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Zusammenfassung und Abstract

1 Zusammenfassung und Abstract

1.1 Hepatopathie bei COVID-19 in Abhédngigkeit von Risikofaktoren

Seit Dezember 2019 ist das neuartige, pandemische Coronavirus SARS-CoV-2 als Ausloser der Krank-
heit COVID-19 bekannt, die sich initial mit respiratorischen Symptomen présentiert. Bei einer
Minderheit infizierter Personen fiihrt sie zur Entwicklung eines akuten Atemnotsyndroms, das die
Hauptursache des Versterbens von COVID-19-Patienten darstellt. Aufgrund von multiplen
extrapulmonalen Manifestationsorten ldsst sich auf eine systemische Infektion schliefen, deren
Symptome und Verlauf stark variieren [105]. Eine Hepatopathie tritt hdufig bei COVID-19-Patienten
auf und ist meist von milder Natur, sodass ein Grofiteil der Infizierten vollstindig genesen kann [96].
Sie ist jedoch haufiger bei schwer verlaufenden Fillen, deren Ursache bis dato nicht gefunden werden
konnte [22,45,71]. Die Variabilitit des Krankheitsverlaufs gibt Grund zur Annahme, dass dieser von
Eigenschaften des infizierten Menschen determiniert sein kann. Etablierte Risikofaktoren sind u.a. er-
hohtes Alter, méannliches Geschlecht, erhohter BMI und kardio-pulmonale Vorerkrankungen [140].

Das Ziel dieser Arbeit ist, ein genaueres Verstdndnis der Leberbeteiligung bei Patienten mit einer SARS-
CoV-2-Infektion zu erlangen und mogliche Faktoren zu finden, die zu einem hoheren Risiko einer Le-
berbeteiligung und/oder einem letalen Verlauf fiihren kdnnen. Bei 61 Patienten mit einer SARS-CoV-
2-Infektion wurden Korrelationen zwischen dem zeitlichen Verlauf laborchemischer Leberparameter,
dem klinischen Outcome und Einzelnukleotid-Polymorphismen bestimmter Gene gepriift. Das Outcome
wurde definiert als Notwendigkeit intensivmedizinischer Behandlung bei COVID-19-Pneumonie, inva-
siver Beatmung, ECMO-Therapie und Tod. Die molekulargenetischen Analysen mittels Allelischer Dis-
kriminierung oder Sanger-Sequenzierung fokussierten auf die Detektion von Einzelnukleotid-Polymor-
phismen, die zu einem a-1-Antitrypsin-Mangel, einer Steatose oder einem Vitamin-D-Mangel fiihren
koénnen oder eine ABO-Blutgruppe definieren. 72% der Patienten zeigten bei Aufnahme und 85% im
Gesamtverlauf ihres jeweiligen Krankenhausaufenthaltes mindestens einen pathologischen Leberpara-
meter, der mit den dokumentierten Entziindungsmarkern CRP, LDH und IL-6 korreliert. Die Hypothese,
dass sich Leberparameter und das Outcome bei Vorliegen der Risikofaktoren oder bei Zugehorigkeit
einer Blutgruppe des ABO-Systems verschlechtern, konnte bei Vorliegen eines Vitamin D-Mangels, des
MBOAT?7-Risikoallels rs641738 und der Blutgruppe A statistisch signifikant bestatigt werden. Patienten
mit einem Vitamin D-Mangel wihrend ihres Krankenhausaufenthaltes wiesen hohere y-GT- und CRP-
Konzentrationen auf, wiahrend Trager des MBOAT?7-Risikoallels erhohte Werte von ALT, AP, y-GT und
Bilirubin sowie erniedrigte Albumin-Konzentrationen im Serum présentierten. Aulerdem konnte ein
signifikanter Anstieg der Maximalwerte der Cholestasemarker y-GT und AP mit der summierten Anzahl

der Steatose-Risikoallele MBOAT7, PNPLA3 und TM6SF2 beobachtet werden. Bei Patienten mit Blut-
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gruppe A waren die Konzentrationen der Surrogatmarker fiir Leberschadigung und systemische Entziin-
dung erhoht. Mit diesem Wissen konnten Prognosemarker bei Aufnahme als auch im Krankheitsverlauf

etabliert werden, um eine mogliche dauerhafte Leberschddigung nicht zu {ibersehen.

1.2 Hepatopathy in COVID-19 depending on risk factors

Since December 2019, the novel pandemic coronavirus SARS-CoV-2 has been known to cause COVID-
19 disease, which initially presents with respiratory symptoms. In a minority of infected individuals, it
leads to the development of acute respiratory distress syndrome, which is the leading cause of death in
COVID-19 patients. Multiple extrapulmonary sites of manifestation suggest a systemic infection, of
which the symptoms and course vary widely [105]. Hepatopathy is common in COVID-19 patients and
is usually mild, allowing a large proportion of infected individuals to recover completely [96]. However,
it is more common in severe cases, the cause of which has not yet been found [22,45,71]. The variability
of the development of the disease gives reason to believe that it may be determined by characteristics of
the infected person. Established risk factors include increased age, male gender, increased BMI and
previous cardio-pulmonary disease [140].

The aim of this work is to gain a more detailed understanding of liver involvement in patients with
SARS-CoV-2 infection and to find possible factors that may lead to a higher risk of liver involvement
and/or a lethal course. In 61 patients with SARS-CoV-2 infection, correlations between the time course
of laboratory liver parameters, clinical outcome and single nucleotide polymorphisms of specific genes
were tested. Outcome was defined as the need for intensive care treatment for COVID-19 pneumonia,
invasive ventilation, ECMO therapy and death. Molecular genetic analyses by allelic discrimination or
Sanger-sequencing focused on the detection of single nucleotide polymorphisms that may lead to a-1-
antitrypsin deficiency, steatosis or vitamin D deficiency, or define an ABO blood group. 72% of the
patients showed at least one pathological liver parameter on admission and 85% in the overall course of
their hospital stay, which correlate with the documented inflammatory markers CRP, LDH and IL-6.
The hypothesis that liver parameters and outcome are worsened in the presence of risk factors or if a
blood group of the ABO system is present, could be statistically significantly confirmed in the presence
of vitamin D deficiency, the MBOAT7 risk allele rs641738 and the blood group A. Patients with vitamin
D deficiency during their hospital stay had higher y-GT and CRP concentrations, while carriers of the
MBOATY7 risk allele presented increased levels of ALT, AP, y-GT and bilirubin as well as decreased
serum albumin concentrations. In addition, a significant increase in the maximum values of the choles-
tasis markers y-GT and AP was observed with the summed number of the steatosis risk alleles MBOAT7,
PNPLA3 and TM6SF2. In patients with blood group A, the concentrations of surrogate markers of liver
injury and systemic inflammation were elevated. With this knowledge, prognostic markers could be
established on admission as well as in the course of the disease in order not to overlook possible perma-

nent liver damage.
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2 Einleitung

2.1 SARS-CoV-2

Coronaviren sind behiillte Ribonukleinsdure (RNA)-Viren der Virusfamilie Coronaviridae, die erstmals
im Jahre 1967 beschrieben wurden. Unter dem Elektronenmikroskop ist Virologen ein charakteristischer
Kranz aufgefallen, der das Virus umgibt und an eine Sonnenkorona denken lédsst, was dem neu entdeck-
ten Virus seinen Namen gab (lat. corona ,,Kranz, Krone®) [150]. Die Familie umfasst neben einer Viel-
zahl an Spezies, die nur bei Tieren Krankheiten ausldsen, sieben humanpathogene Coronaviren. Auslo-
ser von hauptsichlich milden Infektionen der oberen Atemwege und seit den 1960er Jahren weltweit
verbreitet sind die folgenden vier endemischen Viren: HCoV-OC43, HCoV-229E, HCoV-NL63 und
HCoV-HKUI1. Zusitzlich wurden in den letzten zwei Jahrzehnten drei weitere Viren entdeckt, die ur-
spriinglich von Tieren auf den Menschen {ibertragen wurden und schwere virale Pneumonien auslésen

konnen [28].

Das Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV) war Ausldser der ersten Pandemie
des 21. Jahrhunderts. Ausgehend von China breitete es sich im November 2002 in 25 Landern auf allen
Kontinenten aus und fiihrte zum Schweren Akuten Atemwegssyndrom (SARS) mit der klinischen Ma-
nifestation einer Pneumonie, woran etwa 8000 Menschen erkrankten und 774 verstarben [152]. Als na-
tiirliches Reservoir konnten Fledermausarten der Familie der Hufeisennasen (Rhinolophidae) identifi-
ziert werden, von denen das Virus iiber Zwischenwirte wie Schleichkatzen und Marderhunde auf den
Menschen iibertragen wurde. Der Ausbruch des Virus wurde schlieBlich durch Mensch-zu-Mensch-In-
fektionsketten und durch globale Reisetétigkeit von Infizierten getriggert. Der Verlauf einer SARS-
Infektion verlduft zumeist gravierender als eine Infektion mit den endemischen Coronaviren. Hiufig
kommt es zu einer Pneumonie mit Fieber, Husten und Atemnot, die sich bis zum akuten Lungenversagen
und Tod entwickeln kann. Das zweite zoonotische humanpathogene Coronavirus ist das Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV), das im April 2012 bei Patienten auf der arabischen
Halbinsel nachgewiesen wurde und woher die bis dato meisten der 2400 laborbestatigten Félle stammen.
Die Symptome sind dhnlich einer SARS-Infektion und die Krankheit verlduft ebenfalls gravierender als
die der endemischen Viren. Bis heute konnten keine antiviralen Medikamente entwickelt werden, um
die hochpathogenen Coronaviren zu bekédmpfen [52]. Die letztgenannten hochpathogenen Coronaviren
wurden von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) der Liste der ,,priority diseases* hinzugefiigt, die
ein grofles Gesundheitsrisiko fiir die Weltbevolkerung darstellen und das Potential haben, einen welt-

weiten Krankheitsausbruch auszulésen [138].

Die zweite Pandemie des 21. Jahrhunderts ist einem weiteren Coronavirus geschuldet. Im Dezember
2019 kam es in der chinesischen Stadt Wuhan zu einem Ausbruch von Pneumonien unklarer Genese,

deren Ursache Anfang Januar 2020 in dem neuartigen Coronavirus (2019-nCoV) gefunden wurde. Das
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amerikanische Arzteblatt Journal of the American Medical Association (JAMA) verdffentlichte Februar
2020 eine der ersten Studien aus Wuhan, die von einer sehr schnellen Mensch-zu-Mensch-Ubertragung
und der hochst infektiosen Eigenschaft des Virus berichtete [124]. Die Krankheit, Coronavirus Disease
19 (COVID-19) genannt, breitete sich innerhalb weniger Wochen rasant zuerst verstirkt in China und
seinen Nachbarldndern und schlieBlich tiber die ganze Welt aus. Aufgrund seiner engen Verwandtschaft
zum SARS-CoV wurde sein Name zu Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-
2) gedndert. Am 11. Mérz 2020 wurde COVID-19 von der WHO, aufgrund des nicht abflauenden An-
stiegs an Infektionszahlen, die in 113 Léndern lokalisiert wurden, als Pandemie betitelt. Zu dem Zeit-
punkt gab es insgesamt iiber 110.000 bestétigte Infektionen und {iber 4.200 Todesfille [139]. Die Ba-
sisreproduktionszahl (R0) des SARS-CoV-2 liegt zwischen 2,4 und 3,3, was bedeutet, dass durchschnitt-
lich ein Infizierter zwei bis drei weitere Personen anstecken kann, da eine fehlende Grundimmunitét der
Bevolkerungen und noch keine Infektionsschutzmafnahmen vorliegen [140]. Gesundheitssysteme von
Entwicklungsldndern und Industrienationen wurden iiberlastet, weil es in einem kurzen Zeitraum zu
einer hohen Zahl an Infizierten und behandlungsbediirftigen Patienten kam. Lander entwickelten strenge
Ausgangs- und Kontaktbeschrankungen und Verpflichtungen zu Hygienemallnahmen, um die Repro-
duktionszahl niedrig zu halten. Im Journal The Lancet wurde eine Studie veroffentlicht, dass das Tragen
von Masken und Einhalten eines Abstands zu Mitmenschen von iiber einem Meter vor einer Ubertra-
gung des Virus schiitze, sodass diese Regeln in der Offentlichkeit in groBen Teilen der Industrienatio-
nen, darunter Deutschland, bis jetzt obligatorisch einzuhalten sind [25]. Zum Zeitpunkt der Abgabe die-
ser Arbeit wurden mehr als 143 Millionen Falle und davon iiber drei Millionen Todesfille weltweit der
WHO gemeldet. Deutschland verzeichnete {iber 3 Millionen Infektionsfille, von denen iiber 80.000

Menschen verstorben sind [141].

Pathophysiologie

Das Genom des SARS-CoV-2 dhnelt dem von SARS-CoV zu 82% [22]. Beide Viren benutzen das An-
giotensin-Converting-Enzyme 2 (ACE2) als Rezeptor, um in die Wirtszelle einzudringen. Ermdglicht
wird dies durch das Spike-Protein auf der Virusoberfldche, welches die Bindung an ACE2 auf der Wirts-
zelle vermittelt, um die Erbinformation fiir die virale Vermehrung in die Wirtszellen einschleusen zu
koénnen. Das Spike-Protein besteht aus zwei Untereinheiten: Die oberflachliche Einheit S1 vermittelt die
Anheftung an die Zelle, wihrend die transmembrane Einheit S2 die Fusion mit der Zelle ermoglicht.
Um eine Bindung eingehen zu kénnen, muss das Spike-Protein in einem Zwei-Schritt-Prozess aktiviert
werden, indem Aktivierungssequenzen durch Proteasen gespalten werden. Hoffmann et al. [53] konnten
zeigen, dass SARS-CoV-2 eine Aktivierungssequenz an der S1/S2-Spaltstelle des Spike-Proteins tragt,
die bisher nicht in SARS-CoV gefunden werden konnte. Im ersten Schritt wird diese Sequenz durch die
Protease Furin gespalten, was zu einer Bindung des Spike-Proteins an den Rezeptor ACE2 auf der Ziel-

zelle fiihrt. Dariiber hinaus ermdglicht die Spaltung die Bildung eines zelluldren Synzytiums, das heif3t

4



Einleitung

eine Verschmelzung von infizierten Zellen mit nicht-infizierten Zellen des Wirts. Dies ist eine potente
Methode des Virus, sich im menschlichen Korper zu vermehren, ohne die Zelle zu verlassen. Im zweiten
Schritt wird die Aktivierungssequenz S2¢ der Untereinheit S2¢ durch die transmembrane Serinprotease
2 (TMPRSS2) gespalten, was zu einer Membranfusion zwischen Virus und Zielzelle fiihrt [52]. Abbil-

dung 1 demonstriert das Spike-Protein in seinen Untereinheiten und Aktivierungssequenzen.

Hiillprotein ,,Spike*
SARS-CoV-2 Envelope protein “spike*
_________________________ &

4 S1-Untereinheit (Anheftung) S2-Untereinheit (Fusion) \‘

I 51 subunit (attachment) 52 subunit (fusion) I

: 5\\‘"" ot I

[ v v 1

. s - Qe !

: 1

: 1. 2, 1

I Furin Tmprssz |

1 (51/52) (527) :
1

par 1

% Stsz:.. NSPRRARSVA .. CEm J

————————————————————————— -

Abbildung 1: Schematische Darstellung des SARS-CoV-2, des viralen Spike-Proteins und der
Spaltstellen fiir Furin (griin, S1/S2-Position) und TMPRSS2 (orange, S2'-Position) [52]

ACE2 wird von Alveolarzellen des Typs 2 in der Lunge (AT2), aber auch von Epithelzellen des
Gastrointestinaltrakts (Kolon, Ileum, Rektum, Magen, Osophagus), von GefiBendothelzellen, von
Tubuluszellen der Niere sowie von Hepatozyten und Cholangiozyten exprimiert [90]. Ubertragen
werden die Viren hauptsichlich durch respiratorische Aufnahme von Tropfchen (>5um) und Aerosolen
(<5um). Infizierte sind ansteckend ein bis zwei Tage bevor, wihrend und nachdem sie Symptome zeigen
und sogar im Rahmen eines vollstindig asymptomatischen Verlaufs. Die Zeitspanne der hochsten
Kontagiositit ist die Zeit vor oder zum Symptombeginn, wobei sie im weiteren Verlauf von
durchschnittlich sieben Tagen &hnlich der Viruslast stetig abnimmt [50]. Die Diagnostik erfolgt durch
den direkten Erregernachweis mittels Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase-chain reaction,
PCR) von Rachenabstrichen bzw. Nasopharyngealabstrichen oder im weiteren Verlauf von Sekreten der
unteren Atemwege. Moglich ist ebenfalls der indirekte Nachweis durch Testen auf SARS-CoV-2-
spezifische Antikorper im Serum (IgM, IgA, IgG), die etwa ein bis zwei Wochen nach Beginn der
Symptomatik detektierbar sind [142]. Obgleich die Datenlage beziiglich Vorerkrankungen noch
mangelhaft ist, konnten bereits folgende zugrundeliegende Erkrankungen als Risikofaktoren eingestuft
werden: Herz-Kreislauf-Erkrankungen (Koronare Herzkrankheit, Kardiomyopathie), Diabetes mellitus
Typ 2, Adipositas (BMI >30), COPD, chronische Niereninsuffizienz und Immunsuppression nach
Organtransplantationen oder Krebsleiden [143]. Unabhéngig davon gelten hoheres Alter (>60 Jahre),
das méinnliche Geschlecht und die Blutgruppe A des ABO-Blutgruppensystems als weitere wichtige
Eigenschaften, die eine schwere Infektion mit SARS-CoV-2 wahrscheinlicher machen [32,127].
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Symptome

Die Inkubationszeit betrdgt durchschnittlich fiinf bis sechs Tage und die Symptome variieren stark in
ihrem Auftreten. Berichtet wird von trockenem Husten, Fieber, Schnupfen, Halsschmerzen, Dyspnoe,
Kopf- und Gliederschmerzen, Storung des Geruchs-und/oder Geschmackssinns, Myalgien, Ubelkeit,
Durchfall, Leberfunktionsstorungen iiber Pneumonie zu einem schweren akuten Atemnotsyndrom
(ARDS) mit letalem Ausgang. Ein erster Vorschlag zur Klassifikation teilt den Krankheitsverlaufin drei
chronologische Phasen ein: 1. Frilhe Infektion, 2. pulmonale Phase, 3. hyperinflammatorische Phase

(Abbildung 2) [105].

Stage | Stage Il Stage llI
& (Early Infection) (Pulmonary Phase) (Hyperinflammation Phase)
| 1
S i A ; 1T

i S | |
L e

| i

Viral response phajﬁf// e

—2  Host inflammatory response phase

Clinical Shortness of Breath without ARDS
syn::gfms (1A} and with Hypoxia (I1B) SIRS/Shock
Clinical Signs

[Pa02/FiD25300mmHg) Cardiac Failure
Abbildung 2: Schematischer Krankheitsverlauf COVID-19

Severity of lliness

Elevated inflammatory markers
{CRP, LDH, |L-6, D-dimer, ferritin)
Trapanin, NT-proBNP elevation

Phase 1 ist gekennzeichnet durch milde respiratorische und systemische Symptome wie
Abgeschlagenheit, trockenem Husten, Schnupfen und Fieber, die durchschnittlich zwei bis 14 Tage nach
Virusexposition auftreten konnen [144]. Die Prognose fiir das Outcome der frithen Infektion ist sehr gut
und es hat sich gezeigt, dass 81% aller Patienten nach einem milden Krankheitsverlauf vollstindig
genesen [ 128]. Erwahnenswert ist aulerdem, dass mehrere Studien bei {iber der Hilfte der Patienten im
frithen Stadium olfaktorische und gustatorische Dysfunktionen aufwiesen, héufig als einziges
Initialsymptom [116].

In Phase 2 kommt es zu einer lokalen Inflammation der Lunge und Patienten entwickeln eine virale
Pneumonie mit Husten, Fieber und Atemnot. Hinweis auf einen beginnenden schweren Verlauf mit
Hypoxie ist ein < 300mmHg erniedrigter Horovitz-Quotient (PaO,/FiO;). Aufgrund dessen wird Phase
2 in 2a (ohne Hypoxie) und 2b (mit Hypoxie) unterteilt. Rontgen- und computertomographische
Aufnahmen (CT) des Thorax zeigen beidseitige diffuse Verschattungen oder Milchglasinfiltrate.

Letztere sind Areale im Lungenparenchym, die eine leicht angehobene Lungendichte aufweisen, da dort
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Luft partiell von Odemen, Exsudat oder Himorrhagie aus dem Parenchym verdringt wird. Laborwerte
zeigen eine Lymphopenie und einen Transaminasenanstieg, wahrend Entziindungsmarker leicht erhéht
sein koénnen. Procalcitoninwerte sind in den meisten Féllen einer COVID-19-Pneumonie niedrig bis
normal. Rund 14% der COVID-19-Fille entwickeln sich zu diesem schweren Verlauf, der oft eine
invasive Beatmung notwendig macht.

Phase 3 manifestiert sich als eine systemische Hyperinflammation mit Vasoplegie, Schock,
Multiorganversagen und ARDS, das mit einer Pravalenz von 17-29% bei COVID-19-Féllen auftritt [ 14].
Sie kann mit Herzinsuffizienz, Myokarditis, Herzrhythmusstérungen, vendsen thromboembolischen
Ereignissen und hypoxischer Enzephalopathie assoziiert werden. Dariiber hinaus werden
dialysepflichtiges Nierenversagen und gastrointestinale Symptome mit Leberfunktionsstérungen
beobachtet, welche im Zentrum des Interesses dieser Arbeit stehen und im nichsten Abschnitt ndher
erldutert werden [142]. Inflammatorische Zytokine und Biomarker wie Interleukin (IL)-2, IL-6, IL-7,
Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (GCSF), CC-Chemoligand 2 (CCL2/ monocyte
chemotactic protein 1 (MCP1)), makrophagisches inflammatorisches Protein 1lo (MIPla),
Tumornekrosefaktor o (TNF-a), C-reaktives Protein (CRP), Ferritin und D-Dimere sind wéhrend der
kritischen Phase stark erhoht, was als ,,Zytokinsturm® bezeichnet wird. Ebenfalls ansteigend sind die
Werte von Troponin und N-terminales pro-natriuretisches Peptid Typ B (NTproBNP). Das
Krankheitsbild des Zytokinsturms entspricht dem einer sekunddren Hamophagozytischen
Lymphohistiozytose (SHL), ein reaktives Hyperinflammationssyndrom mit Hyperzytokindmie,
Multiorganversagen und pulmonaler Beteiligung, das hauptsichlich durch virale Infektionen getriggert
wird [77]. Signifikant erniedrigt sind jedoch Lymphozyten, darunter T-Helferzellen und regulatorische
T-Zellen, wie auch die Anteile von Monozyten, eosinophilen und basophilen Granulozyten [91]. Im
Mittel haben 5% der Infizierten solch einen kritischen Verlauf, der intensivmedizinische Betreuung und
teilweise eine extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO) erforderlich macht [128]. Die Prognose
fiir eine vollstédndige Genesung ist schlecht und noch kdnnen keine sicheren Aussagen iiber eventuelle
Langzeitschdden von COVID-19 getroffen werden. Der Fall-Verstorbenen-Anteil (engl. case fatality
rate, CFR) ist international zwischen einzelnen Landern verschieden und héngt auBerdem stark vom
Alter der Infizierten ab. In Deutschland liegt er zur Zeit (bis November 2020) bei unter 0,1% fiir
Erkrankte unter 50 Jahren, hingegen bei iiber 10% bei Personen iiber 80 Jahre [142].
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2.2 Leberbeteiligung bei COVID-19

2.2.1 Symptomatik

ACE2 ist zu gro3en Teilen auf Enterozyten und in der Leber exprimiert, weswegen SARS-CoV-2 direkt
die Zellen des Gastrointestinaltrakts befallen kann. Dies ist eine mogliche Ursache fiir die mit COVID-
19 einhergehenden gastrointestinalen Symptome, die Appetitverlust, Diarrhd, Ubelkeit, Erbrechen und
abdominale Schmerzen umfassen. Die Haufigkeit einer extrapulmonalen Symptomatik variiert jedoch
stark nach Region; eine Metaanalyse chinesischer Studien beschreibt bei etwa 10% der Patienten die
oben genannten Symptome [113], wahrend in einer multizentrischen Studie aus Massachusetts iiber 60%
der Patienten von mindestens einem der Symptome berichten und sie bei 14% sogar das Initialsymptom
darstellen [93]. Von den ersten 50 deutschen Patienten der Uniklinik Aachen gaben 18% gastrointesti-

nale Beschwerden an [31].

ACE2-Rezeptoren in der Leber befinden sich hauptséchlich auf Cholangiozyten und weniger hiufig auf
Hepatozyten, hingegen nicht auf Kupffer-Zellen, den leberspezifischen Makrophagen [90]. Klinisch
manifestiert sich eine Leberbeteiligung mit erhdhten Leberwerten, jedoch weniger mit dem Auftreten
gastrointestinaler Beschwerden, worauf die Ergebnisse einer amerikanischen multizentrischen Studie
hinweisen. Beriicksichtigt werden muss die kleine KohortengroBe und die geringe Datenlage, sodass

noch keine generellen Aussagen diesbeziiglich getroffen werden kénnen [93].

Leberwerte werden in drei Unterklassen eingeteilt, die Hinweise auf die Art der Lebererkrankung geben.
Parameter der Leberzellschiddigung sind die zwei Transaminasen Alanin-Aminotransferase (ALT) und
Aspartat-Aminotransferase (AST), die Glutamatdehydrogenase (GLDH) und die Lactatdehydrogenase
(LDH). Diese Enzyme werden bei Schiadigung der Hepatozyten frei und gelangen in den Blutkreislauf.
ALT und GLDH sind leberzellspezifisch, wihrend AST auch im Herz, im Skelettmuskel und in Eryth-
rozyten vorkommt. AST und ALT kommen im Leberzellzytoplasma vor, AST zusétzlich in den Mito-
chondrien, welche nur bei schwerer Leberschidigung mitbetroffen sind. LDH kommt in allen K&rper-
zellen vor und am héufigsten treten erhohte Werte bei Erkrankungen der Leber, der Skelettmuskulatur
und bei Kardiomyopathien auf. Unter Cholestaseparametern werden y-Glutamyltransferase (y-GT), al-
kalische Phosphatase (AP) und Bilirubin (Bilirubin gesamt; engl. total bilirubin, TBIL) verstanden, die
auf eine Stérung der Gallenbildung oder Gallensekretion hinweisen kdnnen. AP stammt zu gleichen
Teilen aus Leber und Knochen. Syntheseparameter der Leber sind das Plasmaprotein Albumin, die
Cholinesterase und weitere Plasmaproteine, die als Gerinnungsfaktoren wirken und die bei Untergang
von Hepatozyten vermindert synthetisiert werden. Albumin zéhlt aulerdem zu den Anti-Akute-Phase-
Proteinen, sodass sein erniedrigter Wert im Serum auch auf einen Entziindungsvorgang im Korper hin-

weisen kann [6].
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Die Inzidenz erhohter Leberwerte bei hospitalisierten Patienten mit COVID-19 variiert zwischen An-
teilen von 14% bis 76% je nach Studie [20,35,95,102,107]. Eine Leberschédigung présentiert sich nach
aktuellem Stand zumeist mild und kurzzeitig, ist jedoch vorherrschend bei schwer verlaufenden Fallen
von COVID-19. Patienten mit progredienter Erkrankung zeigen hiufiger ein grofleres Ausmal3 an Le-
berbeteiligung und vice versa sind pathologische Leberwerte mit dem Risiko verbunden, ein kritisches

Stadium von COVID-19 zu erreichen [22,45,71].

