirts auf SARS-CoV2 und andere Erkrankungen aufzeigt.
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9 DISKUSSION

Die mit einer SARS-CoV-2-Infektion verbundene Morbiditdat und Mortalitat ist zu einem grof3en
Anteil immunvermittelt. Trotz weltweiter Bemiihungen, die zellularen und molekularen
Grundlagen des Immunschutzes gegen SARS-CoV2 zu entschliisseln, hat sich bisher keine
einheitliche Hypothese herauskristallisiert, warum Kinder von schwerer COVID-19-
Immunpathologie weitgehend verschont bleiben. (COVID-19 Forecasting Team 2022; Lai et al.

2020; Li et al. 2021; O'Driscoll et al. 2021; Zhou et al. 2020a)

Im Rahmen der Pad-COVID-19 Studie wurde bei 20 Patient:innen mit COVID-19 im Verlauf der
Erkrankung, die eine Vorstellung in der Notaufnahme oder einen Krankenhausaufenthalt

erforderte, eine eingehende Immunphanotypisierung durchgefihrt.

Es kann auf Grund von Altersverteilung und Krankheitsverlauf, beschrieben in Abschnitt 8.1
und 8.2, von einer eingeschrankten Vergleichbarkeit der Studiengruppen COVID, Non-COVID
und Kontrolle ausgegangen werden. Die durchschnittliche Krankheitsschwere der COVID und
Non-COVID Gruppen war vergleichbar. Der grofite Teil der Patient:innen erlebte milde bis
moderate Verldaufe, mit jeweils zwei schwerer betroffenen Patient:innen pro Gruppe. Eine
groRere Vergleichbarkeit hatte durch eine genaue Altersentsprechung erreicht werden
kénnen, war aber im spezifischen Kontext der Pandemie leider so nicht realisierbar. MIS-C
Patient:innen grenzen sich von diesen beiden Gruppen durch eine enge Altersspanne und

Ubergreifend schwerere Krankheitsverlaufe ab.

Die in Abschnitt 8.4.1 gezeigte PCA Analyse zeigt globale Altersabhangigkeiten in den
Immunprofilen padiatrischer Patient:innen. Wichtig fir diese Veranderungen sind vor allem
die Verschiebungen von Zellen der adaptiven Immunantwort von naiven hin zu Antigen-
Erfahrenen Gedachtnis und Effektorzellen. Dies stimmt mit verdffentlichten Studien tiberein.
Die Akkumulation von Gedachtniszellen ist insbesondere im Verlauf der Kindheit und Jugend
rapide und sorgt fiir globale Verschiebungen in der Zusammensetzung der
Immunzellsubpopulationen und des T-Zell Rezeptor Repertoires der Patient:innen (Saule et al.
2006; Wedderburn et al. 2001; Valiathan et al. 2016). Aligemein ist dieser Trend mit einer
physiologischen immunologischen Reifung der Kinder und des Entstehens eines
Gedachtnispools vereinbar. Die nach der Geburt einsetzende Exposition gegeniber

Umweltkeimen und Antigenen spielt hier eine wichtige Rolle, genauso wie der Kontakt mit
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dem nach der Geburt entstehenden Mikrobiom des Darms (Simon et al. 2015; Jenmalm 2011;

Openshaw et al. 2004; Ouwehand et al. 2002).

Weiter wird in der PCA Analyse deutlich, dass mit Hilfe der Durchflusszytometrie global
Unterschiede zwischen gesunden und erkrankten Patient:innen aufgedeckt wurden, aber
Unterschiede zwischen den Diagnosen COVID-19, Non-COVID Infektion und MIS-C keinen
groRRen Einfluss auf die globale Varianz der padiatrischen Immunprofile in der vorliegenden

Arbeit hatten.

Allgemein zeigt die vorliegende Arbeit die Wichtigkeit einer angemessenen
Altersstratifizierungsstrategie bei der Durchfiihrung von Immunphadnotypisierungsstudien mit
padiatrischen Patienten. Die natiirliche immunologische Entwicklung fihrt zu tiefgreifenden
Verdanderungen, die, wenn sie nicht bericksichtigt werden, die Validitat der Ergebnisse durch

Effektmodulation oder Effekt-Konfundierung einschranken kénnen.

Durch die Feinkartierung des padiatrischen Immunsystems wahrend einer SARS-CoV2-
Infektion konnten in dieser Studie kritische altersabhdngige Merkmale wie eine geringe T-Zell-
Aktivierung und eine Herabregulierung der Antigenprdsentationskapazitaten auf APCs

festgestellt werden, die die Immunantwort in dieser Altersgruppe auszeichnen.

Der Grof3teil der padiatrischen Patient:innen zeigte keine manifeste Lymphopenie, niedrige T-
Zell-Aktivierung sowohl in den CD4+ als auch in den CD8+ T-Zell-Kompartimenten und eine
Verschiebung hin zum Effektor-Phdnotyp bei CD4+ T-Zellen. Diese Beobachtungen sind
vereinbar mit einer milden, schnell abklingenden Infektion, wie sie auch in der Non-COVID
Gruppe beobachtet werden konnten. Ein schwer betroffener Patient prasentierte sich mit
deutlich anderem, eher erwachsene Patient:innen mit schwerem COVID-19 erinnernden
Phanotyp, der durch starke T-Zell Aktivierung gekennzeichnet war. Eine schwere COVID-19-
Erkrankung bei Erwachsenen ist auf T-Zell-Ebene durch eine anhaltende Aktivierung durch
proinflammatorische Zytokine gekennzeichnet (Mathew et al. 2020; Blanco-Melo et al. 2020;
Lucas et al. 2020; Del Valle et al. 2020). Auf Grund der geringen Fallzahl schwer betroffener

Patient:innen war eine Stratifizierung nach Krankheitsverlauf leider nicht moglich.

Die niedrige T-Zell-Aktivierung bei padiatrischen COVID-19-Patient:innen wurde besonders
deutlich im direkten Vergleich mit MIS-C Patient:innen deutlich. Die Mechanismen, die bei

MIS-C zu T-Zell-Aktivierung und der damit einhergehenden systemischen Inflammation und
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Immunpathologie fiihren, scheinen bei dem Grof3teil padiatrischer COVID-19-Fallen nicht auf
dieselbe Art zu wirken. Parallelen lassen sich aber zwischen schweren COVID-19 Verlaufen bei
Erwachsenen und dem in dieser Studie eingeschlossenen Fall eines schweren padiatrischen

COVID-19 ziehen.

Bei der Entstehung von MIS-C spielen genetische Faktoren eine wichtige Rolle. Verschiedene
HLA-Allele sind mit der Entstehung der Krankheit assoziiert worden (Sacco et al. 2022). Das
Spike Protein weist strukturelle Homologien zu bekannten Superantigenen auf, die T-Zellen
ohne Antigenprasentierende Zellen aktivieren und zu einem Toxischen Schock Syndrom
fihren konnen (Cheng et al. 2020; Porritt et al. 2021). Virale Persistenz in Enterozyten, die zu
einer konstante Antigenexposition fihrt, ist als pathophysiologische Hypothese postuliert

worden (Yonker et al. 2021; Lamers et al. 2020).