Zu Beginn der Erkrankung steigen AST und ALT héufig auf das Ein- bis Zweifache des oberen Grenz-
werts (engl. upper limit of normal, ULN), wihrend TBIL normal bis moderat erhoht sein kann
[87,94,95]. Erhohte AST, ALT sowie TBIL-Werte konnten mit erhohter Mortalitit assoziiert werden
[38,101]. y-GT als Cholestasemarker ist erhoht bei 16-19% der Patienten und wird mit einem schweren
Krankheitsverlauf assoziiert [20,101,103]. Der zweite Cholestasemarker AP ist bei einem kleineren An-
teil der Patienten erhoht (5-12%) und korreliert ebenfalls mit dem Schweregrad der Erkankung
[20,38,101,103]. Die Albuminkonzentrationen sind bei Patienten mit schwerer Leberschadigung signi-
fikant erniedrigt, und diese Patienten haben bei niedrigen Werten am Aufnahmetag bzw. zu Beginn der
Erkrankung ein hoheres Risiko, einen schweren COVID-19-Verlauf zu erleiden [87]. Sie treten bei 38%

bis 98% aller Patienten auf und sind mit hoherer Mortalitit assoziiert [101].

Guan et al. [46] berichteten von erhdhten AST-Werten bei 22,2%, erhohten ALT-Werten bei 21,3% und
erhohtem TBIL bei 10,5% der 1.099 chinesischen Patienten. Alle Werte sind bei schweren Krankheits-
verlaufen hdufiger erhoht, besonders grof3 ist der Unterschied der AST-Erhdhung bei 39,4% der gravie-
renden Félle im Gegensatz zu lediglich 18,4% der leichteren Fille. Eine grofere Kohorte von 5.700
hospitalisierten Patienten in New York beschrieb eine erhdhte AST von > 40 U/l bei 58% und eine
erhohte ALT von > 60 U/l bei 39%. In derselben Kohorte entwickelten 2% ein akutes Leberversagen
mit Werten von AST und ALT > 1,5x ULN [95]. Eine Studie mit dhnlicher Kohortengréfle wie der
unseren berichtete liber 60 Patienten des Massachusetts General Hospital, von denen 69% mindestens
einen pathologischen Leberwert bei Aufnahme hatten. Durchschnittlich war die AST zu Beginn und
wihrend der Hospitalisierung héher als die ALT und signifikant mit der ALT assoziiert. Da AST nicht
leberspezifisch ist und ebenso auf eine Myositis hinweisen kann, wurde auf eine Assoziation von AST
mit Entziindungsmarkern und Muskelschadigungsmarkern gepriift. Interessanterweise korrelierte AST
nicht mit Kreatinkinase und LDH (Marker einer Muskelschddigung) und moderat mit Entziindungsmar-
kern wie CRP und Ferritin. Dies deutet auf eine Leberzellschddigung mit moglicher mitochondrialer
Beteiligung hin [17]. Dem widersprechen allerdings andere Studien mit der Aussage, dass eine schwere
Leberschiadigung mit Entziindungsmarkern wie Ferritin, Procalcitonin und IL-6 assoziiert sei. Aul3er-
dem sei die AST normalerweise hoher als die ALT und kdnne als Mortalitdtspradiktor gesehen werden,
was eher auf eine immunvermittelte Entziindung hinweise [38,87]. Eine Verlaufsstudie von Schatten-

berg et al. [103] aus Deutschland beschreibt, dass bei 75% der hospitalisierten Patienten ein Anstieg der
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Leberfunktionswerte wahrend ihres Krankenhausaufenthaltes zu beobachten war. Die AST war domi-
nant erhoht und blieb langer und haufiger als die ALT tiber ULN. Die Cholestaseparameter waren indes

weniger hdufig erhoht, und es lagen keine Zeichen eines Leberversagens vor.

2.2.2 Ursachen

Der direkte Befall der Hepatozyten durch SARS-CoV-2 kann in dem Vorhandensein des Zelleintritts-
rezeptors ACE2 auf Hepatozyten und Cholangiozyten begriindet sein, welcher in groferer Dichte auf
Cholangiozyten zu finden ist [90]. Cholangiozyten spielen als Reservoir fiir Leberstammzellen bei der
Leberregeneration und pro-inflammatorischen Prozessen durch autokrine und parakrine Mechanismen
eine wichtige Rolle [10]. Werden diese geschadigt, hat es wiederum einen zytopathischen Effekt auf die
Hepatozyten und die Regenerationsfahigkeit nimmt ab [103]. Andererseits wurden SARS-CoV-2-
Partikel im Zytoplasma der Hepatozyten gefunden und tragen auch dort eine Hiille mit den charakteris-
tischen Spike-Proteinen. Dies spricht nicht nur fiir den direkten Zellbefall, sondern auch fiir die Mog-
lichkeit der Viren, sich in den Hepatozyten zu vermehren. Eine massive Apoptose sowie geschiadigte
Zellmembranen, leichte Inflammation der Portalfelder mit Lymphozyteninfiltraten und leichte bis mo-
derate fokal lobuldre Entziindung waren histopathologische Befunde, die die These einer Zytotoxizitét

stark untermauern [126].

Des Weiteren kann die Leberbeteiligung sekundérer Art sein. Komplikationen einer COVID-19-
Pneumonie présentieren sich als ARDS, Sepsis/Systematic Inflammatory Response Syndrome (SIRS)
und Multiorganversagen und fiithren bei einem geringen Anteil der Patienten zur Schocksymptomatik
[77]. Dies verursacht eine hypoxisch-ischdmische Schadigung der Leber, was als ischdmische Hepatitis
oder Schockleber bezeichnet wird. Eine arterielle Durchblutungsstorung nach Pumpversagen bei Sepsis
fiihrt zu einer Sauerstoffunterversorgung der zentrilobuldren Lappchenanteile. Bei langer andauernder
Hypoxie von iiber 24 Stunden nekrotisiert das zentrale Lippchengewebe und Transaminasen und LDH-
Werte steigen stark an [117]. Aulerdem agieren die anschlieBend im oxidativen Stress entstehenden
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) als sekundire Botenstoffe und verursachen eine verstarkte Ausschiit-
tung von proinflammatorischen Faktoren [37]. Nach Kardiomyopathien, die bei COVID-19-Patienten
auffielen, kann es zu einer kardialen Stauungsleber infolge einer rechtsventrikuldren Pumpstérung kom-
men [101].

Die Leber ist verantwortlich fiir die Homoostase des Immunsystems, indem sie an der Immuniiberwa-
chung mit ihren antigenprésentierenden Zellen und Lymphozyten sowie mit der Synthese von Proteinen
des unspezifischen und spezifischen Immunsystems teilnimmt [4]. Eine vorbestehende chronische Le-

bererkrankung, die eine Zirrhose, chronische Hepatitis B und/oder Hepatitis C, metabolisch assoziierte
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Fettlebererkrankung (MAFLD)' und/oder Nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) und eine Autoim-
munhepatitis umfasst, sensibilisiert die Leber fiir den oben genannten oxidativen Stress und ist assoziiert
mit einer Dysfunktion des Immunsystems [4]. Zudem wurde in der bisher groften Auswertung gesund-
heitsbezogener Daten gezeigt, dass eine zugrundeliegende Lebererkrankung ein Risikofaktor fiir das
Versterben an COVID-19 ist [127]. Dies veranlasste beispielsweise die American Association for the
Study of Liver Disease (AASLD) eine strengere Uberwachung von vorerkrankten Patienten und ein
Weiterfiithren von Screening der Leberarameter und Medikation zu empfehlen [1]. Die Pravalenz einer
Lebervorerkrankung unter COVID-19-Patienten reicht von 2% bis 11%, jedoch mit der Anmerkung,
dass aufgrund der bis dato steigenden Infektionszahlen noch keine endgiiltigen Aussagen getroffen wer-
den konnen [134]. Eine weitere multizentrische Studie aus den USA bestdtigte das hohere Letalitatsri-
siko unter vorerkrankten Patienten und konnte aulerdem zeigen, dass das Risiko bei Patienten mit einer
Zirrhose noch hoher lag. Interessanterweise unterschieden sich die durchschnittlichen Werte der Leber-
parameter nicht zwischen Patienten mit und ohne Lebervorerkrankung [107]. Viele COVID-19-
Patienten erlitten eine Dekompensation ihrer Zirrhose, ohne respiratorische Symptome zu zeigen, was
dafiir spricht, dass eine Hepatopathie auch ein autonomer Risikofaktor ist und nicht nur sekundér als
Folge einer hypoxisch-ischdmischen Schidigung das Outcome von COVID-19 verschlechtert [81]. Die
haufigsten Komorbidititen bei COVID-19 sind Hypertonie, Adipositas, Diabetes und kardiovaskulére
Erkrankungen [39]. Dies sind Faktoren, die unter dem metabolischen Syndrom zusammengefasst wer-
den. Die MAFLD wird als hepatische Manifestation des metabolischen Syndroms gesehen und unter
diesen Begriff fallen Lebererkrankungen, bei denen eine vermehrte Fettspeicherung in der Leber zu
finden ist, mit per definitionem einer Lipidakkumulation in mehr als 5% der Hepatozyten [145]. Sie ist
die weltweit haufigste Lebererkrankung, was viele Patienten auch aufgrund der hdufigen Koexistenz der
metabolischen Begleiterkrankungen einem hoheren Risiko aussetzt, einen gravierenden COVID-19-
Verlauf zu entwickeln. Beziiglich der MAFLD wurde ein erhdhtes Risiko einer negativen COVID-19-
Entwicklung, eine hohere Wahrscheinlichkeit von pathologisch erhdhten Leberparametern und eine lan-
ger andauernde Virusausscheidung festgestellt [58].

Bis dato gibt es keine Behandlungsleitlinie fiir COVID-19, sodass viele verschiedene Therapeutika noch
in klinischen Studien untersucht werden und mangels eindeutiger klinischer Daten oft im off-label-use
verwendet werden. Darunter sind die Folgenden mogliche Ausloser einer medikamenteninduzierten He-
patotoxizitit (engl. drug-induced liver injury, DILI): die Virostatika Lopinavir/Ritonavir und Rem-
desivir, das Antibiotikum Azithromycin, Paracetamol, Hydroxychloroquin, Steroide und der humani-
sierte monoklonale Antikorper Tocilizumab [146]. Die Behandlung mit Lopinavir/Ritonavir erhoht zwei

Studien aus China zufolge die Wahrscheinlichkeit eines Leberschadens [21,35].

I'NAFLD wurde im Februar 2020 zu metabolic (dysfunction) associated fatty liver disease (MAFLD) umbenannt,
weswegen im Folgetext ausschlieBlich der aktuelle Name verwendet wird [33].
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Remdesivir (Veklury®) ist das erste Medikament, das von der Europdischen Kommission eine bedingte
Zulassung erteilt bekommen hat. Das Nukleosidanalogon ist seit dem 3. Juli 2020 fiir die Behandlung
von Erwachsenen und Jugendlichen tiber zwolf Jahren indiziert, bei denen eine COVID-19-Pneumonie
mit Sauerstoffpflichtigkeit vorliegt. Sehr hdufige Nebenwirkungen sind allerdings Leberwerterhhun-
gen, sodass die Behandlung, die aufgrund der bewiesenen Wirksamkeit vermehrt eingesetzt werden
konnte, zu einer DILI fithren kann [11,36].

Einige Félle von hepatozelluldrer Schadigung ein bis drei Wochen nach Ansetzen von Azithromycin
wurden beschrieben, welches initial hdufig bei COVID-19-Patienten verschrieben wurde, wenn sich
zusitzlich zur viralen eine ambulant erworbene bakterielle Pneumonie entwickelte [74].
Hydroxychloroquin, derzeit u.a. zur Behandlung von Malaria zugelassen, wurde zu Beginn der Pande-
mie vermehrt eingesetzt. Bekannte Nebenwirkungen bei empfohlenen Dosierungen sind neben Herz-
rhythmusstérungen auch Beeintrdchtigungen der Leberfunktion, sodass die Arzneimittelkommission
der Deutschen Arzteschaft am 29. April 2020 eine Warnung und die dringende Empfehlung zur engma-
schigen Uberwachung der mit Hydroxychloroquin behandelten Patienten empfahl [11,147].
Tocilizumab, der monoklonale IgG-Antikorper des IL-6-Rezeptors, hatte in kleinen Studien einen posi-
tiven Effekt aufgewiesen, indem er den durch SARS-CoV-2 ausgeldsten Zytokinsturm durch eine Blo-
ckade des pro-inflammatorischen IL-6 eingeddmmt hat [29]. Haufig erhohen sich die Leberenzyme wéh-
rend einer Behandlung und Félle von Leberschidigung und akutem Leberversagen sind beschrieben

worden [146].

Das Zytokinsturm-Syndrom mit stark erhohten Werten von IL-2, IL-6, IL-7, IL-10, GCSF, MCP1,
MIP1a, TNF-a, CRP und Ferritin wurde bereits im Méarz 2020 bei schwerst erkrankten Patienten be-
schrieben, wovon IL-6 und Ferritin mit erhohter Mortalitit assoziiert wurden [77]. Die zuvor beschrie-
benen moglichen Ursachen einer Leberschddigung kdnnen einzeln oder zusammengenommen als ,,First
Hits* dazu fiihren, dass die Leber bereits vor der hyperinflammatorischen Phase so stark beeintriachtigt
ist, dass die Zytokin-mediierten Mechanismen als ,,Second Hits* zur Inflammation und Apoptose der
Hepatozyten fiithren. Eine vorbestehende MAFLD oder Steatose konnte wiederum durch Chemokine
wihrend der Infektion exazerbieren [148]. Ein Zytokinsturm ist definiert durch eine unangepasste Ant-
wort des angeborenen sowie des adaptiven Immunsystems auf Infektionen und Zellschddigungen, wobei
eine Hyperzytokindmie auftritt. Die Pathogenese ist in ihrer Komplexizét noch nicht genau verstanden.
Wahrscheinlich besteht eine positive Riickkoppelung zwischen Immunzellen und Zytokinen, die lokal
sowie systemisch eine gravierende Entziindungsreaktion mit hoher Mortalitit ausldsen kann. Dies ist
beispielsweise beim ARDS (auch unabhingig von COVID-19), der hdmophagozytischen Lymphohisti-
ozytose (HLH) oder dem Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) beobachtet worden
[14,77]. Folgende Kaskade wird fiir die Infektion mit SARS-CoV-2 angenommen, die sich vor allem in

den Alveolarzellen der Lunge, aber auch an den Hepatozyten und Cholangiozyten abspielen kann. Als
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Folge eines Zellbefalls durch das Coronavirus binden Makrophagen iiber ihre Mustererkennungsrezep-
toren (engl. Pattern Recognition Receptors, PRR) die Pathogene, phagozytieren sie und prasentieren im
Anschluss die Antigenfragmente den naiven Lymphozyten. Sie triggern somit eine Entziindungsreak-
tion, indem sie die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-6 und TNF-a steigern
und zusétzlich die Lymphoyzten zu den reifen Effektorzellen CD4"-, CD8"- und regulatorischen T-Zel-
len primen. Diese produzieren wiederum proinflammatorische und chemotaktische Zytokine wie IL-2,
IFN-y und MCP-1, welche die Autostimulation von T-Helferzellen, die Aktivitit von Makrophagen,
natiirlichen Killerzellen und B-Lymphozyten sowie eine Induktion von Akute-Phase-Proteinen in He-
patozyten verursachen. Folgerichtig fiihrt die Kaskade zur Apoptose und Nekrose infizierter Zellen. Im
weiteren Verlauf kommt es jedoch zu einer oft beobachteten Lymphopenie, sodass ein Ungleichgewicht
zwischen iiberschieBender unspezifischer Immunantwort und geschwéchter adaptiver Immunantwort
mit mangelhafter Ausbildung von Gedéchtniszellen vorzuliegen scheint. Makrophagen erzeugen auf3er-
dem ROS durch ihren Respiratory Burst, womit Pathogene bekampft werden. Die Radikale werden je-
doch auch nach extrazelluldr abgegeben und kénnen dort benachbarte Zellen (z.B. Hepatozyten) sché-
digen. Die ROS selbst sind in der Lage, die Synthese von neuen PRRs und Transkriptionsfaktoren zu
stimulieren, die folglich mehr der proinflammatorischen Zytokine produzieren. Die Regulation der Pro-
duktionsmenge von Zytokinen, Chemokinen und Komplementfaktoren entgleist, und im Rahmen eines
Multiorganversagens wird auch gesundes Gewebe zerstort. Geschiddigte und phagozytierte Zellen schiit-
ten zusétzliche inflammatorische Marker aus, die mit den PRR interagieren und weiter inflammatorische
Prozesse triggern [14].

Die Leber ist besonders von der iiberschielenden Immunreaktion betroffen, da sie einen groflen Anteil
an Makrophagen (Kupffer-Zellen), Lymphozyten und zytokinproduzierenden Zellen (geschadigte He-
patozyten) enthélt und fiir die Produktion von Akute-Phase-Proteinen verantwortlich ist [58,129]. Kupf-
fer-Zellen und Hepatozyten synthetisieren auBlerdem Komplementfaktoren, darunter C5a, dessen Re-
zeptor auf Sinusendothelzellen, Kupffer-Zellen und Myofibroblasten exprimiert wird. C5a 1ost eine
Chemotaxis von Leukozyten aus, steigert die GefaBBpermeabilitét und fiihrt ebenfalls zu einer Ausschiit-
tung von proinflammatorischen Zytokinen. Interessanterweise wurde eine Verkniipfung zwischen C5

und dem Schweregrad der Leberfibrose gefunden [S1].

2.3 Genetische Risikofaktoren fiir Lebererkrankungen

Eine Vielzahl an genetischen Risikofaktoren einer Lebererkrankung ist bereits gefunden worden und
einige unter ihnen haben Einzug in die Routinediagnostik der Labore gehalten. Der Fokus dieser Arbeit
liegt auf den genetischen Varianten, die zu einem o-1-Antitrypsin (A1AT)-Mangel, einer Steatose und
einem Vitamin-D-Mangel fithren kdnnen. Zudem wird in einem neuen Ansatz der Einfluss der ABO-

Blutgruppenzugehorigkeit auf eine Hepatopathie untersucht, wobei die Blutgruppen der Patienten eben-
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falls durch genetische Analysen bestimmt wurden. Die Hypothese, dass sich Leberparameter bei Vor-
liegen dieser Risikofaktoren oder bei Zugehorigkeit einer bestimmten Blutgruppe des ABO-Systems

verschlechtern, soll in dieser Arbeit {iberpriift werden.

Die molekulargenetischen Analysen fokussieren auf die Detektion von Einzelnukleotid-Polymorphis-
men (SNP, engl. single nucleotide polymorphism) in Genen der Patienten-DNA. Ein SNP eines Gens
liegt vor, wenn es zu einem Austausch eines einzelnen Basenpaares in einem komplementiren DNA-
Doppelstrang kommt [8]. Es sind somit vererbbare Einzelbasensubstitutionen und stellen die haufigste
Art genetischer Variabilitit des Menschen dar [26]. Das veridnderte Allel eines SNPs kann entweder
phénotypische Konsequenzen haben, welche wiederum vorteilhaft oder krankheitsurséchlich fiir den
menschlichen Korper sein kdnnen, oder aber funktionslos bleiben [9]. Dies liegt unter anderem daran,
dass SNPs in kodierenden als auch in nicht kodierenden intronischen Genregionen auftreten kénnen

[26].

Es wird nacheinander auf die Basenaustausche eingegangen und deren klinische Auswirkungen be-
schrieben, um die Wahl der SNPs zu begriinden und einen méglichen Zusammenhang mit der Erkran-

kung des neuartigen Coronavirus anzufiigen.

e o-1-Antitrypsin-Mangel

A1AT-Mangel ist eine autosomal-rezessive Stoffwechselerkrankung, bei der aufgrund einer Genmuta-
tion zu wenig A1AT gebildet oder sekretiert wird. A1AT ist ein hauptséchlich in den Hepatozyten syn-
thetisierter Inhibitor von Serinproteasen wie Trypsin, neutrophiler Elastase, Plasmin und Chymotrypsin.
Diese Proteasen werden bei Entziindungsprozessen aus neutrophilen Granulozyten ausgeschiittet und
dienen dem Schutz des empfindlichen Alveolargewebes der Lunge. Damit das Lungengewebe jedoch
von den Proteasen nicht selbst zersetzt wird, inaktiviert A1AT sie irreversibel. Bei Gesunden liegen die
Serumwerte von A1AT zwischen 0,9 und 2g/1, wobei sie wiahrend einer Akuten-Phase-Reaktion auf das
Vier- bis Fiinffache ansteigen konnen. Ebenfalls erhoht sind die Werte in fortgeschrittenem Alter [S7].
Dem Mangel an A1AT liegt eine Genmutation des polymorphen SERPINA1-Gens (serine protease in-
hibitor, group A, member 1) zugrunde, welches auch Protease-Inhibitor-Gen (PI) genannt wird. Das
Gen hat zwei Allele, von denen die normalen mit M bezeichnet werden und bei 85%-90% der Bevolke-
rung auftreten. Die am héufigsten vorkommenden mutierten Allele sind S, als Resultat des SNPs
rs17580 und Z (rs28929474) [16]. In der Promotor-Region des SERPINAI-Gens kann es ebenfalls zu
einem Basenaustausch durch den SNP rs8004738 kommen, welcher ein genetischer Risikofaktor fiir
Lebererkrankungen innerhalb der Gruppe homozygoter Z-Allel-Trager sein konnte [24]. Der PI-S-
Genotyp flihrt zu einer Instabilitidt des Genprodukts durch intrazelluldren Abbau und zu einer leichten

Verminderung des Serum-A1AT. Im Unterschied dazu resultiert die Z-Mutation in einer Retention von
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A1AT im endoplasmatischen Retikulum der Hepatozyten und somit neben stark verminderten Serum-
werten auch in einer Zellschddigung der Leber [84]. Daher sind homozygote Triager des PI-Z-Allels
pradisponiert, eine Lebererkrankung zu entwickeln. Beziiglich extrahepatischer Manifestationen ist der
A1AT-Mangel eine Ursache fiir ein Lungenemphysem in jungen Jahren, fiir obstruktive Ventilations-
storung vor allem bei Rauchern, fiir eine systemische Vaskulitis und fiir mégliche weitere inflammato-
rische, autoimmune und neoplastische Erkrankungen [111].

Wie oben bereits erldutert, zeigten Hoffmann et al., dass SARS-CoV-2 als Eintrittspforte in den mensch-
lichen Korper das ACE2-Enzym nutzt. Es benétigt jedoch weiterhin die Transmembranserinprotease
TMPRSS2, die das Spike-Protein des Virus spaltet und es somit aktiviert [52]. Diese Protease
TMPRSS2 wird wiederum durch A1AT gehemmt, was 2015 erstmals von Esumi et al. [34] untersucht
wurde. Liegt ein A1AT-Mangel bei einem Menschen vor, ist weniger A1AT im Serum vorhanden und
daher konnte dieser folglich anfilliger fiir eine Infektion mit SARS-CoV-2 oder fiir einen fulminanteren

Verlauf der Infektion sein.

e Vitamin D- Mangel

Vitamin D (Calciferol) ist ein fettlosliches Vitamin und z&hlt zur Stoffklasse der Steroide. Die beiden
Formen Vitamin D2 (Ergocalciferol) und Vitamin D3 (Cholecalciferol) unterscheiden sich nicht in ihrer
physiologischen Funktion, jedoch im Aufbau ihrer Seitenkette und anhand der Tatsache, dass Vitamin
D3 als einziges Vitamin vom menschlichen Kdrper synthetisiert werden kann. Mit der Nahrung kann
Vitamin D2 mit Pilzen aufgenommen werden, wohingegen Vitamin D3 in tierischen Produkten, darun-
ter vor allem in fettigem Fisch und Eiern vorhanden ist. Beide Formen miissen in enzymatischen Reak-
tionen aktiviert werden, was im Folgenden als Grundlage fiir das Verstdandnis der SNPs des Vitamin D-
Metabolismus erldutert werden soll. In der Leber wird zunéchst aus dem korpereigenen Cholesterin
mittels des Enzyms Cholesterin-Dehydrogenase das Provitamin D3 (7-Dehydrocholesterin) syntheti-
siert, welches in der Zellmembran der Haut gespeichert wird. UV-Strahlung des Sonnenlichts spaltet es
in der Haut zu Cholecalciferol, dem inaktiven Vitamin D3. Gebunden an das Vitamin-D-Bindeprotein
(DBP; group-specific component globulin (GC)), das mit allen Vitamin-D-Metaboliten einen Komplex
eingeht, zirkuliert es im Blut und kann so zu Leber und Niere transportiert werden, wo es in zwei aufei-
nanderfolgenden Schritten hydroxyliert wird. Zuerst hydroxyliert das Enzym Cytochrom P4502R1
(CYP2R]) in der Leber Cholecalciferol zu 25-Hydroxycholecalciferol (Calcidiol; 25(OH) Vitamin D).
Dessen Konzentration im Serum ist der verldsslichste Indikator des Vitamin-D-Status [75]. Serumwerte
von 25(OH) Vitamin D zwischen 30 ng/ml und 100 ng/ml spiegeln eine ausreichende Versorgung mit
Vitamin D wieder, wihrend Vitamin D-Insuffizienz mit Werten unter 30ng/ml und Vitamin D-Mangel
ab Serumwerten unter 20ng/ml festgelegt wurde [54,55].

An DBP gebunden gelangt Vitamin D3 zur Niere, wo die Hydroxylierung zu 1,25-Dihydroxycholecal-
ciferol (Calcitriol) durch die la-Hydroxylase (CYP27B1) ablduft und wieder an DBP gebunden in die
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Blutbahn abgegeben wird. Inaktiviert wird es genau wie Calcidiol durch die 24-Hydroxylase (CYP24A1)
und wird anschlieBend {iber die Galle ausgeschieden [60].

Calcitriol entfaltet seine Wirkung hautpsichlich mittels Aktivierung spezifischer Gene durch Bindung
an den nukleédren Vitamin-D-Rezeptor und hat im menschlichen Korper vielfaltige Eigenschaften inne:
Regulation des Calcium- und Phosphatstoffwechsels sowie des Knochenaufbaus, Beeinflussung der
Zelldifferenzierung und Zellproliferation, des kardiovaskulédren Systems sowie der Muskelfunktion und
Immunmodulation. Klinisch zeigt sich ein Vitamin-D-Mangel als Rachitis bei Kindern und Osteomala-
zie bei Erwachsenen [60]. Ein Mangel konnte des Weiteren auch mit der Entwicklung von Infektionen,
wie der ambulant erworbenen Pneumonie (CAP) in Verbindung gebracht werden [69]. AuBlerdem wurde
er mit chronischer Lebererkrankung in Folge einer MAFLD assoziiert, und dartiber hinaus spielt er eine
Rolle bei der Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen, Autoimmunkrankheiten wie dem insulinab-
hingigen Diabetes mellitus und bestimmten Krebsleiden (Kolon-, Prostata- und Mammakarzinom)
[55,85].

Als Atiologie einer Verinderung des Vitamin-D-Status konnten neben Fehlernihrung, mangelnder Son-
nenlichtexposition, hohem Alter und hohem Body Mass Index (BMI) auch genetische Faktoren eruiert
werden [76]. In drei genomweiten Assoziationsstudien (genome wide association study, GWAS) wurde
von multiplen Polymorphismen berichtet, die Gene des Vitamin D-Metabolismus betreffen und die Se-
rumwerte von 25(OH)-Vitamin-D negativ beeinflussen [2,59,125]. Ahn et al. [2] fanden in ihrer GWAS
Polymorphismen des GC-Gens (rs7041), des DHCR7-Gens (rs12800438) und des CYP2RI-Gens
(rs10741657), Wang et al. [125] entdeckten den zusétzlichen SNP des CYP24A41-Gens (rs17216707)
und Jiang et al. [59] konnten dem zwei weitere Genvarianten von AMDHD (rs10745742) und SEC23A4
(rs8018720) hinzufiigen.

Das GC-Gen kodiert fiir das Vitamin-D-Bindeprotein, ein Glykoprotein, welches alle Vitamin-D-Meta-
boliten zu den Zielorganen transportiert. Heterozygote und homozygote Tréager des Risikoallels weisen
niedrigere 25(OH)-Vitamin-D-Spiegel auf als Triager des Wildtyp-Allels [2]. DHCR?7 ist die Bezeich-
nung der 7-Dehydrocholesterolreduktase, die das in der Haut gespeicherte 7-Dehydrocholesterol zu
Cholesterin konvertiert und somit die Vitamin-D-Synthese limitiert. Homozygote Tréiger des selteneren
Allels zeigten ebenfalls niedrigere 25(OH)-Vitamin-D-Spiegel [2]. Um die Auswirkungen auf die Leber
zu unterstreichen, kann angemerkt werden, dass der SNP des DHCR7-Gens auBlerdem als Risikofaktor
fiir erhohte Lebersteifigkeit bei Patienten mit chronischer Lebererkrankung eingestuft werden konnte
[45]. Der Polymorphismus des CYP2R1-Gens beeinflusst negativ die Funktion des mikrosomalen En-
zyms, welches Cholecalciferol zu 25-Hydroxycholecalciferol (Calcidiol) hydroxyliert und ist als Ursa-
che einer hereditdren Form der Rachitis bekannt [112]. Das CYP24A1-Enzym, induziert von Calcitriol
selbst, katalysiert die Inaktivierung von Calcitriol und Calcidiol und ist wichtiger Bestandteil der Vita-

min-D-Ausscheidung [76,125].
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AMDHD1 (amidohydrolase domain containing 1) ist das kodierende Gen des Enzyms Amidohydrolase,
involviert in dem Abbau von Aminsoduren wie Histidin, Lysin und Phenylalanin und konnte als vererb-
barer Faktor flir Serumwertveranderungen von 25(OH)-Vitamin D identifiziert werden, indem das Ma-
jorallel C verantwortlich fiir eine Senkung des Vitamin D-Spiegels ist [59]. Dies trifft ebenfalls fiir das
Protein SEC234 zu, das als Teil eines Komplexes aus Hiillproteinen eine Rolle beim Transport von
proteinbeladenen Vesikeln aus dem Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat spielt, die von
dort sekretiert werden. Das Risikoallel von SEC234 ist das Majorallel und senkt die Vitamin-D-Kon-
zentration [59].

Aufgrund der groBen Rolle der Leber im Vitamin-D-Metabolismus wurde die Hypothese aufgestellt,
dass sich Leberwerte in Anwesenheit der genetischen Risikofaktoren verschlechtern, was wiederum eine
negative Auswirkung auf die Genese einer SARS-CoV-2-Infektion haben konnte. Gestiitzt wird die Hy-
pothese durch die Tatsache, dass Vitamin D-Mangel zur Entwicklung des ARDS beitrégt. Ebenfalls
relevant ist das hohe Alter der Patienten, mit dem die Fallsterblichkeit durch SARS-Cov-2 steigt [104].
Mit steigendem Alter neigt die Vitamin D-Konzentration dazu zu sinken, was fiir die Rolle von Vitamin
D bei COVID-19 sprechen konnte. Adipositas ist ebenfalls ein wichtiger Faktor, der nicht auller Acht
gelassen werden darf, seitdem erkannt wurde, dass es einen fatalen Verlauf von COVID-19 wahrschein-
licher macht [39]. Ubergewichtige und adipdse Menschen haben einen niedrigen Vitamin-D-Spiegel
und leiden allgemein an einer herabgesetzten Funktion ihres Immunsystems, was sie anfalliger fiir In-
fektionen jeglicher Art macht [76]. Bereits im Mérz 2020 erschienen daher mehrere Empfehlungen, dass
Menschen mit erhdhtem Risiko an COVID-19 zu erkranken, mit Vitamin D supplementiert werden soll-

ten [43,56].

e Steatose

Die Allelvarianten der Gene patatin-like phospholipase domain containing 3 (PNPLA3; rs738409),
membrane bound O-acyltransferase domain containing 7 (MBOAT7; rs641738) und transmembrane 6
superfamily member 2 (TM6SF2; 1s58542926) stellen allesamt genetische Risikofaktoren fiir alkoholi-
sche Leberzirrhose sowie fiir die MAFLD dar, was in mehreren GWAS und multizentrischen Studien
beschrieben wurde [19,65]. Die Allelvarianten sollen hier in ihrer signifikanten Rolle neben Umwelt-
faktoren wie hyperkalorische Erndhrung und Bewegungsmangel bei der Entstehung der Lebersteatose,
Fibrose und daraus entstehender Zirrhose erklart werden, um deren Auswahl fiir diese Untersuchung
der Leberbeteiligung bei COVID-19 zu begriinden.

Der SNP 15738409 im PNPLA3-Gen ist signifikant assoziiert mit erhohtem Leberfettgehalt, Leberent-
ziindung, Zirrhose, Hepatozellulires Karzinom (HCC) und sogar mit erhShter Gesamtmortalitét
[65,98,109]. Das Gen enthélt Informationen fiir die Synthese des multifunktionellen Enzyms Adiponut-
rin, welches zur Familie der Patatindomédne-beinhaltenden Proteine gehdrt und u.a. in der Leber, Niere,

Haut und im braunen und weiBen Fettgewebe exprimiert wird [66]. Es hat groBe Ahnlichkeit zur Adi-
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pozyten-Triazyglyzerin-Lipase (ATGL/PNPLA?2), dem ersten Enzym der Lipolyse, welches die Trigly-
zerid-Hydrolyse katalysiert. Adiponutrin besitzt ebenfalls eine Triglyzerid-Hydrolaseaktivitdt, womit
ihm eine Rolle im Lipidstoffwechsel der Leber zugesprochen wird. Gezeigt werden konnte, dass eine
vermehrte Expression von PNPLA3 durch erhdhte Aufnahme von Kohlenhydraten und Fettsduren in-
duziert wird [ 133]. Das durch die [148M-Variante verdanderte Enzym verliert einerseits seine Hydrolase-
Funktion und entzieht sich andererseits dem proteolytischen Abbau und sammelt sich vermehrt auf he-
patischen Lipidtropfchen an [12]. Yang et al. [131] konnten eine starke Interaktion zwischen PNPLA3
und dem Protein a/f-hydrolase-domain-containing 5 (ADHBS) zeigen. Das ADHBS5-Protein ist ein
wichtiger Co-Aktivator der ATGL, kann jedoch stérker vom verénderten Adiponutrin gebunden werden.
Aufgrund dieser Sequestrierung steht es der ATGL nicht mehr zur Verfiigung und die in den Hepatozy-
ten vorhandenen Triacylglyceride werden nicht mehr hydrolysiert. Die verminderte Lipolyse resultiert
somit in einer Vermehrung und Vergréferung von hepatischen Lipidtropfen. Verglichen mit den ande-
ren beiden SNPs tendieren Trager der Allelvariante im PNPLA3-Gen verstérkt zu einer Progression der
MAFLD in Richtung Leberfibrose und NASH [65]. Eine mogliche Ursache dieser Progression konnte
in der Hyperexpression des NLRP3 (nucleotide binding oligomerization domain (NOD)-like receptor
family pyrin domain-containing 3)-Inflammasoms bei Vorliegen einer Homozygotie des PNPLA3-
Risikoallels gefunden werden. Das NLRP3-Inflammasom ist ein Multiproteinkomplex des innaten Im-
munsystems, welches nicht nur auf Erregerbestandteile (engl. pathogen-associated molecular patterns,
PAMPs), sondern auch auf Zellbestandteile von geschiddigtem Gewebe (engl. damage-associated
molecular patterns, DAMPs) reagiert und somit eine ,,sterile Inflammation‘ (Inflammation von Gewebe
ohne Vorliegen einer Infektion) auslosen kann. Es aktiviert die pro-inflammatorischen Zytokine IL-103
und IL-18, welche wiederum die Lipidakkumulation in Hepatozyten verstérken und die Hepatozyten fiir
TNF-a sensibilisieren. Exprimiert wird das Inflammasom verstérkt in Hepatozyten, Ito-Zellen und En-
dothelzellen der Sinusoide bei Patienten mit NASH und dem PNPLA3-Risikoallel im Vergleich zu ge-
sunden Patienten. Dies spricht fiir die Rolle des Inflammasoms in der negativen Entwicklung der
NAFLD zur Steatohepatitis [80].

Der MBOAT?7-Polymorphismus wurde zuerst als Pradiktionsfaktor fiir alkoholbedingte Leberzirrhose
entdeckt, ist jedoch auch verbunden mit einem verstiarkten Auftreten von MAFLD und einer sich daraus
entwickelnden Leberfibrose [19,65]. Das Minorallel konnte mit einem hoheren Steatosegrad, schwer-
wiegender Inflammation sowie stirkerer Fibrose assoziiert werden [72]. MBOAT?7 kodiert fiir die Lyso-
phospholipid-Acyltransferase 7 (LPLAT7) [19]. Es katalysiert die Reacylierung von Lysophosphatidy-
linositol (LPI) zu Phosphatidylinositol (PI; ein Phosphoglycerid) im Phospholipid-Remodeling-Pa-
thway. Dieser Umbauprozess ist auch bekannt unter dem Namen Lands * Cycle, in dem die Anordnung
und Verteilung von Fettsduren der Phospholipide nach deren De-novo-Synthese noch verdndert werden.
Membranphospholipide sind metabolisch aktiv und durchlaufen eine Reihe von Deacylierungs- und
Reacylierungsreaktionen, die zum Einbau von mehrfach ungeséttigten Fettsduren an neu synthetisierten

Phospholipiden fiihren [zitiert nach 123]. LPLAT?7 fiigt in diesem Prozess eine Fettsidure in Beisein von
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Acyl-Coenzym A als Acylgruppen-Donor den Phospholipiden hinzu [123]. Des Weiteren konnte eine
Aktivitdt der LPLAT7 in den inflammatorisch wirkenden neutrophilen Granulozyten gezeigt werden,
wo es eine wichtige Rolle des Arachidonsdure-Metabolismus innehat [42]. Das Signalmolekiil Arach-
idonsdure ist eine ungeséttigte Fettsdure, die aus den Phosphoglyceriden abgespalten wird und als Aus-
gangssubstanz fiir die Synthese der Eicosanoide fungiert [42]. Als Eicosanoide werden Prostaglandine,
Thromboxan A; und Leukotriene zusammengefasst, von denen vor allem die Leukotriene in neutrophi-
len Granulozyten an inflammatorischen Reaktionen beteiligt sind. Fiir MBOAT7 wurde bewiesen, dass
es die Menge an freier Arachidonséure reguliert, indem es sie in die Phospholipide einfiigt. Somit ist
Arachidonsdure nicht mehr fiir die Synthese der Leukotriene verfiigbar, die fiir eine Inflammation in
Hepatozyten und anderen Organen mitverantwortlich sind [42].

Die Genvaration des Lokus TM6SF?2 ist ein Risikofaktor fiir MAFLD und alkoholbedingter Leberzir-
rhose auf der einen und ein protektiver Faktor gegen kardiovaskuldre Erkrankungen auf der anderen
Seite [19,30,63]. Das gleichnamige Enzym ist beteiligt an der Sekretion von Very-Low-Density-Lip-
oproteinen (VLDL). Lipoproteine transportieren Triacylgylcerine und Cholesterin im Blut zu ihrem de-
finierten Zielort und werden anhand ihrer Dichte (Protein-Anteil) unterschieden. VLDLs sind verhalt-
nisméBig aus einem groflen Anteil an Triacylglycerinen und etwa aus 10% Proteinen zusammengesetzt,
werden im Endoplasmatischen Retikulum der Hepatozyten synthetisiert und transportieren von dort Tri-
acylglycerine und Cholesterin in extrahepatisches Gewebe [6]. TM6SF2 konnte ebenfalls im Endoplas-
matischen Retikulum der Hepatozyten lokalisiert werden, und die untersuchte Mutation des Enzyms
fiihrt zu einem unstabilen Protein, welches den zelluldren Export von Triglyceriden und Cholesterin aus
den Hepatozyten verringert [ 71]. Folglich ist ein erh6hter Trigylceridgehalt in den Hepatozyten und ein
verringerter Gehalt an Serumlipiden bei homozygoten Trigern messbar [30,65]. Diese Kombination
schiitzt zwar den Patienten vor Arteriosklerose und damit einhergehend dem Auftreten kardiovaskulérer

Ereignisse, steigert jedoch das Risiko einer hepatischen Inflammation und einer Leberfibrose [30].

e ABO-Blutgruppen-Abhingigkeit bei COVID-19

Das ABO-Blutgruppensystem ist eines der gegenwiértig 34 anerkannten Blutgruppenklassifikationen und
das wichtigste weltweit fir Bluttransfusionen. Es besteht aus drei Antigenen (A, B und H), die die vier
phénotypischen Blutgruppen A, B, AB und 0 definieren. Die Antigene sind in der Erythrozytenmembran
verankerte Glykolipide, die sich untereinander anhand eines terminalen Zuckerrestes unterscheiden.
Alle Erythrozyten unabhéngig von ihrer Blutgruppe tragen das H-Antigen, ein Kohlenhydratanteil aus
den fiinf Monosacchariden Glukose, Galaktose, N-Acetylglucosamin, Galactose und Fucose. Durch en-
zymatische Reaktionen von Glykosyltransferasen wird das H-Antigen modifiziert: die A-Transferase
katalysiert den Transfer von N-Acetylgalaktosamin und bildet somit das A-Antigen, wihrend die B-
Transferase den Transfer von Galaktose auf das H-Antigen und folgerichtig die Bildung des B-Antigens

auslost. Beide Transferasen werden von jeweils einem A- und einem B-Allel des ABO-Gens, lokalisiert
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auf dem langen Arm des Chromosoms 9, kodiert. Neben Erythrozyten exprimieren auch Thromboyzten,
Zellen des Gastrointestinal- und Urogenitaltraktes und Zellen in Sekreten die charakteristischen Anti-
gene. Die Haufigkeitsverteilung der Blutgruppen variiert stark zwischen verschiedenen ethnischen Be-
volkerungen. Die folgende Tabelle vergleicht vier Regionen, aus denen eine gro3e Anzahl an COVID-

19-Patienten stammt und fiir sie daher eine gute Datenlage besteht.

Tabelle 1: Hiufigkeitsverteilung der ABO-Blutgruppen

Blutgruppen-Phi- | Hiufigkeitsverteilung nach Lindern/Kontinenten in %

notyp Deutschland [149] | Europa [61] USA [27] China [27]
A 43 44 40 22-29

B 11 10 11 26

AB 5 5 4 6-13

0 41 41 45 37

Eine Besonderheit des ABO-Systems stellen aulerdem die sich im Plasma befindlichen Antikorper, die
Isoagglutinine, dar. Personen tragen den Antikdrper gegen das nicht vorhandene Antigen, sodass eine
Person mit der Blutgruppe A Antikorper gegen das B-Antigen besitzt und umgekehrt. Blutgruppe 0 hat
keine Antigene, daher befinden sich Antikdrper beider Klassen im Plasma der Personen.

Eine Vielzahl an Assoziationen des Blutgruppenstatus zu Infektionskrankheiten wurde bereits herge-
stellt, weil zum Ersten die ABO-Antikorper Teil der innaten Immunantwort gegen beispielsweise be-
stimmte Bakterien und behiillte Viren sind, die ABO-aktive Antigene tragen. Zum Zweiten dienen die
Blutgruppen-Antigene als Rezeptoren fiir die Immunantwort und Pathogene kdnnen mit ihnen intera-
gieren, indem sie sie als Rezeptoren fiir den Zelleintritt oder eine Inflammationsantwort benutzen [27].
Beziiglich SARS-CoV wurde herausgefunden, dass Blutgruppe 0 ein protektiver Faktor gegen eine In-
fektion war. Es wird vermutet, dass Personen mit Blutgruppe 0 dank ihrer Antikoérper gegen A und B
eine Resistenz aufzeigen, da eine Studie mit anti-A-Antikorper mit hohen Titern eine effektive Inhibi-
tion der Virusinteraktion mit der Wirtszelle zeigte [27].

Ellinghaus et al. [32] untersuchten als Erste in ihrer genomweiten Assoziationsstudie (GWAS, engl.
Genome-wide association study) eine mogliche Verkniipfung von Blutgruppenstatus und SARS-CoV-
2-Infektion bei 1610 Patienten aus Spanien und Italien. Eine unterschiedliche Verteilung der Blutgrup-
pen zwischen Patienten und der Kontrollkohorte wurde verzeichnet. Dem kann entnommen werden,
dass Patienten mit Blutgruppe A ein héheres Risiko haben, einen progressiven Verlauf bis zum respira-
torischen Versagen zu erleiden, im Vergleich zu Patienten mit Blutgruppe B, 0 oder AB. Blutgruppe 0

weist wahrenddessen ebenfalls einen protektiven Effekt auf.
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2.4 Zielsetzungen

Das Ziel dieser Arbeit ist, ein genaueres Verstdndnis der Leberbeteiligung bei Patienten mit einer SARS-
CoV-2-Infektion zu erlangen. Es soll ein Beitrag dazu geliefert werden, wie sich Risikofaktoren, darun-
ter Einzelbasensubstitutionen bestimmter Gene, die Blutgruppenzugehorigkeit, das Alter und das Ge-
schlecht auf die Hepatopathie bei COVID-19 auswirken und wie ein charakteristischer Verlauf der le-
berspezifischen Parameter wihrend der noch weitgehend unbekannten Krankheit aussehen kann. Sie
fokussiert auf den Zusammenhang der Leberwerte mit Entziindungsmarkern, dem 25(OH)-Vitamin D-
Status und dem Outcome von 61 Patienten am Universititsklinikum des Saarlandes. Das Outcome wird
hier definiert als: Notwendigkeit intensivmedizinischer Behandlung bei COVID-19-Pneumonie, invasi-
ver Beatmung, ECMO-Therapie und Tod.

Seit Dezember 2019 breitet sich das neuartige, pandemische Coronavirus rapide {iber die gesamte Welt
aus und lédsst Staaten in tiefen wirtschaftlichen, politischen und gesundheits6konomischen Krisen zu-
riick. In Ermangelung effektiver medikamentoser Behandlungsstrategien, ist es eine essentielle Auf-
gabe, Menschen vor einer Infektion, vor einem progressiven Verlauf und vor Komplikationen mit Fol-
geschiden zu schiitzen und mégliche Therapien zu entwickeln.

Eine Hepatopathie tritt hdufig unter COVID-19-Patienten auf und ist meist von milder Natur, sodass ein
GrofBteil der Infizierten vollstdndig genesen kann [96]. Sie ist jedoch héufiger bei schwer verlaufenden
Fallen, was die Frage aufwirft, ob die Hepatopathie ursichlich fiir die Aggravierung ist oder durch sie
hervorgerufen wird. Ein geringer Anteil der Patienten leidet an massiven Organschidden, darunter auch
einem Leberversagen und verstirbt im Verlauf. Nach aktuellem Stand der Wissenschaft wird eine mul-
tifaktorielle Ursache fiir die abnormen Leberwerte diskutiert. Moglich sind ein direkter zytopathischer
Befall der Hepatozyten, ein hypoxisch-ischdmischer Leberschaden, eine Aggravierung vorbestehender
Lebererkrankung, eine arzneimittelinduzierte Hepatitis und/oder eine hyperinflammatorische Reaktion
im Rahmen eines Zytokinsturms [89]. Die Faktoren konnen autonom fiir sich oder im Zusammenwirken
zu einer Leberstorung fiihren. Wie die Literatur zeigt, prisentiert sich eine Hepatopathie unter einer
SARS-CoV-2-Infektion mit pathologischen leberspezifischen Laborwerten und Entziindungsmarkern.
Das Interesse der Studie erwéchst aus der Erfassung dieser Daten im Verlauf und vergleicht die Schwan-
kungen nach Outcome der Patienten. Des Weiteren konzentriert sie sich auf das Auffinden mdoglicher
Faktoren, die zu einem hdheren Risiko einer Leberbeteiligung und/oder einer fatalen Infektion fiihren.
Diese Arbeit soll einen Beitrag zum Verstindnis der Atiologie und Klassifikation der Hepatopathie leis-
ten. Mit diesem Wissen konnen Préddiktoren fiir einen schweren Verlauf etabliert werden und somit in
einem frithen Krankheitsstadium das Risiko eingeschétzt und entsprechende Maflnahmen zur engma-

schigen Uberwachung und gezielter Therapie eingeleitet werden.
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3 Material und Methode

3.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie mit dem Ziel der Analyse des Einflusses von genetischen Risikofaktoren
und der Blutgruppenzugehorigkeit auf die Leberwerte handelt es sich um eine retrospektive Kohorten-
studie im Rahmen der institutsiibergreifenden CORSAAR-Studie. Der Name der Studie entstand aus
einem Akronym der Worter ,,Coronavirus® und ,,Saarland®, welche als Antwort auf die Corona-Pande-
mie im Saarland im April 2020 von der Universitdt des Saarlandes und von dem Universitédtsklinikum
des Saarlandes (UKS) ins Leben gerufen wurde. Geleitet wird sie am Standort des UKS in Homburg
von Herrn Professor Dr. med. Dr. rer. nat. R. Bals, Direktor der Klinik fiir Pneumologie und von Frau

Professorin Dr. med. S. Smola, Direktorin des Instituts fiir Virologie.

Pramisse fiir die Aufnahme von Patienten in die Kohorte waren die positive Testung auf SARS-Cov-2,
eine stationdre Aufnahme am UKS oder am Klinikum Saarbriicken und die Volljahrigkeit. Aus den
Patientenakten und Arztbriefen wurden die klinischen, laborchemischen und anamnestischen Aspekte
zusammengetragen, wihrend die molekulargenetischen Mutationsanalysen der Blutproben im Labor der
Inneren Medizin II am UKS durchgefiihrt wurden. Zudem wurde im Verlauf das Ergebnis des SARS-
Cov-2-Abstriches jedes Patienten dokumentiert, welches vom Institut fiir Virologie zur Verfligung ge-

stellt wurde.

Von jedem Patienten liegt eine schriftliche Einverstandniserklarung zur Verwendung seiner Daten und
Probenmaterialien zu Forschungszwecken vor. Zur Durchfithrung der Studie gibt es ein positives Votum
der Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Universitit des Saarlandes mit der Kennnummer

6220.

Die Patientendaten wurden nach folgenden Parametern ausgewertet [121] :
Anamnestische Daten:

e Geburtsdatum, Geschlecht, Wohnort (Postleitzahl)

e Vorerkrankung (Herz-Kreislauf-Erkrankung, Chronische Lebererkrankung, Hepatitis B/C, Chroni-
sche Lungenerkrankung, Andere (Diabetes mellitus, Adipositas, HIV-infiziert, organtransplantiert))

e Schwangerschaft
e Vormedikation
Klinische Phinotypen:
e Aufnahme, Outcome (Entlassung, Verlegung, Tod)

e Station (Normalstation, Intensivstation)
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e Symptome

e Beatmungstyp (Sauerstoff-Therapie, invasive Beatmung, ECMO)

e Medikation (Antibiotika, Antivirale Therapie, Immunsuppression, Andere)

e SARS-CoV-2 Abstrich

Laborwerte:

Tabelle 2: analysierte Laborwerte

daraus errechnet:

Aspartate aminotransferase
to platelet ratio index
(APRI)

FIB4-Score
De-Ritis-Quotient

Leberparameter Entziindungsparameter Weitere

e Albumin (g/1) o Leukozyten /ul o

e Alkalische Phosphatase | ¢ Lymphozyten /ul * 25-(OH)-VitaminD (ng/ml)
un e C-reaktives Protein (mg/1)

e Bilirubin gesamt (mg/dl) o Ferritin (u/1)

e Transaminasen (AST e Procalcitonin (ng/ml)
(UM, ALT (U/N)) e Interleukin 6 (pg/ml)

e Laktatdehydrogenase (U/l) | ¢  o1-Globuline (%)

e y-Glutamyltransferase (U/l) | o  al-Antitrypsin (mg/dl)

Molekulargenetische Analysen:

A1AT-Mangel
PiS (rs17580)
PiZ (rs28929474)

SERPINA1-Promotor (rs8004738) G(FAM)>A(VIC)

Steatose

rs738409 (PNPLA3)
18641738 (MBOAT?)
r$58542926 (TM6SF2)

Vitamin D — Mangel
rs10745742 (AMDHDI)
rs17216707 (CYP24A1)
rs8018720 (SEC234)
rs7041 (GO)
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- 1512800438 (DHCR?)
- 1510741657 (CYP2RI)

e Blutgruppen

- 158176719
- 1541302905
- 158176747

3.2 Listung der SNPs

Von den oben gelisteten und in der Einleitung erlduterten SNPs gilt jeder fiir sich als genetischer Ris-
kofaktor fiir Lebererkrankungen und somit in der Arbeitshypothese auch als Risikofaktor fiir einen ful-
minanteren COVID-19-Verlauf mit Leberbeteiligung. Die vorliegende Tabelle 2 listet die von Applied
Biosystems vorgefertigten TagMan® Assays auf und stellt die Zuordnung der Farbstoffe zu den einge-

bauten Basen dar.