Die fehlende T-Zell-Aktivierung bei padiatrischem COVID-19 konnte auf eine geringere
Antigenmenge bei Kindern als zu Erwachsenen zuriickzufiihren sein. Studien hierzu fanden
allerdings keine eindeutigen Antworten, denn meistens korrelierte die Viruslast eher mit der
schwere des Krankheitsverlaufs (Jones et al. 2021). In einigen Berichten wurde die Hypothese
aufgestellt, dass eine starkere lokale Immunreaktion bei Kindern zu einer schnelleren
Beseitigung des Virus flihrt. So wurde sowohl eine hohere Expression von intrazelluldaren PRR
als auch eine starkere Signatur Interferon-stimulierter Gene bei Kindern gefunden (Pierce et
al. 2021; Loske et al. 2022; Koch et al. 2022). Hierfiir wiirden auch die Berichte sprechen, die
eine Einschrankung der Interferon-Antwort als Risikofaktor fir einen schweren
Krankheitsverlauf bei SARS-CoV-2 Infektion identifiziert haben (Zhang et al. 2020; Bastard et
al. 2020; Combes et al. 2021; Hadjadj et al. 2020; Zhang et al. 2022). Eine niedrige T-Zell-
Aktivierung stellt in dieser Studie ein zelluldres Korrelat fiir milde klinische Krankheitsverlaufe
und niedrige systemische Inflammation dar, wie sie im klinischen Labor der COVID-19

Patient:innen zu beobachten war.

In der vorliegenden Studie zeigten padiatrische Patient:innen mit COVID-19 keine konsistente
B-Zell Lymphopenie und einen signifikanten Anstieg Antikoper produzierender Plasmablasten.
Beides ist mit dem Ablauf einer Infektion mit humoraler Immunantwort vereinbar.
Interessanterweise fand sich auch bei MIS-C Patient:innen eine hohe Plasmablastenfrequenz.
Der longitudinale Verlauf eines schwer erkrankten Patienten zeigt, dass die Induktion der

Plasmablastenantwort normalerweise temporar ist und sich mit Ablauf der Infektion wieder
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zuriickbildet. Der post-infektiose Zeitpunkt von MIS-C wirft zusammen mit der Anwesenheit
von Antikorper-produzierenden Zellen also die Frage, warum MIS-C Patient:innen trotz
negativer PCR-Testergebnisse weiterhin Antikdrper produzieren. Neben autoimmunen
Vorgdngen ist wie bereits oben erwahnt virale Persistenz in Enterozyten in Betracht zu ziehen,
was mit den gastrointestinalen Manifestationen von MIS-C zusammenpassen wirde (Yonker
et al. 2021; Lamers et al. 2020). Interessant war die Verringerung des Anteils von Gedachtnis
B-Zell Subpopulationen bei einem gleichzeitigen Anstieg transitioneller B-Zellen bei einem Teil
der COVID-Patient:innen. Da alle Immunzell-Frequenzen in dieser Arbeit als Fraktionen
angegeben sind lasst sich nicht eindeutig sagen, ob es sich um eine absolute Abnahme der
Gedachtnispopulationen oder eine relative Zunahme naiver Zellen handelt. Der gleichzeitige
Befund einer fehlenden absoluten B-Zell-Lymphopenie und der Anstieg transitioneller
B-Zellen lasst Letzteres wahrscheinlicher erscheinen. Transitionelle B-Zellen stellen eine
Zwischenstufe der B-Zell Entwicklung dar und migrieren aus der Milz in die Lymphfollikel der
Lymphknoten oder zurlick in die Milz (Loder et al. 1999; Sims et al. 2005). Eine Erhohung der
Frequenz transitioneller B-Zellen kénnte somit ein Zeichen fiir eine Mobilisierung von B-Zell
Reservoirs aus der Milz oder dem Knochenmark darstellen, um den Pool zirkulierender und

follikularer B-Zellen aufzufillen.

Der auffélligste Befund bei padiatrischem COVID-19 war die Herabregulierung der Antigen-
Prasentations-Kapazitaten auf APCs. Hierzu stellen sich zwei Fragen: Wie ldsst sich die
altersabhangig unterschiedliche Expression von HLA-DR auf Antigen-prasentierenden Zellen
interpretieren und was ist die funktionale Bedeutung einer Verminderung der HLA-DR

Expression wahrend eines infektiosen oder inflammatorischen Geschehens?

Neben den Veranderungen der adaptiven Immunitat wahrend der Kindheit und Jugend finden
auch wichtige Entwicklungen im angeborenen Arm des Immunsystems statt. Beispielswiese
sind Zellen dieses Systems kurz nach der Geburt in ihren chemotaktischen, phagozytischen
und sekretorischen Kapazitdten eingeschrankt (Simon et al. 2015; Kollmann et al. 2012;

Georgountzou und Papadopoulos 2017).

Die inflammatorische Kapazitat von Antigen-prasentierenden Zellen verandert sich Gber den
Verlauf der Entwicklung. Neugeborenen zeigen eine sehr niedrige HLA-DR Expression, die sich
Uber den Verlauf der ersten 3 bis 9 Monate dem Niveau von Erwachsenen angleicht. Dies geht

mit einer Veranderung der Zytokin Sekretion der Antigen-prasentierenden Zellen nach
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Stimulation von Toll-like-Rezeptoren (TLR) mit Lipopolysacchariden (LPS) und CpG-
Oligodesoxynukleotide (CpG-ODN) einher. Monozyten aus Nabelschnur Blut produzierten
nach Stimulation groBe Mengen IL-6, IL-8, IL-1B und IL-10. Die Sekretion von TNF-a nach LPS
Stimulation erreicht erst nach 6 bis 9 Monaten das Niveau von Erwachsenen. (Nguyen et al.

2010)

Ebenfalls bemerkenswert sind Parallelen zu Studien zur mukosalen Immunreaktion von
padiatrischen Patient:innen mit COVID-19: diese fanden eine erhéhte Baseline Expression von
PRRs und eine starkere initiale Typ 1 Interferon Antwort bei Kindern (Loske et al. 2022; Koch

et al. 2022; Pierce et al. 2021).

Die unterschiedliche Reagibilitat der HLA-DR Expression von Antigen-prdsentierender Zellen
zwischen Kindern und Erwachsenen stellt ein spezifisches Reaktionsmuster dar. Die
Antigenprasentation spielt eine zentrale Rolle bei der Generierung der adaptiven
Immunantwort und konnte Uber diesen Mechanismus regulierend auf den Ablauf der
Immunantwort einwirken und proinflammatorische oder antiinflammatorische Tendenzen

modulieren.

Eine tempordre Herabregulierung von HLA-DR auf Monozyten wird als kompensatorisches
anti-inflammatorisches Reaktionssyndrom (CARS) bezeichnet und es wird angenommen, dass
diese Reaktion zur Wiederherstellung einer pro- und antiinflammatorischen Balance beitragt
(Frazier und Hall 2008; Hall et al. 2017). Eine anhaltende Herabregulierung von HLA-DR auf
Monozyten wird hingegen als Immunparalyse bezeichnet (Frazier und Hall 2008). Der Zustand
der Immunparalyse ist mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit nosokomialer Infektionen und
erhohter Mortalitdt verbunden (Landelle et al. 2010; Hall et al. 2011; Monneret et al. 2006).
Auch im padiatrischen Patient:innenkollektiv ist eine Immunparalyse mit einer erhéhten
Morbiditat und Mortalitat verknlpft (Manzoli et al. 2016). Niedrige HLA-DR Expression wurde
bei Frihgeborenen festgestellt und gilt als Marker fiir eine bestehende Immunsuppression
(Palojarvi et al. 2013). Ex vivo konnte gezeigt werden, dass die Monozyten von Patient:innen
mit Immunparalyse nach LPS- Stimulation weniger TNF-a sezernierten (Hall et al. 2017).
Stimulation mit IL-6 und IL-10 fiihrte zur Internalisierung von HLA-DR und einer verminderten

Aktivierung antigenspezifischer T-Zellen (Ohno et al. 2016; Fumeaux und Pugin 2002).