Tabelle 3: Auflistung der SNPs

SNP Gen Assay-ID Allel = Farbstoff
rs17580 SERPINAI C_ 594695 20 T = Major/Wildtyp = FAM
(PIS)

A = Minor/Variante = VIC
1s28929474 | sERPINAL C__34308510_10 | & _ \aior/ Wildtyp > VIC
(PIZ)

T = Minor/ Variante > FAM
rs8004738 SERPINAI C 2985132 20 A =Major/ Wildtyp > VIC

G = Minor/Variante 2> FAM
rs738409 PNPLA3 C__7241_10 C = Major/ Wildtyp > VIC

G= Minor/ Variante > FAM
rs641738 MBOAT7 C_ 8716820 10 C = Major/ Wildtyp = VIC

T = Minor/ Variante > FAM
58542926 TM6SF2 C___89463510_10 | ~_ Major/ Wildtyp > VIC

T = Minor/ Variante > FAM
rs10745742 AMDHD1 custom designed C = Major/ Wildtyp > FAM

T= Minor/ Variante = VIC
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rs17216707 CYP24A41 C_ 33659702 10 T = Major/ Wildtyp > FAM
C = Minor/ Variante = VIC
rs8018720 SEC234 C__ 25932031 _10 C = Major/ Wildtyp > VIC
G= Minor/ Variante 2> FAM
rs7041 GC C_ 3133594 30 A = Major/ Wildtyp = VIC
C = Minor/ Variante 2 FAM
rs12800438 DHCR7 C__ 32063049 20 A = Major/ Wildtyp > FAM
G = Minor/Variante = VIC
rs10741657 CYP2RI C__ 2958430 10 G = Major/ Wildtyp > FAM
A = Minor/Variante = VIC
rs8176719 ABO Sanger Sequencing F:ACCCCTCGGCCACCTCACTGA
Primer )
R:CCTCTGGTTGGTTTCCCGGGG
rs41302905 ABO Sanger Sequencing F-CCTTGGTGGGTTTGTGGCGC
Primer )
rs8176747 ABO Sanger Sequencing R:GGATTACCTGGTGTGCGTGGAC
Primer

3.3 Molekulargenetische Analysen

Die molekulargenetische Analysen fokussierten auf die Detektion von Einzelnukleotid-Polymorphis-
men (SNP) in oben genannten Genen aus Patienten-DNA. Alle bisher bekannten humanen SNPs sind

unter anderem in der Datenbank ,,Ensembl‘ unter www.ensembl.org aufgelistet, von der in dieser Studie

die Referenzdaten stammen.

Die Priifung der Patientenblutproben auf die SNPs erfolgte durch Allelische Diskriminierung mithilfe
der TagMan® SNP-Genotypisierungsassays der Firma ThermoFisher Scientific Inc. Die Blutgruppen
hingegen wurden mittels Sanger-Sequenzierung bestimmt. Die Assays stammen von der Firma Applied
Biosystems und sind eigens fiir jeden SNP hergestellt worden. Mittels Real-Time PCR wurden die be-
stimmten DNA-Sequenzen amplifiziert und wahrenddessen unter Nutzung einer fluorogenen Sonde de-
tektierbar gemacht. Im Folgenden werden die Funktionsweise der TagMan®-Assays und der Sanger-
Sequenzierung sowie die einzelnen Arbeitsschritte von der DNA-Isolierung bis zur Genotypisierung

erklart.
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33.1 DNA-Isolierung

Allen Patienten der Studie wurde Vollblut entnommen, welches bis zur Verarbeitung mit dem Chelat-
bildner Ehtylendiamintetraazetat (EDTA) ungerinnbar gemacht wurde. Aus 200 pl des EDTA-Blutes
wurden mit dem QIAmp® DNA Mini Kit der Firma Qiagen durchschnittlich 10-50 ng/ul DNA in 200
ul AE-Puffer isoliert. Bei dem Verfahren handelt es sich um eine Festphasenextraktion an Silikagel-
membran, welche in vier aufeinanderfolgenden Arbeitsschritten ablauft. Zu Beginn werden die Blutzel-
len bei 56°C unter Zugabe von 20 ul Protease und 200 ul Lysepuffer (QIAmp® DNA Mini Kit) zehn
Minuten im Thermomixer lysiert, sodass die Zell- und Kernmembranen die DNA freigeben. Darauf
folgt die Bindung der genomischen DNA an die Silikagelmembran einer Spin-Saule. Das Lysat wird zu
diesem Zweck zuerst mit 200 pl Athanol vermischt, um die Adsorption der DNA an die Membran zu
starken und fiinf Sekunden bei 8000 U/min zentrifugiert. AnschlieBend wird es auf eine Spin-Sdule
(QIAmp® DNA Mini Kit) aufgetragen und bei 8000 U/min zentrifugiert, sodass sich das Lysat durch die
Membran saugt und die DNA an die Membran gebunden wird. Im dritten Schritt wird die Spin-Saule
mittels 500 pl des Puffers AW1 (QIAmp® DNA Mini Kit) gewaschen, um die DNA von kontaminieren-
den Proteinen zu reinigen und anschlieBend eine Minute bei 8000 U/min zentrifugiert. Darauf folgt ein
erneutes Waschen mittels 500 pl des Puffers AW2 (QIAmp® DNA Mini Kit) und einer ankniipfenden
Zentrifugation fiir drei Minuten bei 13000 U/min. Die Abldsung der DNA von der Spin-Siule erfolgt
zum Abschluss durch Zugabe von 200 pl des Elution-Puffers AE (QI4mp® DNA Mini Kif) auf die Spin-
Sédule. Diese wird im Reaktionsgefall eine Minute bei 8000 U/min zentrifugiert, kann verworfen werden

und die reine DNA in 200 pl Pufferlosung verbleibt im Reaktionsgefaf3 [114].

3.3.1.1 Gerite

e Mikrozentrifuge (Eppendorf)

e Thermomixer (Eppendorf) fiir 1,5ml Eppendorfrohrchen
e Steril-Werkbank (HeraSafe)

e Diverse Kolbenhubpipetten (Eppendorf Research)

e Handschuhe

e Acrosolgeschiitzte Pipettenspitzen (diverse)

e Diverse Reaktionsgefal3e

e Spektrophotometer ,,NanoDrop* (PeqLab)

3.3.1.2 Reagenzien
e QIAmp® DNA Mini Kit (Qiagen) Artikel Nr. 51306
e  Athanol puriss

e steriles bidestilliertes Wasser
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3.3.2 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration und Qualitdt der DNA wurde mithilfe des Spektralphotometers (NanoDrop) der
Firma PegLab gemessen. Es wird gemessen, wieviel Licht der Wellenldnge 260nm von den Nuklein-
sduren der Probe absorbiert und wieviel durchgelassen wird. Daraus kann die Konzentration der Nukle-

insdure nach folgender Formel berechnet werden:

¢ (ug/ml) = ODy * V * F OD (Optische Dichte) 260 = Extinktion bei 260 nm
V = Verdiinnungsfaktor

F = Umrechnungsfaktor

Der Umrechnungsfaktor fiir doppelstrangige DNA betrdgt 50, womit die DNA-Konzentration berechnet
werden kann [100]:

OD260: 1=50 ug/ml dsDNA

Proteine, Phenol und andere kontaminierende Stoffe absorbieren hingegen Licht der Wellenldnge

280 nm. Um den Reinheitsgrad der DNA zu messen, wird der Quotient aus der Absorption bei 260 nm
und bei 280 nm gebildet. Ein Wert von ~1,8 deutet auf eine reine DNA hin.

Bevor gemessen werden kann, muss das Spektralphotometer mit 1,5 pl destilliertem Wasser initialisert
werden. Es folgt eine Leerwertaufnahme mit der Substanz, in der die DNA gelost ist, welche in unseren
Fillen ebenfalls destilliertes Wasser ist. Dies ergibt den Nullwert, sodass alle dariiberliegenden Werte
die reine DNA anzeigen. Nun wird das Programm Nano Drop 1000 Version 3.8.1 und damit die Mes-
sung gestartet, indem jeweils 1,5 ul DNA einer Probe auf den Messbereich des Gerits pipettiert wird

[151].

3.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein hdufig verwendetes Verfahren der Molekularbiologie, um ein bestimmtes DNA-
Fragment in vitro millionenfach zu vervielféltigen, mit dem Ziel dieses ndher zu charakterisieren. Sie
gliedert sich in drei aufeinanderfolgende Schritte, die sich in ihrem Temperaturprofil voneinander un-
terscheiden. Die drei Schritte wiederum werden zyklisch 30 bis 40 mal wiederholt und amplifizieren

somit exponentiell das gewiinschte DNA-Fragment mit jedem Zyklus [64].

Der Thermocycler C1000 Touch™ und folgende Materialien werden benétigt: DNA-Matrize, zwei Oli-
gonukleotid-Primer (einzelstrangige DNA-Stiicke, 12-50 Nukleotide lang), thermostabile Polymerase
(Tag-DNA-Polymerase) und eine Mischung aus den vier Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP).

Der erste Schritt ist die Denaturierung des zu vervielfaltigenden DNA-Doppelstrangs, der Matrize. Bei

90-95°C spaltet er sich in zwei Einzelstrange. An diese lagern sich im zweiten Schritt bei etwa 55-60°C
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die beiden Oligonukleotid-Primer an die jeweilige komplementdre DNA-Sequenz an, was dem Schritt
den Namen Annealing vermacht hat. Sie grenzen das zu amplifizierende DNA-Fragment ein und werden
von dem Enzym Polymerase als Startmolekiil fir den dritten Schritt, die Elongation, genutzt. Unter
Verwendung der thermostabilen DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus (Tagq-Poly-
merase) werden die Primer bei 72°C verldangert und es entstehen zwei doppelstringige DNA-Fragmente,
die im darauffolgenden Zyklus wieder als Matrizen dienen. Die Kopienanzahl der Sequenz verdoppelt
sich somit in jedem Zyklus, sodass nach 30 PCR-Zyklen bereits etwa eine Milliarde Kopien vorliegen

(2°%) [64].

3.3.4 Allelische Diskriminierung
3.3.4.1 Erlduterung der Methodik

Eine Methode, um in Patientenblutproben Polymorphismen zu detektieren, ist die allelische Diskrimi-
nierung mittels TagMan® SNP-Genotypisierungsassays. Die vorliegende DNA-Matrize eines Patienten
soll dahingehend untersucht werden, ob das Wildtyp-Allel oder das mutierte Allel vorhanden ist und ob

es sich um einen homozygoten oder heterozygoten Tréger handelt.

In dieser Studie wurde die qualitative Endpunktmessung der Real-Time-PCR mithilfe einer vorgeferti-
gen TagMan®-Sonde genutzt. Sie ist eine Oligonukleotidsonde mit einem Reporter-Fluoreszenzfarb-
stoff am 5°-Ende und einem sogenannten Quencher-Farbstoff und dem Minor Groove Binder (MGB)
am 3°-Ende. Sie ist komplementir zu der gesuchten Zielsequenz und bindet wie Primer an diese. Es
gibt zwei Arten von Reporter-Farbstoffen: VIC™ und FAM™, die dem gesuchten Allel zugeordnet
werden. Der MGB bindet an eine kleine Furche der DNA und erh6ht somit die Schmelztemperatur der
Sonde. Das verstarkt die Bindung zur Zielsequenz und bietet die Moglichkeit, eine kurze Sondenldnge

zu verwenden, die spezifisch zum gesuchten SNP ist.

Der Reporter-Farbstoff fluoresziert jedoch nur unter bestimmten Bedingungen: Solange er sich in rdum-
licher Nahe zum Quencher-Farbstoff befindet, wird seine abgegebene Fluoreszenz mittels Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer (FRET) ausgeldscht, was dem Quencher seinen Namen gibt (engl. guencher =
Loscher). Der FRET funktioniert folgendermaBen: Jeder Farbstoff benétigt eine Anregungswellenlénge
(A) und besitzt ein bestimmtes Emissionspektrum (E). In der folgenden Abbildung 3 soll F1 als Repor-
ter-Farbstoff und F2 als Quencher verstanden werden. Die Emissionsenergie des Reporters ist hoher als
die des Quenchers und wird bei der Anregung des Reporters auf das niedrigere Energielevel des Quen-
chers libertragen. Die Anregungsenergie der Quencher ist so auf die Emissionsenergie der Reporter ab-

gestimmt, dass das Emissionspektrum des Reporters gleich dem Anregungsspektrum des Quenchers ist
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und so in rdumlicher Ndhe die Emission des Reporters unterdriickt wird [21]. Zur besseren Veranschau-
lichung siche Abbildung 3. Befinden sich die beiden Farbstoffe nicht in rdumlicher Ndhe zueinander,

tritt kein Energietransfer auf und der Reporter-Farbstoff leuchtet, ohne an Starke zu verlieren.

Al E1 \

\ / Al _;i.z

N o
o o= o

A2 k2 Donor Akzeptor

N /7

e

Abbildung 3: Fluoreszenzmessung durch Energietransfer [21]

F2

Die Real-Time PCR lduft in den bekannten drei Schritten ab, die hier in 40 Zyklen wiederholt werden.
Sie beginnt mit der Denaturierung der DNA-Matrize in zwei Einzelstrange bei 95°C. Wihrend des An-
nealing lagern sich die Vorwérts- und Riickwértsprimer an den Enden der gesuchten Sequenz an und
dienen der Tagq-DNA-Polymerase als Startsequenz zum Aufbau des Komplementirstranges. Die
TagMan®-Sonde hybridisiert nun mit der Sequenz des gesuchten SNPs. Die Taqg-DNA-Polymerase hat
eine zweite Schliisseleigenschaft, die im weiteren Verlauf genutzt wird: die 5°-Exonukleaseaktivitit.
Diese Eigenschaft besagt, dass sie die Bindung zwischen der 5°-Phosphatgruppe eines Nukleotids und
der benachbarten 3‘-Hydroxylgruppe des nidchsten Nukleotids hydrolytisch spaltet, wahrend sie den
fehlenden DNA-Abschnitt neu synthetisiert [6]. Trennt nun die Tag-DNA-Polymerase wihrend des drit-
ten Schritts der Elongation bei 72°C den Reporter-Farbstoff vom Quencher-Farbstoff, kann die Emis-
sion des Reporters ansteigen. Es werden nur Sonden gespalten, die an die Zielsequenz komplementar
gebunden sind, sodass anhand des erzeugten Fluoreszenzsignals (hier VIC™ und FAMT™) analysiert
werden kann, welches Allel sich in der Probe befindet. Das sterile Wasser dient der Negativprobe und
als Positivprobe fiir jedes Allel dienen PCR-Produkte von Plasmiden, in die das entsprechende PCR-
Produkt hinein kloniert wurde. Die folgende Abbildung 4 zeigt schematisch den Ablauf eines TagMan®
SNP-Genotypisierungsassays:
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1. Assay components and dna template
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Abbildung 4: Ablauf eines TagMan® SNP-Genotypisierungsassays [46]
3.3.4.2 Gerite
. TagMan® Real Time PCR 7500 Fast (Applied Biosystems)
. Tischzentrifuge (Eppendorf)
. Plattenzentrifuge (Sigma)
. Diverse Kolbenhubpipetten (Eppendorf research variable)
. PCR-Platten und Verschlussfolien (DNase und RNase frei)
. Aerosolgeschiitzte Pipettenspitzen
. Diverse Reaktionsgefifie (DNase und Rnase frei)

3.3.4.3 Reagenzien

\'J
b FAM'™ e
e

e

e Primer

LEGEND

VIC™ dye

Quencher

Minor Groowe
Binder

AmpliTag Gold™
DNA Polymer ase

Probw

Template

E xtonded Promer

Folgende Reagenzien werden fiir einen Ansatz des TagMan® Genotypisierungsassays genutzt:

Tabelle 4: Reagenzien fiir einen Ansatz des TagMan-Genotypisierungsassays

Reagenzien

Endkonzentration

ul pro Ansatz

2x TagMan® GTXpress Master Mix (Applied Biosystems) | 1x
enthilt:

2,5
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- Puffer
- dNTPs
- Referenzfarbstoff
AmpliTag® Gold DNA-Polymerase

(Applied Biosysioms) Ix 0.125
enthélt:

- zwei unmarkierte Primer (Vorwirts + Riickwarts)
- TagMan-Sonde mit FAM + Quencher + MGB

- TagMan-Sonde mit VIC + Quencher + MGB

DNA 10-50ng 1,0

Steriles Wasser 1,375

Die Angaben gelten fiir Sul Ansitze (1l DNA + 4ul Mastermix). Die Losungen werden in ein DNase
und RNase freies Reaktionsgefal3 pipettiert.

Folgender Temperaturverlauf der PCR wurde verwendet:

Tabelle 5: PCR-Programm fiir Allelische Diskriminierung

Schritt Temperatur/Zeit
Pre Read (Messung der Ausgangs Fluoreszenz) 25°C/1 min
Aktivierung AmpliTaq Gold — 95°C/20 sec

Amplifikation 30 Zyklen

— 95°C/3 sec

(60°C/30sec)

Amplifikation e,

Post Read (Messung der End-Fluoreszenz) 25°C/1min
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3.3.4.4 Auswertung

Die Auswertung erfolgte iiber die 7500 FAST 2.0.4 Software (Abb. 5).

Allelic Discrimination Plot
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Abbildung 5: Plot der allelischen Diskriminierung am Beispiel der Genotypisierung der Kontrollgrup-
pen des SNPs im MBOAT7-Gen. Blau zeigt die Mutante (FAM™-Farbstoff), Rot den Wildtyp (VIC™-
Farbstoff) und Griin die heterozygoten Proben.
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3.3.5 Sanger-Sequenzierung

Die ABO-Blutgruppen der Studienteilnehmer wurden anhand dreier SNPs bestimmt, wie es von Ellin-
ghaus et al. [32] durchgefiihrt wurde. Von der Firma ThermoFisher wurden die spezifischen Primer und
Reagenzien fiir eine DNA-Sequenzierung nach Sanger bestellt, womit die Bestimmung der Nukleo-
tidfolge der Patienten-DNA per Kettenabbruchmethode vollzogen werden konnte. Die Primer wurden
vorher selbst mit dem Programm Primer 3 (Version 4.1.0) designt, welches auf der Website http://pri-
mer3.ut.ee/ zur freien Verfiigung steht [118].

3.3.5.1 Erlauterung der Methodik

Die Methode des Biochemikers Frederick Sanger [99] erfolgte in teils modifizierten und automatisierten
Schritten. Benotigt werden die zu sequenzierende DNA-Matrize, zwei Sequenzierprimer (Vorwérts und
Riickwirts), DNA-Taq-Polymerase, Sequenzierpufter, vier ANTPS (dGTP, dATP, dTTP, dCTP) und
die fiir jede Reaktion spezifischen ddNTP-Molekiile (2°,3°-Didesoxynukleotidtriphosphat; ddGTP,
ddATP, ddTTP, ddCTP). Die ddNTPs sind mit je vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert,

was den urspriinglichen Einsatz von radioaktiv markierten Molekiilen obsolet macht.

Bevor die gelieferten Primer fiir die Sanger-Sequenzierung verwendet werden diirfen, wurden die opti-
male Bindungstemperatur und die optimale MgCl,— Konzentration mittels PCR an Testproben etabliert.
Zu Beginn wird das zu sequenzierende DNA-Fragment in einer PCR mit dem spezifischen Primerpaar
und den dNTPs amplifiziert. Im zweiten Schritt wird das Produkt erneut vervielfaltigt, diesmal per
BigDye Cycle-Sequencing. Das bedeutet, dass die vier ddNTPs mit gekoppelten Farbstoffen (Big Dye)
der zweiten PCR hinzugefiigt werden. Bei 96°C denaturiert das Template in zwei Einzelstrange, an die
der spezifische Primer als Startmolekiil fiir die DNA-Polymerase binden kann. Wird nun der neue DNA-
Strang durch die Primerverlangerung der DNA-Taqg-Polymerase komplementér zur DNA-Matrize syn-
thetisiert, werden von ihr auch die ddNTPs eingebaut. Die fehlende OH-Gruppe am 3’C-Atom verleiht
ihnen die Eigenschaft eines Abbruchnukleotids, da nach ihrem Einbau in den DNA-Strang kein weiteres
Nukleotid mehr angekniipft werden kann. Es kommt zum Kettenabbruch. Aus diesem Grunde erhalt
man unterschiedlich lange DNA-Fragmente, die am 3‘-Ende mit einem ddNTP enden. Die Synthese-
produkte werden zur Auswertung mittels Kapillarelektrophorese in einem DNA-Sequenzierer nach ihrer
GroBe aufgetrennt. Die Trennung nach GroBe der Fragmente findet hierbei in einem diinnen Kapillar-
rohr in einer Elektrolytlosung statt, {iber die eine Hochspannung fiir den Trennvorgang zugefiihrt wird.
Im elektrischen Feld bewegen sich Ionen mit einer konstanten Geschwindigkeit. Die DNA ist aufgrund
ihrer Phosphatgruppe negativ geladen und wandert beim Anlegen einer Spannung in Richtung Anode.
Lange DNA-Fragmente werden beim Wandern durch die Kapillare eher gehindert und sind daher lang-
samer als kiirzere. Am Kapillarende registriert ein Detektor die nacheinander fluoreszierenden ddNTPs

und zeichnet die Basensequenz auf [7].
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3.3.5.2 Arbeitsschritte

o Etablierung der Primer

Die Primer wurden an einer bekannten DNA-Probe der Routinediagnostik iiberpriift. Um die geeignete
Menge an MgCl, auszumachen, wurden jeweils zwei Ansitze pipettiert, die sich nur in ihrer Menge an
verwendetem MgCl, unterschieden: Ansatz 1 mit 0,75 pl 50mM MgCly; Ansatz 2 mit 1pl 50mM MgCls,
MgCl, fungiert als Kofaktor fiir die Tag-Polymerase und hindert mit seinen positiv geladenen Magnesi-
umionen die negativen Phosphatgruppen der DNA daran, sich gegenseitig abzusto3en. Somit erleichtert
es den Primern, an die spezifische Lokalisation zu binden [132]. Die ideale Bindungstemperatur der
Primer wird durch das Grading wihrend der PCR genau bestimmt. Fiir beide Primer wird ein Tempera-
turbereich zwischen 59-67°C ausgewahlt, welcher in acht Stufen unterteilt und durchlaufen wird (67°C;
66,5°C; 65,6°C; 64°C; 62,2°C; 60,9°C; 59,8°C; 59°C). Daraus ergeben sich acht Ansitze, die jeweils
fiir beide Primer und fiir beide MgCl, — Konzentrationen pipettiert wurden (4x8=32 Ansitze).

Tabelle 6: Reagenzien fiir einen Ansatz der PCR der Primeretablierung

Reagenzien pl fiir einen Ansatz

Steriles Wasser (Merck) | 17,5

10x PCR Puffer 2,5

MgCl, 50mM Ansatz 1: 0,75
Ansatz 2: 1

dNTPs 10mM jeweils 0,5

Primer F 10uM 0,5

Primer R 10uM 0,5

Taq-Polymerase 0,25

DNA 2,5

Tabelle 7: PCR-Programm der Primeretablierung

Schritt Temperatur/Zeit
Denaturierung 94°C / 2min
Aktivierung Taqg-Polymerase 94°C / 45sec
Gradient 59-67°C/ 30sec
Amplifikation 35 Zyklen 72°C / 45sec
Elongation 72°C / Smin
Ende 4°C/ o0

Jeder Ansatz wurde nach Beenden der PCR in einem 2%igen Agarosegel aufgetragen und bei 120V in
einer Gel-Elektrophoresekammer 45min aufgetrennt. Ausgewertet wurde schlieSlich die Bandenstéirke

im Gel-Dokumentationsgerat und anhand der Software FusionCapt Advance SL2 Xpress.
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Tabelle 8: Ergebnisse der Primeretablierung

Primer optimale Bindungstemperatur | optimale MgCl, - Menge
rs8176719 64°C 1ul

rs41302905 | 64°C 0,75ul

+ 18176747

o Herstellung der PCR-Reaktion
25ul Ansétze: 2,5ul DNA + 22,5ul Mastermix

Tabelle 9: Reagenzien fiir einen Ansatz der Sanger-Sequenzierung

Reagenzien ul fiir einen Ansatz

10x PCR Puffer 2,5

MgCl, Primer rs8176719: 0,75
Primer rs41302905
+1s8176747: 1

dNTPs 0,5

Primer F 0,5

Primer R 0,5

Taq-Polymerase 0,25

Steriles Wasser (Merck) Primer rs8176719: 17,25
Primer rs41302905
+1s8176747: 1

DNA 2,5

PCR-Programm mit optimaler Bindungstemperatur von 64°C

Tabelle 10: PCR-Programm der Sanger-Sequenzierung

Schritt Temperatur/Zeit
Denaturierung 94°C / 2min
Aktivierung Taq-Polymerase 94°C / 45sec
Primer Bindung 64°C / 30sec
Amplifikation 35 Zyklen 72°C / 45sec
Elongation 72°C / 5min
Ende 4°C/ o0

o Kontrolle der PCR-Reaktion
Um zu iiberpriifen, ob ausreichend lange Fragmente in der PCR entstanden sind, trdgt man Spl des

Produkts auf ein 2%iges Agarose-Gel auf und lédsst es neben dem Langenmarker GeneRuler 100bp und
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einer Negativkontrolle laufen. Bei 120V wird die Probe in einer Gel-Elektrophoresekammer 30min auf-
getrennt und darauffolgend im Gel-Dokumentationsgerit mittels UV-Beleuchtung visualisiert und mit

der Software FusionCapt Advance SL2 Xpress digitalisiert und ausgewertet.

Primer rs8176747 + rs41302905 Gene Ruler Primer rs8176719

341bp Negativkontrolle 322bp Negativkontrolle

Erwartete Fragmentlinge rs8176747 + rs41302905: 341bp
Erwartete Fragmentlénge rs8176719: 322bp

Abbildung 6: Gelelektrophorese der PCR fiir die Sanger-Sequenzierung

o Aufreinigung der PCR-Reaktion
Die DNA wird vor der Weiterverwendung von einzelnen Nukleinséuren und kontaminierenden Stoffen
gereinigt, wofiir sie in gleichen Anteilen mit dem PEG-Mix zusammengegeben und bei 13.000g zentri-

fugiert wird. Zur Ausfallung wird aulerdem 100ul Ethanol hinzugegeben.

o Konzentrationsbestimmung am Nano Drop (s. Kapitel 3.3.2)

o Sequenzierungs-PCR

Tabelle 11: Reagenzien fiir einen Ansatz des BigDye Cycle-Sequencing

Reagenzien Endkonzentration pl fiir einen Ansatz
5x PCR-Puffer 0,5x 1
Primer 250nM 1

36



Material und Methode

Big Dye 1
Steriles Wasser 6
Template 1

Sequenzierungs-PCR-Programm fiir 25 Zyklen
Tabelle 12: PCR-Programm des BigDye Cycle-Sequencing

Temperatur / Zeit
96°C / 1min
96°C / 10sec
55°C/ 5sec

60°C / 2min

4°C/ o

e Aufreinigung

Das Sequenzierprodukt muss ebenfalls von kontaminierenden Stoffen gereinigt werden, wozu das
BigDye®XTerminator Kit verwendet wird. Das Terminator-Kit beinhaltet Partikel, die an alle {iber-
schiissigen Basen und Primer binden. Die DNA bleibt nach dem Vortexen und Zentrifugieren somit als

Uberstand iibrig und kann in 96-Well-Platten pipettiert werden.

e Auswertung mittels Kapillarelektrophorese

Im Sequenziergerit SeqStudio Genetic Analyser werden die DNA-Fragmente im letzten Schritt aufge-
trennt und unter Verwendung des Programms Sequencing Analysis Software Version 7 in die Basenab-
folge iibersetzt. Beispielhaft wird hier ein Elektropherogramm dargestellt, an dem sich der Genotyp

ablesen lésst.
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Abbildung 7: Elektropherogramm von rs8176719 zeigt die He-
terozygotie des Allels an

3.3.5.3 GQGerite

SeqStudio Genetic Analyser (Applied Biosystems)
Tischzentrifuge Eppendorf 5424

Mini-Zentrifugen

Vortexer (IKA Vortex Genius3; IKA Vortex VF2)

Diverse Kolbenhubenpipetten (Eppendorf Research variable)
8er Streifen und Deckel

Aerosolgeschiitzte Pipettenspitzen

Probengefife 0,2ml 8er Streifen

Geldokumentationsgerit (Vilber Lourmat Peqlab FUSION SL)
Elektrophoresekammer

Spektralphotometer NanoDrop

3.3.5.4 Reagenzien

Steriles Wasser
Taq-Polymerase

10x PCR-Pufter -MgCl,
50uM MgCl,

dNTPs (Thermo Scientific)

Primer

rs8176719 F:ACCCCTCGGCCACCTCACTGA
R:CCTCTGGTTGGTTTCCCGGGG
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1541302905 F:CCTTGGTGGGTTTGTGGCGC
rs8176747 R:GGATTACCTGGTGTGCGTGGAC

e Big Dye Termination 1.1. Kit (Applied Biosystems): Big Dyes, 5x Sequenzier-Puffer, M13
Primer

e 10x Sequenzier-Puffer (Applied Biosystems)

e 6x Ladepufffer (Thermo Scientific)

e GroBenstandard Gene Ruler 100bp (Thermo Scientific)

e Agarose (Biozym)

e BigDye®X Terminatior Purification Kit (Applied Biosystems)

e 100% Ethanol

o PEG-MIX-Losung: 52,4g PEG 8000 Roth; 40ml 3M NaOAc pHS5,2; 1,32ml 1M MgCl,; add

200ml steriles Wasser

3.4 Statistische Analysen

Die laborchemischen und klinischen Daten wurden in dem Programm Excel 2013 zusammengetragen
und aufbereitet. Mit Hilfe des Programms IBM SPSS Statistics Version 26 wurden sie auf Normalver-
teilung und Korrelation iiberpriift. Das Signifikanzniveau wurde dabei auf p < 0,05 festgelegt.