Bei Erwachsenen Patient:innen mit COVID-19 sind unterschiedliche Phanotypen Antigen-

prasentierender Zellen beschrieben worden. Eine leichte Erkrankung fihrt haufig zu einer
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Erhohung der HLA-DR Expression. Schwer betroffene Patient:innen zeigten zwei gegensatzlich
Phanotypen mit entweder sehr niedriger HLA-DR Expression und Immunsuppression oder
extrem hoher HLA-DR Expression im Rahmen eines Makrophagen-Aktivierungs-Syndroms
(MAS). Beide Phanotypen waren mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitdt assoziiert.

(Schulte-Schrepping et al. 2020; Giamarellos-Bourboulis et al. 2020; Arunachalam et al. 2020)

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass das Plasma von COVID-19 Patient:innen die
HLA-DR Expression von Monozyten ex vivo inhibierte, was durch eine Zugabe des IL-6-
Rezeptor Antikorpers Tocilizumab wieder aufgebhoben werden konnte. (Giamarellos-

Bourboulis et al. 2020)

In unsere Studie zeigten sowohl COVID als auch Non-COVID und MIS-C Patient:innen niedrige
HLA-DR Expressionsniveaus. Dies ldsst sich aber nur im Falle des einen schwer betroffenen
Patienten als Immunsuppression deuten. Bei den anderen Patient:innen scheint die
voribergehende Herabregulierung der Kapazitaten zur Antigenprasentation eher protektive,
anti-inflammatorische  Auswirkungen gehabt zu haben. Dieser Effekt schein
faszinierenderweise altersspezifisch, aber erregerunabhangig zu sein. Interessant ist auch,
dass Kinder diesen Phdnotyp trotz weitestgehend niedriger IL-6 Serumkonzentrationen im

klinischen Labor zeigten.

Reduzierte Antigenprasentationskapazitaten kénnen zu einer reduzierten Aktivierung von T-
Zellen durch APC-vermittelte T-Zell-Rezeptor-Signalgebung fiihren (Ohno et al. 2016). Eine
frihe und starke Herabregulierung der Antigen-prasentierenden Kapazitaten auf APCs kdnnte
die Interaktionsdynamik zwischen angeborenen und adaptiven Immunzellen direkt
beeinflussen und dazu beitragen, UbermaRige Entziindungen frih im Krankheitsverlauf zu

regulieren, wie dies bereits bei CARS beschrieben wurde.
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10 LIMITATIONEN

Unsere padiatrische Studie ist, wie viele andere auch, durch die geringe Anzahl der fir die
Analyse verfiigbaren Proben begrenzt, was die Granularitdit der Stratifizierung nach
Krankheitsschwere oder Alter einschrankt. Kinftige groflere Studien werden daher
aufschlussreich dabei sein, altersspezifische Reaktionsmuster zu charakterisieren und die

Unterschiede leichter und schwerer COVID-19 Verlaufe zu beschreiben .

Des Weiteren wdre eine oder mehrere einheitliche Non-COVID Vergleichsgruppe mit
derselben, respiratorischen Virusinfektion, wie zum Beispiel RSV oder Influenza,
winschenswert gewesen. Auf Grund praktischer Umstdande wahrend der Pandemie waren
diese Proben leider schwer zu sammeln. Aullerdem sind keine asymptomatisch infizierten
Patient:innen in der Non-COVID Gruppe vertreten. Zukiinftige Studien, die sich auf die
speziellen Unterschiede zwischen verschiedenen respiratorischen Virusinfektionen
konzentrieren, konnten hier groBeren Aufschluss Uber die spezifischen Mechanismen

protektiver Immunitat bei padiatrischen Patient:innen geben.