Fiir jedes Streudiagramm wurde ein Loess-Regressionsgraph erstellt (engl. locally estimated scatterplot
smoothing; deutsch lokal gewichtete Streudiagrammglattung), der die Moglichkeit bietet, eine gegléttete
Kurve an alle Datenpunkte anzupassen. Punkte werden dabei unterschiedlich stark gewichtet, je nach-
dem wie weit sie jeweils auf der x- und y-Achse von einem Fokuspunkt entfernt sind. Somit kann die
nicht-lineare zeitliche Abhéngigkeit der Leberparameter tibersichtlich mit ihren Ausreiflerwerten darge-
stellt werden.

Der kategorische Vergleich der Leberwertverdnderung nach klinischer Entwicklung wurde mittels Ka-
plan-Meier-Kurven illustriert, die es ermoglichten, Haufigkeiten und zeitliches Auftreten der Parame-
terkonzentrationen im Log-Rank-Test zu vergleichen. Das Signifikanzniveau wurde dabei auf p < 0,05

festgelegt.

Die Priifung auf das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht mit einem exakten Test und die graphische Dar-
stellung dessen in einem De Finetti-Diagramm wurde mit einer Software des Instituts fiir Humangenetik

der Technischen Universitdt Miinchen durchgefiihrt (https://ihg.gsf.de/ihg/snps.html) (Abbildung 37,

S.78). Es handelt sich dabei um ein Terndrdiagramm, dessen Abszisse die Allelfrequenzen (p = 1-q) und
die Ordinate die Heterozygotenfrequenz zeigen. Die linke schridg verlaufende Achse prasentiert die Ho-
mozygotenfrequenz des Allels 1 und die rechte schrig verlaufende Achse die Homozygotenfrequenz

des Allels 2. Jeder Populationszustand kann durch einen Punkt innerhalb des so entstandenen Dreiecks
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dargestellt werden. Die durchgezogene Parabel verdeutlicht das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, so-
dass Punkte, die auf oder in der Ndhe dieser Parabel sind, Populationen im Gleichgewicht zeigen. Be-
trachtet man die blauen Linien, erschlief3t sich aus der Lange der vertikalen Linie die Heterozygotenfre-
quenz (=0,48), aus der Lénge der linken schrigen Linie die Homozygotenfrequenz von Allel 1 (A=0,21)
und aus der Liange der rechten schriagen Linie die Homozygotenfrequenz von Allel 2 (G=0,3). Die Hau-
figkeit, mit der Allel 1 (A) in der gesamten Kohorte auftritt, kann an der x-Achse bei 0,46 abgelesen
werden. Die Allelfrequenz fiir G ergibt sich folglich aus 1-0,46 = 0,54.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientencharakteristika

Die Kohorte umfasst eine Anzahl von 61 Patienten, die zwischen dem 22. Mérz 2020 und dem 6. Okto-
ber 2020 aufgrund einer gesicherten SARS-CoV-2-Infektion hospitalisiert worden sind. 48 wurden am
Universitétsklinikum Homburg auf der Station M-INF1 und/oder der Intensivstation (ICU) behandelt
und 13 am Winterberg Klinikum Saarbriicken auf der Infektionsstation (Station 06) und/oder der dorti-
gen Intensivstation (ICU). Die Altersverteilung entsprach der Normalverteilung. Das Alter aller Patien-

ten lag zwischen 19 und 91 Jahren, wobei das durchschnittliche Alter 63 + 17 Jahre betrug (Abbildung
8).

Histogramm

Mittelwert = 63,28
Stdl.-Abw. = 16,595
M= &1

Haufigkeit

Alter

Abbildung 8: Altersverteilung der Kohorte

Unter den Patienten fanden sich 19 Frauen (31%) und 42 Minner (69%). Das durchschnittliche Alter
der Frauen war mit 53 Jahren niedriger als das der ménnlichen Patienten mit 68 Jahren (Abbildung 9).

Die Altersspannweite der Frauen erstreckte sich von 19 zu 85 Jahren und die der Méanner von 39 zu 91

Jahren.

41



Ergebnisse

100

a0

£8 Jahre
0
53 Jahre

Alter

40

20

mannlich weiblich

Geschlecht

Abbildung 9: Altersverteilung nach Geschlecht

Die mediane Krankenhausaufenthaltsdauer betrug 15 Tage, mit einem Minimum bei einem Tag und
einer maximalen Aufenthaltsdauer von 246 Tagen. Eine erneute stationire Klinikaufnahme war bis zum
Endzeitpunkt der Datenerfassung bei drei Patienten (5%) notwendig, welche aufgrund von Folgebe-
schwerden wie einem erneuten fieberhaften Infekt und hyperkapnischem respiratorischen Versagen bei
Zustand nach COVID-19-Pneumonie wieder am Universitatsklinikum vorstellig wurden. Zwei von drei
présentierten bei Restationierung einen negativen SARS-CoV-2-Abstrich, wiahrend bei einem Patienten
eine Reinfektion bei positivem Virusnachweis diagnostiziert wurde.

Insgesamt prasentierten sich bei Aufnahme mehr als die Hilfte der Patienten (35 2 57%) mit einer Herz-
Kreislauf-Vorerkrankung, 14 (23%) mit Diabetes mellitus Typ 2 und keiner mit einer diagnostizierten
Lebervorerkrankung. Es wurde mittels #-Test iiberpriift, ob die Linge des Krankenhausaufenthaltes mit
Risikofaktoren der Patienten assoziiert ist. Die Auswertung zeigt mit p-Werten tiber 0,05 keine Korre-
lation, weder zum Geschlecht, zum Alter, zu Herz-Kreislauf-Vorerkrankungen noch zu ABO-

Blutgruppen.

Um den Schweregrad der Erkrankung und das Outcome der Patienten zu analysieren, wurde erfasst, ob
sie im Verlauf eine COVID-19-Pneumonie entwickelten (entspricht der ,,Pulmonary Phase®; s. Abbil-
dung 2), ob sie eine intensivmedizinische Therapie benétigten, von einer invasiven Beatmung und/oder
einer ECMO-Therapie versorgt werden mussten und ob sie wahrend ihrer Hospitalisierung verstarben.
Bei 41 Patienten (67%) wurde zu Beginn oder im Verlauf eine COVID-19-Pneumonie diagnostiziert,

wobei 28 Patienten (46%) auf der Intensivstation behandelt wurden. Dort wurden 24 Patienten (39%)
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invasiv beatmet und 9 (15%) mithilfe der ECMO therapiert. Wihrend des Hospitalisierungszeitraums
verstarben 14 Patienten (23%).

Die gesamte Kohorte wurde nach Alter unterteilt, wobei die Grenze bei <65 Jahre gewahlt wurde, um
die klinischen Daten der Patienten dieser Studie mit denen anderer Studien vergleichen zu konnen [95].
35 Patienten (57 %) waren jlinger als 65 Jahre oder exakt 65 Jahre alt und 26 Patienten (43%) waren
dlter als 65 Jahre. Mit einem p-Wert von 0,017 des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson zeigt sich eine
Korrelation zwischen dem Alter von iiber 65 Jahren und dem Versterben. Die Letalitit der Patienten
alter als 65 Jahre liegt mit 39% deutlich hoher als die Letalitit der Jiingeren mit 11%. Keine signifikante
Assoziation findet sich indes zwischen dem Alter und der Entwicklung einer COVID-19-Pneumonie,

einer intensivmedizinischen Behandlung, einer invasiven Beatmung oder einer ECMO-Therapie.

Analysiert wurde auBBerdem die Korrelation zwischen Versterben und dem Schweregrad der Erkrankung
mittels des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson. Signifikant korreliert die Behandlung auf der Intensivsta-
tion mit dem Versterben (p = 0,001). Die Letalitit der Patienten mit COVID-19 auf der ICU wird mit
43% angegeben (12 Verstorbene auf der ICU / 28 Gesamtzahl auf der ICU), wihrend die Letalitdt von
Patienten auf der normalen Infektionsstation 6% betrdgt (2 Verstorbene auf der Infektionsstation / 33
Gesamtzahl auf Infektionsstation). Ebenfalls signifikant ist die Korrelation zwischen der Notwendigkeit
einer invasiven Beatmung und dem Versterben der Patienten (p = 0,001). Die Letalitit beatmeter Pati-
enten betrdgt 46% (11 invasiv beatmete Verstorbene / 24 insgesamt invasiv Beatmete). Des Weiteren
ist eine signifikante Korrelation zwischen einer ECMO-Therapie und dem Versterben zu sehen (p =
0,024). Die Letalitit der Patienten mit einer ECMO-Therapie liegt bei 56% (5 Verstorbene wihrend
einer ECMO-Behandlung / 9 Patienten insgesamt unter ECMO-Behandlung), wahrend die Letalitit 17%
unter den Patienten betrégt, die keine ECMO-Therapie bekamen (9 Verstorbene ohne ECMO-Therapie
/ 52 Patienten gesamt ohne ECMO-Therapie). Nicht beatmete Patienten zeigen indes eine Letalitdt von
8% (3 nicht beatmete Verstorbene / 37 insgesamt nicht beatmete Patienten). Anzumerken ist hierbei,
dass zwei Patienten lebensverldngernde Mainahmen und eine Intubation ablehnten, sodass bei ihnen
ein palliatives Therapiekonzept festgelegt wurde. Keine Korrelationen zeigen sich zwischen dem Ver-
sterben und Entwicklung einer COVID-19-Pneumonie, einer Herz-Kreislauf-Vorerkrankung, einem

vorbestehenden Diabetes mellitus Typ 2 und dem Geschlecht.
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4.2 Leberparameter

Ob bereits bei stationdrer Aufnahme der Patienten in das Krankenhaus ein pathologischer Leberwert
vorlag, wurde definiert als Uberschreiten des ULN von mindestens einem Leberparameter AST, ALT,
AP, y-GT, TBIL, ALB und INR und als nominale Variable hinzugefiigt. Dies ermdglichte einen mogli-
chen Zusammenhang zwischen einer Leberbeteiligung zum Krankheitsbeginn und Risikofaktoren sowie

dem Schweregrad des COVID-19-Verlaufs mittels des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson zu untersuchen.

Insgesamt prasentierten sich bei Aufnahme 44 Patienten (72%) mit pathologisch erhohten Leberpara-
metern. Dieser Hinweis auf eine frithe Leberbeteiligung korreliert signifikant mit dem Geschlecht (p =
0,32), wobei 34 Minner (81%) im Gegensatz zu 10 Frauen (53%) Leberwerte iiber dem oberen Grenz-
wert hatten. Ebenfalls signifikant ist die Korrelation zu der Aufnahme auf die intensivmedizinische Sta-
tion ICU (p = 0,009). 25 der 28 Patienten auf der ICU (89%) zeigten bereits bei Aufnahme pathologische
Leberwerte, im Gegensatz zu 19 von 33 Patienten auf der normalen Infektionsstation (58%). Auerdem
konnte eine Assoziation zwischen der Notwendigkeit einer invasiven Beatmung und erhéhten Leberpa-
rametern iiber ULN bei Aufnahme gefunden werden (p = 0,42). 21 der 24 beatmeten Patienten (88%)
stehen hierbei den 23 der 37 nicht beatmeten Patienten (62%) mit einer initialen Leberbeteiligung ge-
geniiber. Keine Korrelationen finden sich indes zu der Krankenhausaufenthaltsdauer, dem Alter, einer
vorbestehenden Herz-Kreislauf-Vorerkrankung oder einem Diabetes mellitus Typ 2, der Entwicklung

einer COVID-19-Pneumonie, einer ECMO-Therapie oder dem Versterben.
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Anzahl Patienten mit Leberparametern >ULN gruppiert nach Geschlecht

Geschlecht
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pathologischer Leberwert im Verlauf

Abbildung 10: Anzahl der Patienten mit Leberparametern >ULN, gruppiert nach Geschlecht

Da der Krankheitsverlauf im Fokus dieser Arbeit steht, wurde ebenfalls aufgezeichnet, bei wievielen
Patienten mindestens ein Leberparameter im gesamten Krankenhausverlauf iiber den oberen Grenzwert
anstieg. Insgesamt kam es bei 52 Patienten (85%) zu einem Uberschreiten des ULN eines der Parameter
AST, ALT, AP, y-GT, TBIL, ALB und INR. Verglichen wurde darauthin die Korrelation zu Risikofak-
toren und Schweregrad der Erkrankung mit pathologischen Leberwerten bei Aufnahme oder im Ge-
samtverlauf. Das Vorliegen einer Leberbeteiligung per se korreliert ebenfalls mit dem Geschlecht (p =

0,003). 40 Ménner (95%) stehen 12 Frauen (63%) mit auffdlligen Werten gegeniiber (Abbildung 10).

45



Ergebnisse

Beziiglich der Frage einer Korrelation der initialen Leberparametererh6hung mit der Aufnahme auf die
intensivmedizinische Station, so findet sich eine Assoziation zwischen der Parametererhdhung im Ver-
lauf und einer ICU-Behandlung (p = 0,003). Mit Blick auf die Abbildung 11 ist die Verschiebung deut-
lich: Alle 28 Patienten (100%), die auf der ICU behandelt wurden, prisentierten Zeichen einer Leber-
beteiligung. Dem gegeniiber stehen 24 von 33 Patienten (72%) mit einer Hepatopathie auf der Infekti-

onsstation.

Anzahl Patienten mit Leberparameter >ULN gruppiert nach ICU-Behandlung

path.
Leberwert
30 im Verlauf
M nein
I

20

Anzahl

nein

ICU

Abbildung 11: Anzahl der Patienten mit pathologisch erhohten Leberparametern im Verlauf gruppiert nach
ICU-Aufenthalt
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Ubereinstimmend zur Untersuchung der initialen Leberbeteiligung ist zu sehen, dass ein Zusammen-
hang zwischen pathologisch erhohten Leberwerten im Verlauf und der Notwendigkeit einer invasiven

Beatmung besteht (p = 0,008). Alle der 25 beatmeten Patienten (100%) prasentierten erhohte Leberwerte
(Abbildung 12).

Anzahl Patienten mit Leberparameter >ULN gruppiert nach Beatmungspflichtigkeit

path.
Leberwert
0 im Verlauf
M nein
L JE

20
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nein

Invasive Beatmung

Abbildung 12: Anzahl der Patienten mit pathologisch erhdhten Leberparametern im Verlauf gruppiert nach Be-
atmungspflichtigkeit

Kein Zusammenhang besteht indes zu der Krankenhausaufenthaltsdauer, der Entwicklung einer

COVID-19-Pneumonie, der ECMO-Therapie, dem Versterben oder dem Alter.
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4.2.1 Leberparameter im Verlauf (Loess-Regressionsgraphen)

Ein Ansatz der graphischen Darstellung der kontinuierlichen Veridnderung der Leberparameter ist die
kumulative Analyse aller Werte eines Parameters in einem Streudiagramm. Auf der Ordinate sind je-
weils die Laborwerte in ihren Einheiten logarithmisch skaliert aufgetragen. Die Abszisse zeigt bei jedem
Diagramm die Zeit in Tagen an, die die Patienten am UKS oder am Klinikum Saarbriicken stationér
beahndelt wurden. Ein Punkt in dem Diagramm représentiert einen Wert zu dem Tag, an dem er im
Zentrallabor des UKS bestimmt worden ist. Die verschiedenen Farben zeigen die 61 unterschiedlichen
Patienten an, die auf der rechten Seite in der Legende abgelesen werden kdnnen.

Fiir jede Punktwolke wurde zusitzlich ein Loess-Regressionsgraph erstellt, der die Mdglichkeit bietet,
eine Kurve an die Datenpunkte anzupassen, indem die Punkte unterschiedlich stark gewichtet werden.
Somit kann die nicht-lineare Bezichung zwischen den Laborparametern und dem Aufenthaltstag auch
mit ihren Ausreiflerwerten dargestellt werden. Tabelle 13 listet zur Orientierung und Einordnung der

Werte die geschlechtsspezifischen Referenzbereiche des UKS-Zentrallabors auf:

Tabelle 13: Referenzbereiche der Laborparameter nach Angaben des UKS-Zentrallabors (geschlechtsspezifi-
sche Abweichungen sind fett markiert)

Parameter 3 Q
Aspartat-Aminotransferase (AST) 10-50 10-35
[un

Alanin-Aminotransferase  (ALT) 10-50 10-35
[un

Alkalische Phosphatase (AP) [U/]] 40-129 35-104
v-Glutamyltransferase (v-GT) | <60 <40
[un

Bilirubin gesamt (TBIL) [mg/dl] <1,2 <1,2
Albumin (ALB) [g/1] 35-52 35-52
International Normalized Ratio | 0,85-1,15 0,85-1,15
(INR)

Laktatdehydrogenase (LDH) [U/1] | 0-262 0-262
C-reaktives Protein (CRP) [mg/dI] | 0,0-5,0 0,0-5,0
Interleukin 6 (IL-6) [pg/ml] <7 <7
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Abbildung 13 stellt den Verlauf der AST-Aktivititen gegen die Zeit dar. Insgesamt wurden 978 Werte
ausgewertet (Median 39 U/l; Streubreite 9-15205 U/l). Bereits zu Beginn des Hospitalisierungszeit-
raums liegt der Graph bei einem AST-Wert im Serum um > 50 U/1. In den ersten beiden Wochen steigt
er leicht an und fillt danach konstant unter den ULN und bleibt im weiteren Verlauf im physiologischen
Bereich. Auffillig sind in den ersten Wochen die dichte Punktwolke aufgrund der medianen Kranken-
hausaufenthaltsdauer von 15 Tagen und die AusreiBler mit Werten von tiber 10000 U/l von Patienten mit

einem initial fulminanten Verlauf.

Verlauf AST-Werte
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Abbildung 13: Verlauf der AST-Aktivitdten [U/1] von 46 Patienten iiber 206 Tage mit Loess-Regressionsgraph
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Abbildung 14 stellt den Verlauf der ALT-Aktivitdten gegen die Zeit dar. Insgesamt wurden 228 Werte
ausgewertet (Median 23 U/l; Streubreite 4-1787 U/1).
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Abbildung 14: Verlauf der ALT-Aktivitdten [U/I] von 61 Patienten iiber 206 Tage mit Loess-Regressionsgraph

Das Enzym AST wird zwar vor allem in den Hepatozyten produziert, wird jedoch ubiquitir exprimiert
und ist nicht leberspezifisch. Neben der Leber kommt es im Myokard, den Nieren und Skelettmuskeln
vor, sodass eine Erhohung auch bei Nekrosen der Herz- und Skelettmuskulatur messbar ist. ALT hin-
gegen ist ein organspezifisches zytoplasmisches Enzym der Hepatozyten. Um herauszufiltern, ob die
AST-Aktivitdt aufgrund einer Myositis oder von Herzmuskelschidden, die nicht selten wahrend einer
COVID-19-Erkrankung beobachtet worden sind, im Blut erh6ht war, wurde der Spearman-Rangkorre-
lationskoeffizient fiir AST- und ALT-Werte berechnet. Singuldr am Aufnahmetag betrdgt er 0,9 (p <
0,01), und iiber den Gesamtverlauf zeigt sich ebenfalls eine starke positive Korrelation mit einem Ko-

effizienten von 0,8 (p <0,01).
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Abbildung 15 stellt den Verlauf der AP-Aktivitdten gegen die Zeit dar. Insgesamt wurden 1071 Werte
ausgewertet (Median 101 U/I; Streubreite 32-513 U/l). Deutlich wird der steile Anstieg der AP-
Konzentrationen iiber die ersten drei Wochen bis zum Konzentrationspeak nach 21 Tagen. Nach sieben
Wochen fillt die Konzentration erstmals wieder unter den Median von 101 U/l und bleibt ab dann kon-

stant im Normbereich.
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Abbildung 15: Verlauf der AP-Aktivitdten [U/I] von 61 Patienten {iber 206 Tage mit Loess-Regressionsgraph
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Abbildung 16 stellt den Verlauf der y-GT-Aktivitiaten gegen die Zeit dar. Insgesamt wurden 1092 Werte
ausgewertet (Median 86 U/l; Streubreite 4-904 U/1). Innerhalb der ersten zwei Wochen beschreibt die
Konzentrationskurve einen steilen Anstieg auf das Zweifache des ULN. Der Peak wird in der dritten

Woche erreicht, wonach sich die Konzentrationen langsamer, aber stetig verringern.
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Abbildung 16: Verlauf der y-GT-Aktivitdten [U/1] von 60 Patienten {iber 206 Tage mit Loess-Regressionsgraph
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Abbildung 17 stellt den Verlauf der Bilirubin-Konzentrationen gegen die Zeit dar. Insgesamt wurden
1087 Werte ausgewertet (Median 0,5 mg/dl; Streubreite 0,09 — 22,9 mg/dl). Der Graph illustriert einen
schwachen Anstieg innerhalb der ersten drei Wochen, steigt dabei jedoch nicht iiber den ULN von 1,2

mg/dl an. Nach der dritten Woche sinkt die Serumkonzentration konstant.
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Abbildung 17: Verlauf der Bilirubin-Konzentrationen [mg/dl] von 61 Patienten iiber 216 Tage mit Loess-Re-
gressionsgraph
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Abbildung 18 stellt den Verlauf der Werte des Syntheseparameters Albumin gegen die Zeit dar. Insge-
samt wurden 815 Werte ausgewertet (Median 26 g/I; Streubreite 14— 48 g/1). Das Minimum der Kurve
wird nach einem steilen Abfall liber 14 Tage erreicht. Danach steigt der Graph zuerst steil iiber drei

Wochen, spiter mit einer geringeren Steigung wieder an. Der physiologische Mindestwert von 35 g/l

wird allerdings nicht erreicht.
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Abbildung 18: Verlauf der Albumin-Werte [g/1] von 61 Patienten {iber 183 Tage mit Loess-Regressionsgraph

54




Ergebnisse

Abbildung 19 stellt den Verlauf der Werte des INR gegen die Zeit dar. Insgesamt wurden 1093 Werte
ausgewertet (Median 1,1; Streubreite 0,8-5,2). Der Graph illustriert einen konstanten Verlauf um 1,0
wihrend der ersten Hospitalisationswoche und danach eine schwache Steigung tiber einen Zeitraum von

sieben Wochen. Zwischen dem Niveau von 1,0 und 1,1 verbleibt er bis zu Tag 205.
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Abbildung 19: Verlauf der INR-Werte von 61 Patienten tiber 205 Tage mit Loess-Regressiongraph
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4.2.2 Analyse differenzialdiagnostischer Quotienten
e De-Ritis-Quotient

Der De-Ritis-Quotient wird berechnet, indem die Serumkonzentrationen von AST durch die Serumkon-
zentrationen von ALT dividiert werden. Dieses Verhéltnis der Transaminasen deutet auf die zugrunde
liegende Erkrankung der Leber hin, da die beiden Enzyme unterschiedlich lokalisiert sind: AST findet
sich zu etwa 80% in den Mitochondrien und zu etwa 20% im Zytoplasma der Hepatozyten und ist nicht
leberspezifisch. ALT wiederum ist beinahe ausschlielich in der Leber vorhanden und befindet sich nur
zu etwa 20% in den Mitochondrien. Ein De-Ritis-Quotient < 1 deutet auf einen geringen Leberschaden
hin, wihrend ein Wert > 1 auf mehr mitochondriale Enzyme im Blut hinweist und eine schwerwiegende
Leberzellschiadigung aufdeckt. Es wurden insgesamt 134 De-Ritis-Quotienten erstellt, soweit AST und
ALT-Werte zu denselben Zeitpunkten von Patienten vorhanden waren. Dies ist in Abbildung 20 loga-
rithmisch gegen die Zeit aufgetragen worden. Der Median betrdgt 1,3 mit einer Standardabweichung

von 0,5-27. 75% der Patienten haben einen Wert iiber dem Cut-off von 1.
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Abbildung 20: De-Ritis-Quotient im Verlauf mit Loess-Regressiongraph
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e FIB-4-Score

Der FIB-4-Score (Fibrosis-4-Score) ist, ebenso wie der APRI ein nichtinvasiver Index, der es ermog-
licht, eine signifikante Leberfibrose bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen vorherzusagen.
Zusitzlich beriicksichtigt werden neben der AST-Aktivitdt und der Thrombozytenzahl das Alter und der
ALT-Wert eines Patienten.
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Der untere Cut-off liegt hier bei <1,45, mit dem folglich eine Fibrose ausgeschlossen werden kann. Mit

Werten >3,25 deutet er mit hoher Spezifitit (97%) auf eine Leberfibrose hin.

Wenn von Patienten zum selben Zeitpunkt AST-, ALT-Werte und die Thrombozytenzahl bekannt wa-
ren, wurde der FIB-4-Score errechnet und in dem folgendem Graphen gegen die Zeit aufgetragen (Ab-
bildung 21). Der Median aus insgesamt 150 Werten betrdgt 1,7 mit einer Streubreite von 0,3-677. Dem
Loess-Regressionsgraph zufolge ist der Wert in der ersten Woche nach Hospitalisierung bei 2,0, sinkt
auf etwa 1,5 im Laufe von sechs Wochen ab und steigt wieder auf 2,0 bei den Patienten, die iiber 70
Tage stationiert waren. Ab der 13. Woche ist nur noch ein Patient im Graph eingetragen, bei welchem

der FIB-4-Wert stetig auf knapp 1,0 absinkt.
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Abbildung 21: FIB-4-Score im Verlauf mit Loess-Regressionsgraph
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Inwiefern dieser Index mit einem negativen Outcome zusammenhéngt, wurde nach Testen auf Normal-
verteilung mittels des Kolmogorov-Smirnoff-Tests (p < 0,01) anhand des Mann-Whitney-U-Test durch-
gefiihrt. Signifikante Ergebnisse wurden in Boxplots logarithmisch skaliert veranschaulicht.

Ein Zusammenhang zwischen erh6htem FIB-4-Score und der Notwendigkeit einer Stationierung auf der
Intensivstation besteht auf einem Signifikanzniveau von 0,05 (p = 0,01), was in dem Boxplot in Abbil-
dung 22 dargestellt ist. Der Median der Patienten auf der Normalstation betragt 2,05 (Min=0,32; Max=
3,8) im Vergleich zum erhohten Median der Intensivpatienten mit 3,4 (Min=0, 63; Max=676,17). Folg-
lich deutet er auf eine Leberfibrose bei dieser Patientengruppe hin.

Ein erhohter FIB-4-Score korreliert aulerdem signifikant mit dem Versterben (p < 0,01), was in Abbil-
dung 23 illustriert wird. Der Median der nicht verstorbenen Patienten liegt mit 2,05 (Min=0,32;
Max=5,54) deutlich unter dem Median der verstorbenen Patienten, welcher 9,92 (Min=3,71;
Max=676,81) betrigt. Somit liegt die gesamte Streubreite der Verstorbenen iiber dem fiir eine signifi-

kante Leberfibrose angegebenen Grenzwert von 3,25.
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Abbildung 22: Boxplot von FIB-4-Score nach ICU Abbildung 23: Boxplot von FIB-4 nach Versterben
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e APRI-Score

Der APRI-Score (engl. aspartate aminotransferase to platelet ratio index) ist ein dimensionsloser Wert,
der anhand zwei kombinierter Serumwerte eine Einschitzung iiber das Ausmal} der Leberfibrose liefert.
Er wird mittels des AST-Wertes und der Thrombozytenzahl berechnet und gehort somit zu den nichtin-
vasiven Indikatoren einer Leberschddigung.

Formel:

AST/ULNvonAST[U/,

5 — % 100
Thrombozytenzahl [ /1]

Der festegelegt Grenzwert fiir eine signifikante Fibrose ist >1,5. Der Ausschluss einer Fibrose erfolgt
ab Werten von < 0,5. Eine Leberzirrthose hingegen kann ab Werten von >2,0 angenommen werden,
ausgeschlossen wird sie ab einem Score von <1,0.

Soweit von den Patienten AST-Werte und die Thrombozytenzahl zu demselben Zeitpunkt vorhanden
waren, wurde der APRI-Score errechnet. In toto konnte auf 1020 Werte zugegriffen werden, die im
folgenden Graphen in Abbildung 24 logarithmisch gegen die Zeit aufgetragen sind. Der Median betragt
0,4 und die Streubreite 0,001-2004. In den ersten zweicinhalb Wochen liegt der Loess-Regressionsgraph
konstant auf 0,7 und sinkt um den 18. Tag herum langsam ab, bis er ab der siebten Woche auf dem Wert

von 0,3 bleibt.
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Abbildung 24: APRI-Score im Verlauf mit Loess-Regressionsgraph
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Inwiefern dieser erhohte Leberfibrose-Index mit einem negativen Outcome zusammenhing, wurde nach
Testen auf Normalverteilung mittels des Kolmogorov-Smirnoff-Tests (p < 0,01) anhand des Mann-
Whitney-U-Test durchgefiihrt. Signifikante Ergebnisse wurden in Boxplots logarithmisch skaliert ver-
anschaulicht. Ein erhohter APRI-Score korreliert erstens mit der Entwicklung einer COVID-19-
Pneumonie (p = 0,03) was Abbildung 25 darstellt. Patienten ohne lokale Entziindungsreaktion und somit
im Stadium 1 der Erkrankung présentierten einen medianen APRI-Score von 0,34 (Min=0,15;
Max=626,1), wihrend Patienten im Stadium 2 mit Pneumonie einen medianen Score von 1,41
(Min=0,31; Max=2004,17) aufweisen. Zweitens konnte ein Zusammenhang zwischen erhohtem APRI-
Score und der Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Behandlung gefunden werden. Der Median
des APRI-Scores von Patienten auf der Normalstation betriagt 0,41 (Min=0,15; Max=2,14), wihrend der
Median des APRI-Scores von Intensivpatienten bei 2,4 (Min=0,41; Max=2004) liegt (Abbildung 26).
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60



Ergebnisse

Drittens korreliert ein erhdhter APRI-Score signifikant (p = 0,002) mit dem Versterben. Patienten, die
entlassen werden konnten, zeigten mediane APRI-Score-Werte von 0,7 (Min=0,15; Max=21,64) im
Vergleich zu dem erhéhten Median von 4,5 (Min=0,33; Max=2004) bei im Krankenhaus verstorbenen

Patienten. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Boxplot von APRI-Score nach Versterben
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4.2.3 Korrelation der Leberparameter mit Charakteristika und Outcome

Ein Mann-Whitney-U-Test oder Zweistichproben-#-Test wurden berechnet, um zu iiberpriifen, ob sich
die Werte der Leberparameter (AST, ALT, AP, y-GT, TBIL, ALB, INR, APRI) und die Entziindungs-
marker (LDH, CRP, IL-6) nach Alter, Geschlecht oder negativem Outcome (COVID-19-Pneumonie,
ICU-Behandlung, invasive Beatmung, ECMO-Therapie oder Tod) unterschieden. Vor Durchfiihrung
wurde jeweils mithilfe des Kolmogorov-Smirnoff-Tests die Voraussetzung tiberpriift, ob die Verteilung
zwischen beiden Gruppen gleich ist. Bei Normalverteilung in beiden Gruppen wurde der ¢-Test ange-
wandt und die Gruppenunterscheide anhand der Mittelwerte verglichen. Bei unterschiedlicher Vertei-
lung wurde der Mann-Whitney-U-Test berechnet und die jeweiligen mittleren Rénge verglichen. Die

jeweiligen Ergebnisse der sieben dichotomen Kategorien (,,ja/nein®) werden im Folgenden beschrieben.

o Alter (Cut-off 65 Jahre)

Die Verteilungen der beiden Gruppen nach den Laborparametern AST, ALT, AP, y-GT, TBIL, ALB,
INR, APRI und LDH, CRP, IL-6 unterschieden sich nicht voneinander (Kolmogorov-Smir-
nov p > 0,05). Der ¢-Test zeigt fiir keinen Parameter signifikant unterschiedliche Werte zwischen Pati-

enten alter als 65 Jahre und jlinger als 65 Jahre (alle p > 0,05).

e Geschlecht

Die Verteilungen von Ménnern und Frauen nach den Laborparametern INR, TBIL, AST, LDH, y-GT,
CRP, IL-6 und des APRI-Scores unterschieden sich voneinander (Kolmogorov-Smirnov p < 0,05). Da-
gegen unterschied sich die Verteilung beider Gruppen nicht fiir die Werte von Albumin, AP und ALT
(Kolmogorov-Smirnov p > 0,05). Der Mann-Whitney-U-Test zeigt signifikant unterschiedliche Werte
zwischen minnlichen und weiblichen Patienten fiir alle Parameter. Die deskriptive Statistik der mittle-
ren Rénge zeigt, dass bei Méannern hhere Werte von INR, TBIL, AST, LDH, y-GT, CRP, IL-6 und des
APRI-Scores wihrend der COVID-19-Infektion gemessen wurden als bei Frauen. Um den Unterschied
auch fiir ALT, Albumin und AP analysieren zu kdnnen, wurden jeweils #-Tests durchgefiihrt. Ménnliche
Patienten hatten signifikant (p = 0,04) niedrigere Albumin-Werte und signifikant (p =0,01) héhere AP-

Aktivitdten als Frauen. Kein Unterschied kann dagegen bei der ALT nachgewiesen werden.

e (COVID-19-Pneumonie

Die Verteilungen der beiden Gruppen nach fast allen Leberparametern und Entziindungsmarkern unter-
schieden sich voneinander (Kolmogorov-Smirnov p < 0,05). Hingegen unterschied sich die Verteilung
beider Gruppen nicht fiir die Werte des Entziindungsmarkers I1L-6 (Kolmogorov-Smirnov p = 0,6). Es
gab einen signifikanten (p < 0,05) Unterschied zwischen der Hohe der ausgewerteten Laborparameter
zwischen Patienten, die im Verlauf eine COVID-19-Pneumonie entwickelten und denjenigen, die keine
entwickelten. Die Analyse der mittleren Rédnge zeigt, dass Patienten dieser Studie mit einer COVID-19-
Pneumonie hohere Werte von AST, ALT, AP, y-GT, TBIL, INR, APRI, LDH und CRP und niedrigere

Werte von Albumin aufwiesen. Beziiglich IL-6, dessen Mittelwerte aufgrund der nicht unterschiedlichen
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Verteilung beider Gruppen verglichen werden, gab es keinen signifikanten Unterschied der Serumkon-

zentrationen (p = 0,006).

e [CU-Behandlung

Die Verteilungen der beiden Gruppen nach allen Leberparametern und Entziindungsmarkern unterschie-
den sich voneinander (Kolmogorov-Smirnov p < 0,05). Die ausgewerteten Laborparameter aller Patien-
ten, die im Verlauf eine intensivmedizinsche Behandlung bendtigen, unterschieden sich signifikant von
denjenigen, die nicht intensivmedizinisch behandelt wurden. Patienten auf der Intensivstation wiesen
hohere Werte von AST, ALT, AP, y-GT, TBIL, INR, APRI, LDH, CRP und IL-6 und niedrigere Werte

von Albumin auf, wie dem Vergleich der mittleren Rénge zu entnehmen ist.

e Invasive Beatmung

Unterschieden wurden Patienten, deren Lungenventilation durch maschinelle Beatmung und invasiver
Atemwegssicherung unterstiitzt wurde, von den Patienten, die selbststdndig atmen konnten. Diejenigen
mit einer Nicht-invasiven Ventilation wurden hier den nicht Beatmeten zugeordnet. Die Verteilungen
der beiden Gruppen nach fast allen Leberparametern und Entziindungsmarkern unterschieden sich von
einander (Kolmogorov-Smirnov p < 0,05). Nur die ALT war bei beatmeten und nicht beatmeten Pati-
enten gleichverteilt (Kolmogorov-Smirnov p > 0,05). Es kann im Mann-Whitney-U-Test ein signifikan-
ter Unterschied zwischen der Hohe aller ausgewerteten Laborparameter zwischen Patienten, die im Ver-
lauf von einer invasiven Beatmung abhidngig waren und denjenigen, die davon unabhéngig waren, fest-
gestellt werden. Nach dem Vergleich der mittleren Rédnge wird deutlich, dass invasiv beatmete Patienten
hohere Werte von AST, AP, y-GT, TBIL, INR, APRI, LDH, CRP und IL-6 und niedrigere Werte von
Albumin présentierten. Fiir ALT wurde ein t-Test durchgefiihrt, welcher keinen signifikanten Unter-

schied zeigte (p = 0,32).

e ECMO-Therapie

Die Verteilungen der beiden Gruppen nach zehn von elf Leberparametern und Entziindungsmarkern
unterschieden sich voneinander (Kolmogorov-Smirnov p < 0,05). Allein nach Unterteilung des Werts
von ALT zeigt sich eine gleiche Verteilungsform zwischen beatmeten und nicht beatmeten Patienten
(Kolmogorov-Smirnov p = 0,06). Nach Durchfiihrung des Mann-Whitney-U-Tests kann ein signifikan-
ter (p < 0,05) Unterschied zwischen der Hohe aller ausgewerteten Laborparameter zwischen Patienten,
die im Verlauf eine zusitzliche ECMO-Therapie erforderten, und denjenigen, die keine benotigten, fest-
gestellt werden. Nach dem Vergleich der mittleren Rénge wird ersichtlich, dass bei Patienten mit
ECMO-Therapie hohere Werte von AST, AP, y-GT, TBIL, INR, APRI, LDH, CRP und IL-6 und nied-
rigere Werte von Albumin messbar waren. Hingegen zeigt auch hier der #-Test zur Beurteilung der ALT-

Mittelwerte keinen signifikanten Unterschied an (p = 0,53).
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e Tod

Die Verteilungen von Verstorbenen und Uberlebenden nach zehn von elf Laborparametern unterschie-
den sich voneinander (Kolmogorov-Smirnov p < 0,05). Dagegen unterschied sich die Verteilung beider
Gruppen nicht hinsichtlich der ALT (Kolmogorov-Smirnov p = 0,7). Der Mann-Whitney-U-Test zeigt
auf dem 0,05-Niveau signifikant unterschiedliche Werte zwischen den beiden Gruppen fiir alle Parame-
ter auBer fiir AP und y-GT. Die deskriptive Statistik beschreibt, dass bei den verstorbenen Patienten die
Werte von INR, TBIL, AST, LDH, y-GT, CRP, IL-6 und APRI stérker anstiegen als bei den Patienten,
die genesen sind. Die Korrelation zu Albumin ist auch hier wie zu erwarten invers: Verstorbene Patien-
ten prasentierten niedrigere Albuminspiegel als Entlassene. ALT-Konzentrationen unterschieden sich

im ¢-Test nicht voneinander (p = 0,3).

o Hiufigkeit des Uberschreitens des Normwerts

Mit dem Ziel, das AusmaB der Leberwerterh6hung innerhalb bestimmter klinischer Kategorien préaziser
auswerten zu kdnnen, wurde die Kaplan-Meier-Analyse mit dem Log-Rank-Test gewéhlt, urspriinglich
eine statistische Art der Uberlebenszeitanalyse. Die drei Kategorien ,,COVID-19-Pneumonie®, ,,inva-
sive Beatmung* (entspricht Stadium 2 s. Kapitel 2.1) und ,,Tod* (entspricht Stadium 3 s. Kapitel 2.1)
deuten auf den Schweregrad der COVID-19-Erkrankung bei den jeweiligen Patienten hin. Auf der Basis
soll verglichen werden, ob die Gruppen sich dahingehend unterscheiden, mit welcher Haufigkeit der
ULN bestimmter Leberparameter im Laufe ihres gesamten Krankenhausaufenthaltes {iberschritten wird.
Zur Erstellung einer Kaplan-Meier-Kurve muss ein Ereignis definiert werden. Folgerichtig ist das Er-
eignis ,,Uberschreiten des ULN®, wobei zum Zeitpunkt des Ereignisses (Tag des Krankenhausaufent-
haltes) die Kurve einen Schritt nach oben macht. Patienten, die nie den oberen Grenzwert tiberschritten
haben, zuvor entlassen wurden oder auch verstarben, sind durch senkrechte Striche als ,,zensiert” ge-
kennzeichnet. Der Log-Rank-Test vergleicht abschliefend die beiden Kurven auf dem Signifikanzni-

veau von 0,05.
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e AST

Aufgrund der groBen Streubreite der Werte dieser Transaminase und der stirkeren Aussagekraft wurde

das Zweifache des ULN als Cut-off gewéhlt und nach geschlechtsspezifischen Normwerten unterschie-
den (& >100 U/I; @ >70 U/l). Mit einem p-Wert im Log-Rank-Test gleich 0,06 unterscheiden sich die
Gruppen der Patienten mit und ohne COVID-19-Pneumonie nicht. Signifikant ist dagegen der Unter-

schied zwischen beatmeten und nicht beatmeten Patienten (p = 0,001) sowie zwischen verstorbenen und

nicht verstorbenen Patienten (p = 0,002). Abbildung 28 illustriert die Kaplan-Meier-Kurve fiir AST-

Aktivitdten nach Einteilung in Patienten mit und ohne invasive Beatmung. 15 von 25 (60%) beatmete

Patienten wiesen AST-Werte iiber dem zweifachen ULN auf, jedoch nur zwei von 36 nicht beatmeten

Patienten (5%). Die Kaplan-Meier-Kurve illustriert die kumulative Haufigkeit, dass ein invasiv beatme-

ter Patient im Laufe seines Krankenhausaufenthaltes einen AST-Wert hoher als das zweifache ULN hat.
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Abbildung 28: Kaplan-Meier-Kurve: Hiufigkeit des Uberschreitens des zweifachen ULN von
AST nach Beatmung
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Die Hiufigkeit des Uberschreitens des zweifachen ULN von AST gruppiert nach Versterben ist in Ab-

bildung 29 zu sehen. 8 von 14 (58%) verstorbenen Patienten wiesen AST-Werte iiber dem zweifachen

ULN auf, jedoch nur neun von 47 nicht verstorbenen Patienten (19%). Die Kaplan-Meier-Kurve illus-

triert hier, dass die sechs zensierten Patienten unter den Verstorbenen zeitlich vorher aus der Analyse

ausgeschlossen worden sind, als diejenigen, die Werte iiber dem Grenzwert aufwiesen. Alle verstorbe-

nen Patienten présentierten bereits in den ersten zwei Wochen AST-Konzentrationen iiber dem definier-

ten Grenzwert oder erlagen den Folgen der Covid-19-Erkrankung bereits vorher.
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Abbildung 29: Kaplan-Meier-Kurve: Hiufigkeit des Uberschreitens des zweifachen ULN von
AST nach Versterben

66



Ergebnisse

o v-GT

Als Cut-off wurden die geschlechtsspezifischen Normwerte 60 U/l () und 40 U/l (%) festgelegt. Im
Log-Rank-Test resultiert ein signifikanter (p = 0,003) Unterschied des Uberschreitens des ULN zwi-
schen den Patienten, die eine Pneumonie entwickelten und denen, die keine entwickelten, sowie zwi-
schen den Patienten mit und ohne invasiver Beatmung (p = 0,14). Nicht signifikant hingegen ist der
Vergleich zwischen verstorbenen und iiberlebenden Patienten (p = 0,3).

33 der 41 (80%) an COVID-19-Pneumonie-Erkrankten wiesen y-GT-Aktivitéten {iber dem geschlechts-
spezifischen Normwert auf, wohingegen dies nur bei neun der 20 Patienten (45%) ohne Pneumonie
gemessen wurde. Auch nach Aufteilung der Patienten in invasiv Beatmete und nicht Beatmete ist mit
92% (22/24) der Anteil der invasiv beatmeten Patienten, die zu einem Zeitpunkt y-GT-Werte {iber dem
ULN aufwiesen groBer, als der der nicht Beatmeten (54%).

Graphisch aufgetragen sind die Kurven nach Pneumonieentwicklung in Abbildung 30 und nach Not-

wendigkeit invasiver Beatmung in Abbildung 31.
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Abbildung 30: Hiufigkeit des Uberschreitens des ULN von y-GT nach COVID-19-Pneumonie
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Abbildung 31: Hiufigkeit des Uberschreites des ULN von y-GT nach Beatmungstyp

e Albumin

Der Cut-off-Wert flir Albumin betragt 35 g/1 fiir beide Geschlechter. Der Log-Rank-Test zeigt keinen
signifikanten Unterscheid der Kaplan-Meier-Kurven fiir die Gruppen mit und ohne COVID-19-

Pneumonie, mit und ohne invasive Beatmung und fiir Verstorbene und Uberlebende (jeweils p > 0,05).
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4.2.4 Korrelation Leberparameter und Entziindungsmarker: Ist Zellschddigung
auf Leber begrenzt oder systemisch?

Ergédnzend zu den Leberparametern wurden die Entziindungsmarker CRP und IL-6 sowie der Himoly-

separameter LDH im Patientenblut bestimmt und analysiert.
e Laktatdehydrogenase

Abbildung 32 illustriert den Verlauf von 1133 LDH-Werten (Median 406 U/l; Streubreite 47-13797
u/l).
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Abbildung 32: LDH-Werte im Verlauf mit Loess-Regressionsgraph

Um zu tiberpriifen, ob die Transaminasenerhdhung allein aufgrund von Leberzelluntergang oder zusétz-
lich aufgrund von systemischen, nicht auf die Leber begrenztem Zelluntergang auftrat, wurde der Spe-
arman-Rangkorrelationskoeffizient fiir die Werte von AST und LDH berechnet. Es zeigt eine signifikant
positive Korrelation zwischen AST- und LDH-Werten punktuell am Aufnahmetag (Korrelationskoeffi-
zient 0,7; p < 0,01) sowie zwischen AST- und LDH-Werten im Gesamtverlauf (Korrelationskoeffizent

0,7; p<0,01).
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Im Interesse stand aulerdem ein moéglicher Zusammenhang zwischen LDH und dem Cholestasemarker
v-GT. Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient betrdagt 0,5 und ist auf dem 0,01 Niveau zweiseitig
signifikant (p < 0,01) fiir LDH- und y-GT-Werte im Gesamtverlauf. Eine positive Korrelation (0,3)

resultiert ebenfalls fiir die Aufnhahmewerte, soweit sie zur Verfiigung standen (p = 0,01).

Als Syntheseparameter wurde Albumin gewéhlt, mithilfe dessen getestet werden sollte, ob die abneh-
mende Syntheseleistung der Leber mit dem Zelluntergangsmarker LDH zusammenhéngt. Der Spe-
arman-Rangkorrelationskoeffizient ist hierbei mit -0,4 negativ und ist sowohl fiir alle kumulativen

Werte als auch fiir die Werte am Aufnahmetag auf dem Niveau p = 0,05 zweiseitig signifikant.

Des Weiteren wurde der fiir die Differenzialdiagnostik eingesetzte LDH/AST-Quotient benutzt. Der
Cut-off-Wert liegt hierbei bei 12: Werte > 12 deuten auf eine Hamolyse hin und Werte < 12 auf Leber-
oder Gallenwegserkrankungen. In toto wurden 934 LDH/AST-Quotienten ausgewertet, die in Abbil-

dung 33 gegen die Zeit aufgetragen wurden (Median 11; Streubreite 0,23-49).
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Abbildung 33: LDH/AST-Ratio im Verlauf mit Loess-Regressionsgraph
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e Interleukin-6

In Abbildung 34 sind 739 IL-6 Werte gegen die Zeit aufgetragen. Der Median liegt mit 76 pg/ml iiber
dem Grenzwert des UKS-Labors von 7 pg/ml. Die Streubreite liegt zwischen 1 und 73262 pg/ml. Der
Spearman-Rangkorrelationskoeffizient fiir IL-6- und AST-Werte liber den gesamten stationdren Auf-
enthalt gemessen, betrdgt 0,5 und ist auf dem 0,01 Niveau zweiseitig signifikant (p < 0,01). Die jewei-

ligen Werte punktuell am Aufnahmetag zeigen keinen signifikanten Zusammenhang (p = 0,16).
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Abbildung 34: IL-6-Werte im Verlauf mit Loess-Regressionsgraph

Der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient fiir IL-6- und y-GT-Werte {iber den gesamten stationédren
Aufenthalt gemessen, ist mit 0,1 leicht positiv und ist zweiseitig signifikant (p < 0,01). Die jeweiligen

Werte punktuell am Aufnahmetag zeigen keinen signifikanten Zusammenhang (p = 0,07).

Erwartungsgemal ist der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient fiir IL-6- und ALB-Werte iiber den ge-
samten stationdren Aufenthalt gemessen mit -0,5 negativ und ist auf dem 0,01 Niveau zweiseitig signi-
fikant (p <0,01). Die jeweiligen Werte punktuell am Aufnahmetag zeigen ebenfalls einen signifikanten

inversen Zusammenhang (Koeffizient -0,7; p = 0,03).
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e CRP

1146 CRP-Werte von 61 Patienten wurden iiber deren jeweilige Aufenthaltsdauer abgenommen und
sind in der folgenden Abbildung 35 logarithmisch skaliert aufgetragen (Median 97 mg/l; Streubreite
0,5-539mg/1).
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Abbildung 35: CRP-Werte im Verlauf mit Loess-Regressionsgraph

Ob ein Zusammenhang zwischen dem Entziindungswert CRP und der AST-Aktivitét besteht, wurde mit
dem Spearman-Rangkorrelationstest liberpriift. Das Ergebnis zeigt eine positive signifikante Korrelation
(p < 0,01) mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,5 fiir alle Werte. Ein positiver Zusammenhang
konnte aullerdem bei den jeweiligen Aufnahmewerten beobachtet werden (Korrelationskoeffizient nach
Spearman 0,4; p = 0,01). Die Analyse der Spearman-Rankorrelation zwischen CRP und der y-GT zeigt
ebenfalls eine positive Korrelation (Koeffizient 0,4; p < 0,01), sowohl bei den gesamten Werten und
den Werten am Aufnahmetag (Koeffizient 0,4; p = 0,004). Die Untersuchung des Zusammenhangs zwi-
schen dem Syntheseparameter Albumin und dem Entziindungswert zeigt einen negativen Korrelations-
koeffizienten fiir alle kumulativen Werte (-0,5) und die Aufnahmewerte (-0,6). Beide Korrelationen sind

auf dem Niveau p < 0,01 zweiseitig signifikant.
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4.3 Vitamin D-Status

Der Vitamin D-Status, gemessen an der 25(OH)-Vitamin D-Konzentration im Serum, konnte bei 33
Patienten erfasst werden. Ein Vitamin D-Mangel ist definiert mit einem Wert <20 ng/ml 25(OH)-
Vitamin D. Auffillig ist, dass von 33 Patienten 27 (82%) bei Aufnahme unter einem so definierten
Vitamin D-Mangel litten. Im Folgenden werden die Ergebnisse der untersuchten Korrelationen zwi-
schen Vitamin D-Mangel und Alter, Schweregrad der Erkrankung sowie zwischen Vitamin D und den
Leberparametern und Entziindungsmarkern vorgestellt.

Eine intensivmedizinische Behandlung kann mit einem Vitamin D-Mangel signifikant assoziiert werden
(p =0,01), wie in Abbildung 37 graphisch verdeutlicht wird. 21 von 22 Patienten (96%) auf der Inten-
sivstation litten unter einem Vitamin-D-Mangel im Vergleich zu sechs von 11 Patienten (55%) auf der

normalen Infektionsstation.

Balkendiagramm

ICU
Enein
[ JE

25

20

Anzahl Patienten

nein

<20 ngiml 25(0H)-Vitamin-D

Abbildung 36: Vergleich der Patienten mit Vitamin-D-Mangel in ICU-Behandlung

Keine Korrelation zeigt sich wiahrenddessen zwischen einem Vitamin D-Mangel und der Entwicklung
einer COVID-19-Pneumonie, der Notwendigkeit einer invasiven Beatmung, einer ECMO-Therapie o-
der dem Versterben. Ebensowenig korreliert in dieser Kohorte ein Vitamin-D-Mangel mit einem Alter

iiber 65 Jahren (jeweils p > 0,05).