Da die Patienten entweder selbst mit COVID-19-bezogenen Symptomen ins Krankenhaus
kamen oder positiv getestet wurden, wahrend sie wegen einer anderen Erkrankung behandelt
wurden, kann aulRerdem nicht ausgeschlossen werden, dass Selektionsverzerrungen die
externe Validitat unserer Ergebnisse beeintrachtigen. Die klinischen Gegebenheiten fiihren zu
einer weiteren Heterogenitat in Bezug auf den Zeitpunkt des Auftretens von Symptomen oder
der ersten bestatigten PCR-Positivitat. Das Verstandnis der padiatrischen Immunreaktion zu
einem frihen Zeitpunkt im Verlauf der Infektion wird weitere nitzliche Erkenntnisse tber die

Schutzmechanismen der Immunitat von Kindern gegen SARS-CoV-2 liefern.

Klinische Labordaten der gesunden Kontrollen wurden nicht erhoben, weswegen zur Kontrolle

die allgemein verbreiteten Referenzwerte genutzt wurden.
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12 ZUSAMMENFASSUNG

Schwere  COVID-19-Erkrankungen sind  durch  GbermaRige  Entziindungen und
immunvermittelte Organschdaden gekennzeichnet. Wahrend Kinder im Allgemeinen von
schweren Krankheitsverlaufen verschont bleiben, sind die immunologischen Determinanten

des Schutzes nach wie vor unklar.

Um Signaturen der schitzenden und pathologischen Immunitdt gegen SARS-CoV-2 bei
Kindern, Jugendlichen und jungen Erwachsenen zu identifizieren, wurden Patient:innen mit
COVID-19, die sich in zwei Kinderkliniken der Tertidrversorgung vorstellten, sowie
altersgleiche gesunde Personen und Patienten mit Nicht-COVID-Infektionen rekrutiert. Es
wurden klinische, epidemiologische und Labordaten erhoben. Anhand von Vollblutproben

wurde eine durchflusszytometrische Immunphanotypisierung durchgefihrt.

Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass das Alter eine wichtige Determinante flr
die Variation der Immunantwort bei padiatrischen COVID-19 ist. Wahrend die phanotypischen
Veranderungen bei Kindern und Jugendlichen im Allgemeinen milder ausfielen als bei
Erwachsenen, deuten die dynamischen Veranderungen der Antigenprasentationskapazitaten
in dieser Altersgruppe auf einen moglichen Mechanismus zur effizienten Einddmmung sowohl

der SARS-CoV-2-Infektion als auch der GbermaRigen systemischen Entziindung hin.

Das Verstandnis der altersspezifischen Reaktionsphdnotypen von Patient:innen nach einer
SARS-CoV-2-Infektion kann dazu beitragen, die Pathologie von COVID-19 in verschiedenen
Patientenpopulationen besser zu verstehen, und damit die klinische Entscheidungsfindung zu

unterstltzen und kiinftige therapeutische Strategien zu finden.
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13 ABSTRACT

Severe COVID-19 is characterized by excessive inflammation and immune-mediated organ
damage. While children are generally spared severe courses of disease, the immunological

determinants of protection remain unclear.

To identify signatures of protective and pathological immunity to SARS-CoV-2 in children,
adolescents, and young adults, we recruited patients with COVID-19, as well as age-matched
healthy individuals and patients with non-COVID-19 infections who presented to one of two
tertiary care pediatric hospitals. Clinical, epidemiological and laboratory data were collected.

Flow cytometric immunophenotyping was performed on whole blood samples.

The results of this study suggest that age is an important determinant of immune response
variation in pediatric COVID-19. While the phenotypic changes in children and adolescents
were generally milder than in adults, dynamic changes in antigen presentation capacities in
this age group suggest a potential mechanism for efficient containment of both SARS-CoV-2

infection and excessive systemic inflammation.

Understanding the age-specific response phenotypes of patients after SARS-CoV-2 infection
may help to better understand the pathology of COVID-19 in different patient populations,

thus supporting clinical decision making and finding future therapeutic strategies.
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