Um zu ermitteln, ob ein Vitamin D-Mangel zunichst mit dem generellen Auftreten pathologischer Le-
berwerten zusammenhéngt, wurde ein Chi-Quadrat-Test durchgefiihrt, der keinen signifikanten Zusam-

menhang aufzeigt (p > 0,09). Die einzelnen Leberparameter und Entziindungsmarker sollten zusétzlich
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einzeln auf einen moglichen Zusammenhang mit einem Vitamin D-Mangel tiberpriift werden. Im Kol-
mogorov-Smirnoff-Test wurden die Laborparameter auf Normalverteilung lberpriift. Da alle normal-
verteilt sind (p > 0,05), wurde im Folgenden der ¢-Test verwendet. Es konnten signifikante Zusammen-
hiange zwischen erhohten y-GT-Werten und Vitamin D-Mangel (p = 0,002) sowie erhohten CRP-Werten
(p = 0,037) und Vitamin D-Mangel beobachtet werden. Patienten mit einem Vitamin D-Mangel wéh-
rend ihres Krankenhausaufenthaltes wiesen hohere y-GT-Werte auf (MW=343 U/I; SD=258), als Pati-
enten mit einem normalen 25(OH)Vitamin D-Status (MW=120 U/l; SD=97). Mit einem Mittelwert von
288 mg/1 (SD=145) hatten Patienten mit einem Vitamin D-Mangel aulerdem deutlich hdhere Werte des
Entziindungsmarkers CRP als Patienten, die nicht an einem Vitamin D-Mangel litten (MW=148 mg/l;
SD=123).
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4.4 Genotypisierung

4.4.1 Ergebnisse der allelischen Diskriminierung

Die molekulargenetischen Analysen fokussieren auf die Detektion von Einzelnukleotid-Polymorphis-
men in Genen der Patienten-DNA, die mdgliche Risikofaktoren fiir eine Leberbeteiligung bei COVID-
19 darstellen. Die folgenden Tabellen beinhalten die Auswertung der allelischen Diskriminierung mit-

tels TagMan® Assays.

e AlAT-Mangel

Dem Mangel an A1AT liegt eine Genmutation des polymorphen SERPINAI-Gens zugrunde, welches
auch Protease-Inhibitor-Gen (PI) genannt wird. Das Gen hat zwei Allele, von denen der Wildtyp mit M
bezeichnet wird und bei 85%-90% der Bevdlkerung auftritt. Die am haufigsten vorkommenden mutier-
ten Allele sind S (Glu264Val) und Z (Glu342Lys) [16]. In der Promotor-Region des SERPINA1-Gens
kann es ebenfalls zu einem Basenaustausch durch den SNP rs8004738 kommen, aufgrund dessen A1AT
in verringertem Male synthetisiert wird [23]. Der PI-S-Genotyp fiihrt zu einer Instabilitdt des Genpro-
dukts durch intrazelluldren Abbau und zu einer leichten Verminderung des Serum-A1AT. Im Unter-
schied dazu resultiert die Z-Mutation in einer Retention von A1AT im endoplasmatischen Retikulum

der Hepatozyten und somit neben stark verminderten Serumwerten auch in einer Zellschiddigung der

Leber [84].

Tabelle 14: Haufigkeit der Genotypen PiS (rs17580), PiZ (rs28929474) und des SERPINAI-Polymorphismus
(rs8004738)

Allelfrequenz der Genotypen (%)

PiS PiZ SERPINA1
Major 44 (0,97) 42 (0,96) 12 (0,54)
Heterozygot 1 2 24
Minor 0(0,03) 1(0,04) 8 (0,45)
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e Steatose

Die folgenden Gene kénnen Polymorphismen aufweisen, die allesamt genetische Risikofaktoren fiir
MAFLD, Leberfibrose und sich daraus entwickelnde Zirrhose sind. Das PNPLA3-Gen exprimiert das
Enzym Adiponutrin, welches groBe Ahnlichkeit hat zur Adipozyten-Triazyglyzerin-Lipase
(ATGL/PNPLA?2), dem ersten Enzym der Lipolyse, welches die Triglyzerid-Hydrolyse katalysiert. Adi-
ponutrin besitzt ebenfalls eine Triglyzerid-Hydrolaseaktivitit, womit ihm eine Rolle im Lipidstoffwech-
sel der Leber zugesprochen wird. Es konnte gezeigt werden, dass eine vermehrte Expression von
PNPLA3 durch erhohte Aufnahme von Kohlenhydraten und Fettsduren induziert wird [133]. Das durch
die [148M-Variante verdnderte Enzym verliert einerseits seine Hydrolase-Funktion und entzieht sich
andererseits dem proteolytischen Abbau und sammelt sich vermehrt auf hepatischen Lipidtropfchen an
[12]. Yang et al. [131] konnten eine starke Interaktion zwischen PNPLA3 und dem Protein a/f-hydro-
lase-domain-containing 5 (ADHBS) zeigen. Das ADHBS5-Protein ist ein wichtiger Co-Aktivator der
ATGL, kann jedoch stirker vom verdnderten Adiponutrin gebunden werden. Aufgrund dieser Sequest-
rierung steht es der ATGL nicht mehr zur Verfiigung und die in den Hepatozyten vorhandenen Tri-
acylglyceride werden nicht mehr hydrolysiert. Die verminderte Lipolyse resultiert somit in einer Ver-
mehrung und VergroBerung von hepatischen Lipidtropfen, was eine Lipidakkumulation und Inflamma-
tion zur Folge hat [131].

MBOAT7 wiederum kodiert fiir die LPLAT7, welches Umbauprozesse im Phospholipid-Remodeling-
Pathway (Lands ‘ Cycle) katalysiert. In diesem Umbauprozess werden die Anordnung und Verteilung
von Fettsduren der Phospholipide nach deren De-novo-Synthese noch verdndert. Membranphospholi-
pide sind metabolisch aktiv und durchlaufen eine Reihe von Deacylierungs- und Reacylierungsreaktio-
nen, die zum Einbau von mehrfach ungesittigten Fettsduren an neu synthetisierten Phospholipiden fiih-
ren [zitiert nach 123]. LPLAT?7 katalysiert die Reacylierung von Lysophosphatidylinositol (LPI) zu
Phosphatidylinositol (PI; ein Phosphoglycerid), in dem es eine Fettsdure in Beisein von Acyl-Coenzym
A als Acylgruppen-Donor den Phospholipiden hinzufiigt [123]. AuBlerdem konnte eine Aktivitat der
LPLAT?7 in den inflammatorisch wirkenden neutrophilen Granulozyten gezeigt werden, wo sie eine
wichtige Rolle des Arachidonséure-Metabolismus innehat [42]. Sie reguliert die Menge an freier Ara-
chidonséure, indem sie sie in die Phospholipide einfiigt. Somit ist Arachidonsdure nicht mehr fiir die
Synthese der Leukotriene verfiigbar, die eine Inflammation in Hepatozyten und anderen Organen ver-
stirken. Die untersuchte Mutation des Enzyms von TM6SF?2 verringert die Sekretion von VLDL, welche
Triacylglyceride und Cholesterin in extrahepatische Gewebe transportieren. Aufgrund des verénderten
Allels sind ein erhohter Trigylceridgehalt in den Hepatozyten und ein verringerter Gehalt an Serumlipi-
den bei homozygoten Tragern messbar [30,65], was das Risiko einer hepatischen Inflammation und

Steatose steigert.

76



Ergebnisse

Tabelle 15: Haufigkeit der Genotypen von PNPLA3 (rs738409), MBOAT7 (1s641738), TM6SF2 (1s58542926)

Allelfrequenz der Genotypen (%)

PNPLA3 MBOAT7 TM6SF2
Major 25(0,73) 8(0,39) 38(0,92)
Heterozygot 16 19 7
Minor 4(0,27) 18 (0,61) 0 (0,08)

e Vitamin D

Tabelle 16 listet die Ergebnisse der Genotypisierung von sechs Genen auf, die Polymorphismen aufwei-
sen, die die Serumkonzentrationen von 25(OH)-Vitamin-D negativ beeinflussen. Sie wurden assoziiert
mit dem Vitamin D-Metabolismus, dem Transport, der Synthese sowie Inaktivierung und der Elimina-

tion von Vitamin D.

Tabelle 16: Héaufigkeit der Genotypen von AMDHDI (rs10745742), CYP24A41 (rs17216707), SEC234
(rs8018720), GC (rs7041), DHCR7 (rs12800438), CYP2R1 (rs10741657)

Allelfrequenz der Genotypen (%)

AMDHDI1 CYP2441 | SEC234 | GC DHCR7 | CYP2RI
Maj or 16 29 32 7 21 19

(0,58) (0,82) (0,86) (0,46) 0,7) (0,67)
Heterozygot | 20 16 13 27 21 22
Minor 9(0,42) 0(0,18) 0(0,14) 11(0,54) | 3(0,3) 4(0,33)
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4.4.2 Priifung der Genotypen auf das Hardy-Weinberg-Equilibrium

Das populationsgenetische Gesetz von Hardy und Weinberg beschreibt die Haufigkeiten von autosomal-
rezessiv vererbten Genotypen. Mit dessen Hilfe kann abgeschétzt werden, wie grof3 der Anteil von ho-
mozygoten und heterozygoten Trégern eines verdnderten Allels in der Bevolkerung ist. Nach dem Ge-
setz bleibt die Frequenz bestimmter Allele in einer Population iiber Generationen gleich. Es miissen
dafiir folgende Voraussetzungen der idealen Population erfiillt sein: Panmixie, grof3e Population, gleich-

wertige Allele, keine evolutiondren Verdnderungen wie Mutation, Selektion, Drift oder Migration [3].

Die Allelfrequenzen werden wie folgt berechnet: In der Ausgangsiiberlegung besitzt ein Genlokus zwei
mogliche Allele: P und Q. Das Allel P habe die Allelfrequenz p und das Allel Q die Allelfrequenz q. Es
gilt p + q = 1. Als autosomales Gen liegt es beim Menschen in zwei Kopien vor, so dass (p+q)* = 1.
Anhand der Binominalbeziehung kann nun auf die Hiufigkeit der drei moglichen Genotypen geschlos-
sen werden: (p+q)*= p? + 2pq + ¢*>= 1. Ein homozygoter Triger des P-Allels (P/P) tritt mit einer Wahr-
scheinlichkeit von p? auf. Ein homozygoter Triger des Q-Allels (Q/Q) tritt mit der Wahrscheinlichkeit
von ¢? auf und ein heterozygoter Triger (P/Q) besitzt die Wahrscheinlichkeit von 2pq.

Fiir unsere Analysen wurde die Hardy-Weinberg-Analyse eingesetzt, um die Kohorte auf Abweichun-
gen von dem Gleichgewicht zu testen. Liegt beispielsweise ein Homozygotenexzess vor, dann ist eine
der oben beschriebenen Voraussetzungen nicht gegeben oder es liegen Genotypisierungsfehler vor. Die
Nullhypothese HO ist, dass unsere analysierten Homozygoten- und Heterozygotenfrequenzen mit den
der nach der Hardy-Weinberg-Verteilung erwarteten Frequenzen iibereinstimmen. Die Alternativhypo-
these H1 indes ist, dass eine Abweichung zwischen beobachteten und erwarteten Zahlen aufgetreten ist.

Beide Hypothesen werden zweiseitig gepriift.

Graphisch dargestellt wurden die Analysen im De Finetti-Diagramm, welches am Beispiel der

SERPINAI-Allele erldutert werden soll (Abbildung 37):
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Abbildung 37: De Finetti-Diagramm mit SERPINA1-Allelfrequenzen und Genotypenfrequenzen bei
COVIDI19-Fillen (blau) und Kontrollen (schwarz).

e Ergebnisse der Hardy-Weinberg-Analyse

Die Uberpriifung auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurde fiir alle SNPs der Pa-
tienten durchgefiihrt. Als Kontrollgruppe diente eine Kohorte mit 252 Blutspendern aus Leipzig, bei
denen Erkrankungen ausgeschlossen sind. Es zeigten sich in der Studienkohorte keine Abweichungen
der Genotyphéufigkeiten homozygot Wildtyp, heterozygot und homozygot Minor von der geméif
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht zu erwartenden Verteilung der Risikogene (alle p > 0,05). Die Ergeb-
nisse der Genotypenverteilung wurden mit den Ergebnissen der Genotypenverteilung der Kontrollko-
horte verglichen. Dabei ergab sich eine Abweichung bei der Variante des MBOAT7-Gens, deren Aus-
wertungsdaten der Tabelle 17 zu entnehmen sind. Um die gemessene Verteilung von der zu erwarteten
Verteilung in Orientierung an die Kontrollkohorte zu vergleichen, wurde der Pearson Chi-Quadrat-Test
angewandt. Das Risikoallel 1 entspricht dem Majorallel und das Risikoallel 2 dem Minorallel. Somit
gibt ,,n11“ die Frequenz des WT-Genotyps, ,,n12* die Haufigkeit der heterozygoten Genotyps und ,,n22*
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die Frequenz der Genotypvariante an. Unterschiedliche Verteilungen kommen vor bei der Allelfrequenz
(common odds ratio), der Gegeniiberstellung der Homozygoten und der Gegeniiberstellung von Wildtyp

und Heterozygoten zusammengenommen mit Homozygoten des Minorallels.

Tabelle 17: Test auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Equilibrium fiir die MBOAT7-Variante

Kontrollen | COVID19- | Risikoallel 2 2 Minorallel

Kohorte
nl1=71 nl1=12 | [11<>[2] | [11]<>[12] | [11]<>[22] | [11]<->[12+22] | common
nl12=102 nl12=31 odds ratio
n22=37 n22=17 | p=0,02 | p=0,11 p=0,02 p=0,04 p=0,02

p=0,97 p=0,75 o .
Risikoallel 1 2 Majorallel

(Pearson) (Pearson)

21<->[1] | [221<->[12] | [22]<->[11] | [11+12]<->[22] | common

odds ratio

p=0,02 p=0,25 p=0,02 p=0,04 p=0,02

AuBerdem sind Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht innerhalb der Kontrollkohorte bei
den Genvarianten von TM6SF2, AMDHD1, SEC234 und DHCR7 vorhanden.

80



Ergebnisse

4.4.3 Korrelationen des MBOAT7-Risikoallels mit Outcome und Leberparame-
tern
Aufgrund der Abweichung der Allelfrequenz der Genvariante MBOAT7 von der Kontrollkohorte wer-
den die homozygoten und heterozygoten Trager des Risikoallels im Folgenden gesondert ausgewertet.
Gezielt soll hierbei auf Korrelationen mit pathologischen Leberwerten, dem Outcome und dem Alter
der Patienten getestet werden. Des Weiteren wird der Verlauf signifikant unterschiedlicher Leberpara-
meter graphisch dargestellt und verglichen. Von insgesamt 45 Patienten konnte bis dato die Genotypi-
sierung fiir MBOAT7 rs641738 durchgefiihrt werden, sodass die restlichen 16 Patienten aus dieser Ana-

lyse ausgeschlossen wurden.

e Deskription der Kohorte der Genotypisierung von rs641738 (MBOAT7)

Tabelle 18: Ergebnisse der Genotypisierung
Haufigkeit der MBOAT7-Genotypen

0 Genotyp Anzahl der Patienten

Wildtyp 8

30

Risikoallel Heterozygot 19

Risikoallel Homozygot 18

Anzahl

20

Wildtyp Risikoallel
MBOATT7-Genotyp

Abbildung 38: Hiufigkeit der MBOAT7-
Genotypen
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e Case-Control-Matching

Etablierte Risikofaktoren fiir eine SARS-Cov-2-Infektion sind erhohtes Alter und das ménnliche Ge-
schlecht [32,127]. Um mogliche Auswirkungen dieser Risikofaktoren beurteilen zu knnen, wurde mit-
tels der Kontrollkohorte ein Case-Control-Matching nach Alter (+ 10%) und nach Geschlecht durchge-

fiihrt. Der McNemar-Test wurde anschlieBend angewandt, um die Haufigkeitsverteilung des MBOAT7-
Risikoallels zwischen der COVID-19-Kohorte und der Kontrollkohorte zu vergleichen.

Nach einem 1:1-Matching nach Alter konnten 22 Patienten einer gleichaltrigen Kontrollperson zuge-
ordnet werden. Mit einer Signifikanz von p < 0,01 zeigt der McNemar-Test ein hdufigeres Auftreten des
MBOAT7-Risikoallels in der COVID-19-Kohorte an. Um die Gruppengréfle zu erhohen wurde zusétz-
lich ein 2:1-Matching mit dem Chi-Quadrat-Test flir 44 Patienten durchgefiihrt (unverbundener Test
wegen der stark ungleichen Geschlechterverteilung), der ebenfalls einen signifikanten Unterschied
zeigte (p <0,05). Ein 1:1-Matching nach ménnlichem Geschlecht dagegen ergab bei 28 gematchen Méan-
nern keinen signifikanten Unterschied (p = 0,15).

SchlieBlich wurde ein kombiniertes Matching nach Alter und Geschlecht durchgefiihrt, um eine mogli-
che Beeinflussung beider Risikofaktoren auszuschlieBen. Die Moglichkeiten des Zuordnens waren da-
her starker begrenzt, sodass ein McNemar-Test mit 16 Personen durchgefiihrt werden konnte. Eine
exakte Signifikanz von p = 0,03 zeigt auch hier einen Unterschied in der Haufigkeitsverteilung des

MBOAT7-Risikogens an.

o Korrelation zwischen MBOAT7-Risikoallel und Patientencharakteristika und Outcome
Mithilfe des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson wurde tiberpriift, ob das Risikoallel von MBOAT7 mit dem
Geschlecht oder Alter der Patienten (<65 Jahre vs. >65 Jahre) assoziiert ist. Mit p-Werten groBer als
0,05 zeigt sich keine signifikante Korrelation.

ODb bei Aufnahme der Patienten ins Krankenhaus ein pathologischer Leberwert vorlag, wurde definiert
als das Uberschreiten des ULN von mindestens einem Leberparameter (AST, ALT, AP, TBIL, y-GT,
ALB oder INR) und als nominale Variable hinzugefiigt. Mit einem p-Wert von 0,01 im Chi-Quadrat-
Test nach Pearson zeigt sich eine signifikante Korrelation zwischen dem Auftreten des MBOAT7-

Risikoallels und einem pathologischen Leberwert bei Aufnhahme (Abbildung 39).
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MBOAT7-Allelfrequenz nach path. Leberwert

* path.
Leberwert

30 bei

Aufnahme

M nein
M

20

Anzahl

Wildtyp Risikoallel
MBOAT7-Genotyp

Abbildung 39: Patientenanzahl mit pathologischen Leberparametern am Aufnahmetag MBOAT?7-Risikoallel

Des Weiteren wurde auf Korrelation zwischen einem negativen Outcome, d.h. mit der Entwicklung
einer COVID-19-Pneumonie, Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Versorgung auf der ICU, Be-
atmungspflichtigkeit, ECMO-Therapie oder Versterben und dem MBOAT7-Risikoallel tiberpriift. Auf-
grund der kleinen Fallzahlen wurde auf eine statistische Analyse verzichtet, weswegen die Beschreibung
im Folgenden eine explorative Analyse darstellt. 78% (29/37) der MBOAT7-Risikoalleltrager entwi-
ckelten im Verlauf der Krankheit eine COVID-19-Pneumonie, im Vergleich zu lediglich 50% (4/8) der
Nicht-Risikoalleltriager (Abbildung 40). Mit Blick auf die Patienten auf der ICU im Vergleich zur M-
INF1 wird deutlich, dass 94% (17/18) Trager der MBOAT7-Variante sind. Der Anteil ist mit 74%
(20/27) unter den Patienten auf der Normalstation deutlich geringer (Abbildung 41). Trotz der noch
geringeren Anzahl an Patienten, die eine invasive Beatmung wihrend ihres Krankenhausaufenthaltes
bendtigten, zeigt sich auch in dieser Kategorie ein hdufigeres Auftreten der Allelvariante als bei Patien-
ten, die nicht maschinell beatmet wurden. 93% (14/15) der beatmeten Patienten waren Triger mindes-
tens eines Risikoallels, wihrend 77% (23/30) mit Risikoallel keine maschinelle Beatmung benétigten
(Abbildung 42). Jeder der fiinf Patienten (100%) mit zusétzlicher ECMO-Therapie trug mindestens eine
Kopie des MBOAT7-Minorallels. Zum Zeitpunkt des Studienschlusses sind 22% (8/37) der Patienten
mit ebendiesem MBOAT7-Allel und 25% (2/8) der Patienten ohne verstorben. Unter den Verstorbenen
finden sich somit 80% (8/10) mit dem MBOAT7-Risikoallel und 20% (2/8) mit dem Wildtypallel (Ab-
bildung 43).
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Anteil Patienten mit COVID-19-Pneumonie nach MBOAT7-Genotyp
COVID-19-
Pneumonie

M nein
| IE

Prozent

Wildtyp Risikoallel
MBOAT7-Genotyp

Abbildung 40: Anteil der Patienten mit Covid-19-Pneumonie nach MBOAT7-Genotyp

MBOAT7-Genotyp nach Intensivtherapie
100
MBOATY
mwT

M Risikoallsl
a0

G0

Prozent

40

20

nein ja

ICU

Abbildung 41: Prozentualer Anteil des MBOAT7-Genotyps nach intensivmedizinischer Behandlung
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MBOATT7-Genotyp nach Beatmungskategorie

MBOATY

mwT
M Risikoallel

Prozent

nein ja

Invasive Beatmung

Abbildung 42: Prozentualer Anteil des MBOAT7-Genotyps nach invasiver
Beatmung

MBOATT7-Genotyp unter Verstorbenen

M Risikoallel

Prozent

nein ja

Verstorben

Abbildung 43: Prozentualer Anteil des MBOAT7-Genotyps unter den verstorbenen Patienten
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e Korrelation zwischen Risikoallel von MBOAT7 und Leberwerten

Die Analyse des Mann-Whitney-U-Tests zeigt eine Korrelation zwischen dem MBOAT7-Risikoallel und
erhohten Werten von AP (p = 0,002), y-GT (p = 0,009), ALT (p = 0,003) und Bilirubin (p < 0,001)
sowie erniedrigte Albumin-Konzentrationen im Serum (p < 0,001). Diese Leberparameter wurden ge-
nauer charakterisiert, indem graphisch die Loess-Regressionskurven der zeitlichen Verldufe von Pati-
enten mit dem Wildtyp-Allel und der Allelvariante vergleichend gegeniibergestellt wurden. Abbildung
44 zeigt in einem Streudiagramm den zeitlichen Verlauf der Schwankungen der AP-Aktivitdten aller
mit COVID-19 hospitalisierten Patienten, die genotypisiert wurden. Insgesamt wurden 739 AP-Werte
von 45 Patienten analysiert und logarithmisch skaliert aufgetragen. Die roten Punkte und der rote Loess-
Graph sind Werte von Minoralleltrdgern, wéhrend die blauen Punkte mit ihrem blauen Loess-Graph die
Werte von Wildtypalleltrédgern illustrieren. Auffallend ist, dass 16 von 37 (43%) Risikoalleltrdger und
nur zwei von acht Wildtypalleltriager (25%) abnorme AP-Werte iiber dem ULN aufwiesen (& >129 U/l;
Q >104 U/l). Der Median von 72 U/l (Min=42 U/l; Max=141 U/l) der Wildtypalleltriager ist niedriger
als der Median von 100 U/l (Min=36 U/l; Max=397 U/l) der Risikoalleltriger.

Verlauf AP nach MBOAT7-Risikoallel
MBOATT7
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Abbildung 44: Verlauf AP nach MBOAT7-Risikoallel mit Loess-Regressionsgraphen
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Abbildung 45 zeigt den zeitlichen Verlauf der Schwankungen der y-GT-Aktivitdten aller mit COVID-
19 hospitalisierten Patienten, die genotypisiert wurden. Insgesamt wurden 758 y-GT-Werte von 45 Pa-
tienten analysiert und logarithmisch skaliert aufgetragen. 25 von 37 (68%) Risikoalleltrdger und fiinf
von acht Wildtypalleltriger (63%) iiberschritten wihrend ihrer Stationierung den ULN von y-GT (&
>60 U/l; @ >40 U/l). Der Mann-Whitney-U-Test zeigt einen signifikanten Unterschied (p <0,01) zwi-
schen den Serumkonzentrationen der Wildtypalleltriger (Median=50; Min=11, Max=184) und der Ri-
sikoalleltrager (Median=81; Min=4; Max=782).

yGT-Verlauf nach MBOATT-Risikoallel
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Abbildung 45: y-GT-Verlauf geschichtet nach MBOAT7-Risikoallel mit Loess-Regressionsgraphen.
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Der Verlauf der ALT-Werte iiber die Zeit aufgetragen wird in Abbildung 46 demonstriert. Die ALT
wurde weniger haufig und nicht bei allen Patienten bestimmt, was der Grund fiir die lichtere Punktwolke
in diesem Streudiagramm ist. Auf insgesamt 184 Werte konnte zuriickgegriffen werden, die ebenfalls
auf Basis des MBOAT7-Genotyps geschichtet dargestellt wurden. Unter den Patienten, die Trager min-
destens eines Minorallels sind, {iberstiegen 15 von 37 (41%) das ULN der ALT und 6 von 36 (17%) das
zweifache ULN (& >100 U/l; @ >70 U/1). Unter den Wildtypalleltrigern waren es lediglich 25% (2/8),
die das einfache ULN und keiner, der das zweifache ULN tiiberstiegen haben. Der Mann-Whitney-U-
Test zeigt einen signifikanten Unterschied (p = 0,02) zwischen den Serumkonzentrationen der Wild-
typalleltriger (Median=18; Min=8, Max=36) und der Risikoalleltriger (Median=23; Min=10;
Max=541).

Verlauf ALT nach MBOAT7 Risikoallel
MBOAT?
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Abbildung 46: ALT-Verlauf geschichtet nach MBOAT7-Risikoallel mit Loess-Regressionsgraphen
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Das Streudiagramm in Abbildung 47 zeigt den zeitlichen Verlauf der Fluktuationen aller Bilirubin-Kon-
zentrationen, die von den hospitalisierten COVID-19-Patienten erfasst wurden. Insgesamt wurden 596
Bilirubin-Werte von 45 Patienten analysiert und logarithmisch skaliert aufgetragen. Der Unterschied
zwischen den beiden Genotypengruppen ist, gemessen an der Tatsache, ob der Wert jemals den ULN
(>1,2 mg/dl) iibersteigt, nicht so stark ausgeprégt, wie bei den vorangegangenen Parametern. Zwei von
acht (25%) der Majoralleltrager und zehn von 37 (27%) der Risikoalleltriger prasentierten zu einem
Zeitpunkt ihres Krankenhausaufenthaltes Werte {iber dem oberen ULN. An der roten Loess-Kurve (Po-
sitividt fiir das Risikoallel) kann ebenfalls abgelesen werden, dass ein Grofiteil der Werte sich im unauf-
falligen Bereich unter dem ULN befindet. Der Mann-Whitney-U-Test zeigt einen signifikanten Unter-
schied (p < 0,01) zwischen den Serumkonzentrationen der Wildtypalleltrager (Median=0,4; Min=0,2,
Max=1,9) und der Risikoalleltriger (Median=0,6; Min=0,1; Max=22,9).
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Abbildung 47: Bilirubin-Verlauf geschichtet nach MBOAT7-Risikoallel mit Loess-Regressionsgraphen
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Abbildung 48 zeigt den zeitlichen Verlauf der Wertschwankungen von Albumin aller mit COVID-19
hospitalisierten Patienten, die genotypisiert wurden. Insgesamt wurden 536 Werte von 45 Patienten ana-
lysiert und logarithmisch skaliert aufgetragen. Deutlich wird bereits bei Betrachten beider Loess-Re-
gressionskurven, dass die Mehrheit der Werte unter dem unteren Grenzwert (engl. lower limit of normal;
LLN) von 35¢g/1 liegt. 20 von 37 (54%) Risikoalleltragern und fiinf von acht Wildtypalleltragern (63%)
unterschritten wihrend ihrer stationdren Behandlung den LLN von Albumin (< 35g/1). Der Mann-Whit-
ney-U-Test zeigt einen signifikanten Unterschied (p < 0,01) zwischen den Serumkonzentrationen der
Wildtypalleltrager (Median=30 g/l; Min=18 g/I, Max=48 g/I) und der Risikoalleltriger (Median=26 g/l;
Min=16 g/I; Max=45 g/1).
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Abbildung 48: Albumin-Verlauf geschichtet nach MBOAT7-Risikoallel mit Loess-Regressionsgraphen

e Vergleich der Altersgruppen <65Jahre und >65 Jahre nach MBOAT7-Genotyp, Outcome und Le-
berparameter [44]

Die Analyse des Chi-Quadrat-Tests zeigt keine Korrelation zwischen dem MBOAT7-Risikoallel und
dem Alter, wihrend das Versterben mit einem Alter iiber 65 Jahren korreliert (p = 0,17). Patienten alter

als 65 Jahre hatten ein hoheres Risiko zu versterben als Patienten, die jiinger als 65 Jahre sind.
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e Korrelation zwischen Risikoallel von MBOAT7 und Entziindungsmarkern

Neben den Leberparametern wruden die drei systemischen Entziindungsmarker CRP, LDH und IL-6

auf einen Zusammenhang zum MBOAT7-Risikoallel getestet. Mittels einer Varianzanalyse (engl. ana-

lysis of variance;, ANOVA) wurde ein signifikanter Unterschied (p < 0,01) der CRP-Konzentrationen

zwischen homozygoten Tragern des Wildtypallels, heterozygoten und homozygoten Tragern des Risi-

koallels gefunden. Der zeitliche Verlauf dieser Werte ist in dem gruppierten Streudiagramm in Abbil-

dung 49 zu sehen. Jedoch sind die hochsten CRP-Werte nicht dem Risikoallel, sonderm dem Wildtyp

zuzuordnen, was an der blauen und roten Kurve abzulesen ist. Der Mittelwert der Wildtyp-Gruppe be-

tragt 139 mg/l, der Mittelwert der Heterozygoten 84 mg/l und der der homozygoten Minoralleltréger

106 mg/l. Kein Zusammenhang ist bei den Serumwerten von IL-6 und LDH zu sehen (p > 0,05).
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Abbildung 49: Verlauf der CRP-Konzentration nach MBOAT7-Genotyp
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4.4.4 Kombinierte Analyse der SNPs im MBOAT7-, PNPLA3-und TM6SF2-Gen

In toto wurden drei SNPs in Risikogenen fiir eine Steatose untersucht, von denen als Einziger der SNP
im MBOAT7-Gen mit pathologischen Leberparametern in Verbindung gebracht werden konnte. Von
Interesse ist jedoch nicht nur eine einzige Allelvariante, sondern die Kombination aus den Allelvarianten
eines Patienten, die wiederum in Verbindung mit pathologischen Leberwertkonzentrationen sowie sys-

temischen Entziindungsmarkern gebracht wurde. Dies wurde mit einer multiplen ANOV A getestet.

Je nach Anzahl der summierten Minorallele innerhalb der drei SNPs im MBOAT?7-, PNPLA3- und
TM6SF2-Gen wurden die Patienten fiinf Kategorien zugeordnet:

Tabelle 19: Patientenanzahl nach Anzahl der Risikoallele im MBOAT7-, PNPLA3- und TM6SF2-Gen

Anzahl Risikoallel Kategorie n
0 0 6
1 1 8
2 2 19
3 3 8
4 4 4

Anhand der multiplen ANOV A konnte ein signifikanter Anstieg der Maximalwerte der Cholestasemar-
ker y-GT (p = 0,03) und AP (p = 0,01) mit der Anzahl der Risikoallele beobachtet werden. Dies ist
graphisch in den folgenden Boxplots (Abbildungen 50 und 51) illustriert:

92



Ergebnisse

400

300

0 251
=)
& 200
139
100 103 o5
- -
0
0 2 3
Anzahl Risikoallele
Abbildung 50: AP-Aktivitit nach Anzahl der Risikoallele der Steatose-SNPs
500 o782
0685
800
) @498
2
- 435
Q 400
>
200
T 112
o 76 81
—_— 1
0
0 2 3

Anzahl Risikoallele

Abbildung 51: y-GT-Aktivitit nach Anzahl der Risikoallele der Steatose-SNPs
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Im #-Test wurde die Kategorie 0 (kein Risikoallel) mit der Kategorie 4 (4 Risikoallele aus drei SNPs)
verglichen, wobei ein signifikant erhohter APRI-Score (p = 0,048) sowie eine erhohte IL-6-
Konzentration (p = 0,006) bei Patienten in Kategorie 4 nachgewiesen werden konnte. Die entsprechen-

den Boxplots veranschaulichen den Zusammenhang in den Abbildungen 52 und 53.
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Abbildung 52: APRI nach Anzahl der Risikoallele
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Abbildung 53: IL-6-Konzentration nach Anzahl der Risikoallele
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4.5 ABO-Blutgruppenbestimmung

4.5.1 Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung

Die Genotypvarianten des SNP rs8176719 zeigen den Blutgruppenstatus 0 an. Es handelt sich um die
Deletion ¢261delG, die einen Kettenabbruch verursacht. Ein Trager von C an der Lokalisation hat dem-
entsprechend entweder die Blutgruppe A oder B, wihrend bei einer homozygoten Deletion die Blut-
gruppe 0 vorliegt. Der Basenaustausch von C zu T im SNP rs41302905 kodiert 02, das zweithdufigste
Allel der Blutgruppe 0, wihrend der SNP rs8176747 mit seinem Basenaustausch von C zu G dazu ver-
wendet wurde, um auf die Blutgruppe B zu schlieBen. Es ergeben sich diese Allelkombinationen, um

die Blutgruppen zu bestimmen:
o Diploide Allele 0101, 0102, 0202: Blutgruppe 0
o Diploide Allele BO1, B02, BB: Blutgruppe B
o Diploide Allele A01, A02, AA: Blutgruppe A
o Diploides Allel AB: Blutgruppe AB

Der Tabelle 21 konnen die ermittelten Blutgruppen anhand der Basenkombinationen entnommen wer-

den.

Tabelle 20: ABO-Blutgruppenbestimmung basierend auf DNA-Sequenzvariationsanalyse

Patientennummer | 01: 02: B: ABO Genotyp | Blutgruppe
rs8176719 | rs41302905 | rs8176747

Kontrolle BG A C|C C|IC C|C A01 A
Kontrolle BG 0 -|- C|IC C|C 001 0
Kontrolle BG B -IC C|IC C|G BO1 B
Kontrolle BG AB | C|C C|C CIG AlBI1 AB
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Die Blutgruppenhéaufigkeit ist hier in absoluten und relativen Zahlen angegeben und wird zusétzlich mit
der Verteilung innerhalb der Kontrollkohorte verglichen. Die COVID-19-Gruppe weist eine Uberrepri-
sentation der Blutgruppe 0 auf, ebenfalls im Vergleich zur deutschlandweiten relativen Verteilung der

Blutgruppen (Blutgruppe 0 2 41%).

Tabelle 21: Blutgruppenverteilung im Vergleich zur Kontrollkohorte

Blutgruppe COVID-19-Kohorte Kontrollkohorte
A 23 (40%) 105 (41%)
28 (48%) 101 (40%)
B 6 (10%) 35 (14%)
AB 1 (2%) 13 (5%)

4.5.2 Korrelation zwischen Blutgruppen und Leberparametern

Die Geschlechterverteilung zwischen Blutgruppe A und den Blutgruppen 0, B und AB unterscheidet
sich in dieser Arbeit nicht. Dies ist von Interesse, da die Grenzwerte der untersuchten Leberparameter
nach Geschlecht variieren und so eine mogliche Verfilschung aufgrund physiologisch hoherer Werte

bei minnlichen Patienten unwahrscheinlich erscheint.

Die Auswertung des Kolmogorov-Smirnoff-Tests ergab, dass die Parameter nicht normalverteilt sind,
sodass der Mann-Whitney-U-Test angewandt wurde, um zu testen, ob eine Erh6hung der Leberparame-

ter in Abhéngigkeit der Blutgruppen auftritt.

Es zeigen sich statistisch signifikante Unterschiede der Leberparameter in Abhéngigkeit von der Blut-
gruppe A. Die Transaminasen AST (p < 0,001) und ALT (p = 0,02), y-GT (p < 0,001) und der APRI-
Score (p <0,001) waren bei Patienten mit Blutgruppe A erhoht, wahrend Albumin (p <0,001) erniedrigt
war. Aullerdem waren die Entziindungsparameter CRP (p = 0,01) und IL-6 (p < 0,001) bei Blutgruppe
A erhoht. Die jeweiligen Streudiagramme mit Loess-Graphen sind den Abbildungen 55-61 zu entneh-

men.
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Der Median von 56 U/l (Min=13 U/l; Max=15205 U/l) der Blutgruppe A-Patienten liegt deutlich tiber
dem Median von 34 U/l (Min=9 U/l; Max=421 U/1) der Patienten mit Blutgruppe 0, B oder AB. Auffillig
sind der bereits initiale (bei Krankenhausaufnahme) vorhandene Peak der Transaminase iiber dem
Normwert bei Blutgruppe A und der steile Abfall ab der dritten Woche. In der sechsten Woche kreuzen
sich die beiden Kurven, sodass dann die Blutgruppen A-Werte auf niedrigerem Niveau verbleiben als

die Werte bei Patienten mit anderen Blutgruppen.

AST-Verlauf in Abhdngigkeit der ABO-Blutgruppe

Blutgruppe A
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@ Blutgruppe non A
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° p < 0,001
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Abbildung 54: AST-Verlauf in Abhéngigkeit der ABO-Blutgruppe
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Abbildung 55 illustriert die Entwicklung der Transaminase ALT. Der Median von 26 U/l (Min=11 U/I;
Max=1787 U/1) der Blutgruppe A-Patienten liegt iiber dem Median von 21 U/l (Min=6 U/l; Max=290
U/1) der Patienten mit Blutgruppe 0, B oder AB. Auch hierbei besteht der Peak zu Beginn bei Kranken-
hausaufnahme bei Blutgruppe A. Die Kurven kreuzen sich in der fiinften Woche, sodass im Kontinuum

die Werte der Blutgruppen 0, B und AB hdoher sind als die der Blutgruppe A-Patienten.

ALT-Verlauf in Abhéangigkeit der Blutgruppe
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Abbildung 55: ALT-Verlauf in Abhingigkeit der ABO-Blutgruppe
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Die Unterschiede des APRI-Scores stratifiziert nach Blutgruppen sind in Abbildung 56 dargestellt. Pa-
tienten mit Blutgruppe A haben einen Median von 0,5 (Min=0; Max=2004), wahrend bei den Blutgrup-

pen 0, B und AB zusammengenommen der Median mit 0,4 (Min=0; Max=6,8) leicht darunter liegt.

APRI-Score in Abhangigkeit der Blutgruppe
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Abbildung 56: APRI-Score in Abhéngigkeit der ABO-Blutgruppe
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Abbildung 57 zeigt die Loess-Graphen der y-GT-Schwankungen. Mit einem Median von 107 U/l
(Min=9 U/l; Max=751 U/l) weisen die Patienten der Blutgruppe A insgesamt héhere Konzentrationen
auf als die der anderen Blutgruppen (Mdn=77 U/l; Min= 4 U/l; Max= 904 U/l). Auch hierbei kreuzen
sich die beiden Graphen in der fiinften Woche, und Patienten mit Blutgruppe A présentieren einen stei-

leren Abfall auf die physiologische Norm im Gegensatz zu den Blutgruppen 0, B und AB.

y-GT-Verlauf in Abhéngigkeit der Blutgruppe
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Abbildung 57: Y-GT-Verlauf in Abhéngigkeit der ABO-Blutgruppe
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Abbildung 58 veranschaulicht die Unterschiede der Konzentrationsverdnderungen der Albuminwerte.
Der Median des Albuminwerts von 25 g/l (Min=14 g/I; Max=48 g/1) der Blutgruppe A-Patienten liegt
unter dem Median von 27 mg/l (Min=16 g/l; Max=45 g/1) der Patienten mit Blutgruppe 0, B oder AB.
Verglichen mit dem Verhalten der oben beschriebenen Parameter deutet die Kurve auch bei lingerem

Krankenhausaufenthalt auf verminderte Syntheseleistung der Leber bei Patienten mit Blutgruppe A hin.
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Abbildung 58: Albumin-Verlauf in Abhédngigkeit der ABO-Blutgruppe
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Abbildung 59 illustriert die Entwicklung des Entziindungmarkers CRP. Der Median von 105 mg/l
(Min=0,6 mg/l; Max=522 mg/l) der Blutgruppe A-Patienten liegt iiber dem Median von 93 mg/l
(Min=0,7 mg/1; Max=539 mg/l) der Patienten mit Blutgruppe 0, B oder AB. Der Peak bei Blutgruppe A
wird gegen Ende der zweiten Woche erreicht, worauf ein steiler Abfall der Kurve folgt. Beide Kurven
kreuzen sich gegen Ende der dritten Woche, sodass im Kontinuum die Werte der Patienten mit den

Blutgruppen 0, B und AB hdoher sind als die der Blutgruppe A-Patienten.

CRP-Verlauf in Abhédngigkeit der Blutgruppe
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Abbildung 59: CRP-Verlauf in Abhéngigkeit der ABO-Blutgruppe
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Die Loess-Graphen der IL-6-Schwankungen zeigt Abbildung 60. Der Median von 92 pg/ml (Min= 1
pg/ml; Max= 73262 pg/ml) deutet auf eine stirkere Entziindung bei Patienten mit Blutgruppe A als bei
Patienten mit anderen Blutgruppen hin (Mdn=58; Min=1; Max= 62070 pg/ml). Eine Umkehr der Ten-
denz ist ab der flinften Woche zu beobachten, wenn die Konzentrationen bei der Blutgruppe A im Ver-

gleich zu den anderen drei Blutgruppen einen steileren Abfall in den Normalbereich aufweisen.

IL-6-Verlauf in Abhéngigkeit der Blutgruppe
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Abbildung 60: IL-6-Verlauf in Abhéngigkeit der ABO-Blutgruppe

4.5.3 Korrelation zwischen Blutgruppen und Outcome

Es konnte im Chi-Quadrat-Test kein Zusammenhang zwischen der Blutgruppenzugehdrigkeit und ei-

nem negativen Outcome oder dem progressiven Krankheitsverlauf der Patienten gezeigt werden.
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5 Diskussion

5.1 Leberbeteiligung bei COVID-19

Das Coronavirus SARS-CoV-2 befillt initial den Respirationstrakt und fiihrt bei einer Minderheit infi-
zierter Personen zur Entwicklung eines ARDS, das die Hauptursache des Versterbens von COVID-19-
Patienten darstellt. Bereits zu einem frithen Zeitpunkt wihrend der Pandemie wurde zusitzlich von mul-
tiplen extrapulmonalen Manifestationsorten berichtet, was darauf schlieen lisst, dass es sich um eine
systemische Infektion handelt. Die Kombination aus Organschdden der Lunge, des Herzens, der Nieren,
der Leber und des ZNS, bedingt durch eine systemische Hyperinflammation mit septischem Schock,
erschwert die spezifische Behandlung [68].

Diese Studie konzentrierte sich auf eine Analyse der Hepatopathie und gibt Hinweise auf eine genetische
Komponente unter den Risikofaktoren. Von 61 Patienten zeigten 72% bei Aufnahme und sogar 85% im
Gesamtverlauf ihres jeweiligen Krankenhausaufenthaltes mindestens einen pathologischen Leberpara-
meter (AST, ALT, AP, y-GT, TBIL, ALB). Obwohl die singuldren Aufnahmewerte oder die Maximal-
werte Gegenstand von zahlreichen Studien waren, gibt es wenige, die ihren Blick auf das kumulative
Laborbild aller Leberparameter mit ihren tidglichen Schwankungen lenken. Bloom et al. [17] berichteten
beispielsweise von 60 Patienten mit SARS-CoV-2-Infektion am Massachusetts General Hospital, von
denen 69% erhohte Serumaktivititen von mindestens einer Transaminase bei Aufnahme aufwiesen.
93% der Patienten entwickelten im Verlauf erh6hte Transaminasen, was ein stirkerer Anstieg als bei
dieser Kohorte ist und ebenfalls den Trend zu einer hiufigeren Leberbeteiligung wéhrend eines Kran-
kenhausaufenthaltes unterstreicht. Erwdhnt werden sollte hierbei die Schwierigkeit des Vergleichs der
Definition Leberwerterhohrung, da es unterschiedliche Grenzwerte gibt. So waren die Grenzwerte fiir
die Transaminasen in der Studie von Bloom et al. [17] niedriger als die Grenzwerte, nach denen sich

diese Studie richtete.

Bei einzelner Betrachtung der Parameter kann ein bestimmtes Muster festgestellt werden, was einigen
vorangegangenen Studien entspricht oder auch widerspricht. Ahnlich wie Lei et al. [68] Loess-Regres-
siongraphen benutzten, um den zeitlichen Verlauf von vier Leberparametern (AST, ALT, AP, TBIL)
darzustellen, wurde auch in dieser Studie diese Art der Kurvengléttung gewdéhlt. Die graphische Dar-
stellung wurde allerdings erweitert, indem die Graphen in Kombination mit dem jeweiligen Streudia-
gramm erstellt wurden, um die Punkte farblich den Patienten zuordnen und das Ausmal3 der Streuung
darstellen zu kénnen. Auflerdem sind alle Leberwerte und zusétzlich die systemischen Entziindungs-
marker CRP, LDH und IL-6 in die Analyse eingeflossen, die es erlaubten, differenzialdiagnostische

Hypothesen zu testen.
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e Transaminasen

Die Serumkonzentrationen der Transaminase AST steigen innerhalb der ersten zwei Wochen iiber den
Grenzwert von 50 U/l an und normalisieren sich langsam innerhalb der folgenden Wochen. Die ALT-
Werte hingegen erhdhen sich nicht und beschreiben einen beinah konstanten Verlauf zwischen 20 und
30 U/l. Dies entspricht den hdufigen Beobachtungen, dass die AST stirkere und frithere Konzentrati-
onssteigungen aufweist und somit nicht dem Laborbild einer Virushepatitis entspricht, bei der die Stei-
gungen der ALT-Werte dominanter sind als die der AST [82]. Andererseits wurde ein zweizeitiges Mus-
ter der TransaminasenerhGhung von Lei et al. [68] bei 5771 Patienten gefunden, bei denen der ALT-
Konzentrationsanstieg finf bis zehn Tage nach der AST-Erhéhung auftrat und auf eine Hepatopathie
aufgrund der systemischen Inflammation und langsamen Aggravierung von COVID-19 schlieflen 14sst.
Kritisch anzumerken ist hier, dass bei dieser Kohorte nur wenige ALT-Werte erfasst werden konnten,
da die ALT-Bestimmung nicht routinemiBig erfolgte. Anhand des Spearman-Rangkorrelationstests
konnte trotzdem eine positive Korrelation zwischen AST und ALT festgestellt werden, die belegt, dass
erhohte AST-Werte mit erhohten ALT-Werten einhergehen.

Differenzialdiagnostisch wurde zusétzlich der De-Ritis-Quotient bestimmt und im zeitlichen Verlauf
aufgetragen, der mit einem annéhernd konstanten Wert > 1 fiir einen schweren Leberzellschaden spricht.
75% der Patienten hatten einen De-Ritis-Quotienten > 1, und der Median aller Werte im Gesamtverlauf
betrug 1,3. Dies entspricht exakt dem medianen De-ritis-Quotienten von 1,33 der 105 italienischen Pa-
tienten, die in die Studie von Zinellu et al. [137] aufgenommen worden sind. Zinellu at al. [ 137] konnten
aullerdem zeigen, dass ein erhdhter De-Ritis-Quotient bei Aufnahme mit einer hoheren Mortalitét asso-
ziiert ist, im Gegensatz zu isoliert erhhten Werten von AST oder ALT. Eine AST/ALT-Ratio von < 1
ist typisch fiir eine akute und chronische virale Hepatitis, was ein weiterer Grund fiir die Annahme ist,
dass SARS-CoV-2 kein ,,neues* Hepatitisvirus ist. Es kann durchaus auch bei viraler Infektion zu einer
AST/ALT-Ratio > 1 kommen, die moglicherweise auf eine bereits stattfindende Fibrosierung der Leber
hinweist [18].

Extrahepatische Erkrankungen, die zu einer starken Zellschiddigung fiihren, konnen allerdings ebenfalls
einen erhdhten De-Ritis-Quotienten > 1 verursachen, weil die Transaminasen nicht leberspezifisch sind
und vor allem die AST eine hohere Aktivitit in Herzmuskelzellen als in Hepatozyten aufweist [18].
Ebenso ist sie in Zellen der Skelettmuskeln, der Nieren, der Lungen, in Erythrozyten und Leukozyten
vorhanden, sodass es bei Herz- und Skelettmuskelerkrankungen zu einem starken Konzentrationsanstieg
im Serum kommen kann [6]. So wurde von Li et al. [70] berichtet, dass eine echokardiographisch nach-
gewiesene Rechtsherzbelastung mit erhohter Mortalitét einhergeht. Aufgrund des ARDS mit erhhtem
pulmonalen vaskuldren Widerstand erhoht sich die rechtsventrikuldre Nachlast. Nach kardiorespiratori-
schem Arrest wahrend eines Schockzustands kann es zu einer hypoxischen Hepatitis kommen, bei der
definitionsgemél die Transaminasen auf das flinfache des ULN ansteigen. Weder in dieser Kohorte

noch in anderen in der Literatur beschriebenen Patientengruppen erfiillte ein GroBteil der Infizierten die
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Kriterien einer hypoxischen Hepatitis, sodass dieser Grund fiir eine Transaminasenerh6hung einen Aus-

nahmefall darstellen soll [82].

e Nicht-invasive-Scores

Um die Ursachensuche der Leberwerterh6hung weiter einzugrenzen, wurden zusétzlich zwei nicht-in-
vasive Fibrose-Scores (APRI und FIB-4-Score) berechnet. Wéhrend die Scores im zeitlichen Verlauf
aufgrund der Glattung des Loess-Graphen nicht den Cut-off-Wert tiberschritten, so korrelieren die sonst
fiir eine Fibrose oder Zirrhose sprechenden Werte signifikant mit der Notwendigkeit einer intensivme-
dizinischen Behandlung und dem Versterben der Patienten. Diese Ergebnisse unterstreichen die von Ji
et al. [58] aufgestellte Theorie, dass Patienten mit NAFLD ein hoheres Risiko filir das Entwickeln eines
respiratorischen Versagens und somit fiir einen gravierenden Krankheitsverlauf haben.

Wai et al. [122] etablierten 2003 diesen nicht-invasiven Fibrose-Index und mit ihm zwei
unterschiedliche Cut-off-Werte fiir Fibrose (>1,5) und Zirrhose (>2,0). Mit einer Sensitivitit von 91%
und einer Spezifitdt von 47% kann bei Werten von < 0,5 eine schwere Leberschidigung ausgeschlossen
werden. Mit steigendem Cut-off-Wert wird eine Fibrose wahrscheinlicher, sodass ein Wert von > 1,5
mit einer Sensitivitét von 41% und Spezifitit von 95% auf eine Fibrose hinweist. Deutlich wird hierbei
der Trade-Off fir die von dem von Wai et al. [122] definierten Cut-off-Wert abhingigen
Testgiitekriterien: Eine hohe Sensitivitit geht mit niedriger Spezifitét einher und vice versa. Fiir den
ermittelten Median von 0,4 greift daher eine hohe Sensitivitéit auf Kosten einer niedrigen Spezifitét. Der
negative pradiktive Wert fiir den Fibrose-Cut-off von < 0,5 ist 86%, sodass die Mehrheit der Patienten
mit hoher Wahrscheinlichkeit keine Leberfibrose entwickelten. Ob der Score jedoch mit derselben
Testgiite fiir Patienten mit COVID-19 angewandt werden kann, erfordert groBBere Validierungsstudien,
da der Score nur fiir die Verwendung bei Patienten mit einer Hepatitis C Virus-Infektion validiert wurde
[122]. AuBerdem wurde er verglichen mit anderen histologischen und nichtinvasiven Methoden bei
Patienten mit Hepatitis B, einer Autoimmunhepatitis sowie toxischer Hepatitis und NAFLD [48]. Im
Gegensatz zu Li et al. [69], die in ihrer Kohorte keine Korrelation zwischen einem erhéhten APRI und
dem Versterben fanden, zeigt Abbildung 27 in unserer Studie das deutlich erh6hte Mortalititsrisiko der

Patienten, die einen erhohten APRI-Score haben.

Kombinieren ldsst sich der APRI mit dem FIB-4-Score, welcher 2005 von Sterling et al. [110] entwickelt
wurde. Der Cut-off von < 1,45 deutet mit einer Sensitivitdt von 70% auf die Abwesenheit einer Leber-
fibrose hin, wiahrend Werte > 3,25 mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine Fibrose hinweisen (Spezifitit
97%). In der COVID-19-Kohorte betrigt der Median 1,7 mit einer groBBen Streubreite von 0,3-677. Dem
Loess-Regressionsgraph zufolge ist der Wert in der ersten Woche nach Hospitalisierung bei 2,0, sinkt
auf etwa 1,5 im Laufe von sechs Wochen ab und steigt wieder auf 2,0 bei den Patienten, die iiber 70

Tage stationiert waren. Damit steigt der Wert nie iiber den Cut-off von 3,25, sodass eine Leberfibrose
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mit einem negativen pradiktiven Wert von 83% unwahrscheinlich ist. Jedoch kann auch hier eingewen-
det werden, dass bis dato noch nicht eruiert worden ist, ob der Score auf Patienten mit COVID-19 an-
wendbar ist, da er urspriinglich fiir Patienten mit einer HIV/HCV-Koinfektion sowie mit MAFLD vali-
diert wurde [69]. Ungeachtet dessen wurde der FIB-4-Score ebenfalls von Li et al. [69] angewendet,
deren Beobachtung kongruent zu unserer ist, wobei der Median der 22 verstorbenen Patienten mit 3,98
jedoch deutlich unter dem Median der 14 verstorbenen Patienten am UKS mit 9,9 liegt. Li et al. [69]
bereichterten ihre Analyse interessanterweise mit dem zeitlichen Aspekt: Der FIB-4-Wert stieg bei Ver-
storbenen als auch bei den Uberlebenden initial stark an, normalisierte sich jedoch nur bei den Uberle-
benden. Anhand des Loess-Graphen kann abgelesen werden, dass sich auch bei den hiesigen Patienten
der Score im Verlauf normalisiert und im Gegensatz dazu bei den Patienten mit ldngerem stationdrem

Aufenthalt wieder ansteigt.

e Cholestaseparameter

Wihrend die AST nach 14 Tagen im Loess-Graphen ihren Peak erreichte, konnte ein steiler Anstieg der
Cholestaseparameter AP und y-GT bis zu ihrem Peak {iber dem Normwert nach 21 Tagen beobachtet
werden. Respektive Metaanalysen beschreiben Konzentrationsanstiege der AP bei 6%, der y-GT bei
21% und des Bilirubins bei 35% der COVID-19-Patienten [nach 70]. In dieser Kohorte liegt der Anteil
der Patienten mit abnormen Cholestaseparametern deutlich dariiber: 45% présentierten AP-Aktivititen
iiber der Norm und 70% y-GT-Werte {iber dem ULN. Vergleichbar hingegen féllt mit 34% der Anteil
der erhohten Bilirubinwerte aus. Auffillig ist das biphasische Muster: initialer Transaminasenanstieg
gefolgt von Zeichen einer Cholestase. Histopathologische Untersuchungen von Leberbiopsaten verstor-
bener COVID-19-Patienten zeigten eine Proliferation der Gallengénge, portale Inflammation sowie lo-
buldre und duktale Cholestase [67]. Eine mdgliche Ursache dafiir konnten Zytokine wie TNF-a, IL-1
oder IL-6 sein, die, von Kupffer-Zellen synthetisiert, im Rahmen des Zytokinsturmsyndroms wéhrend
einer fulminanten SARS-CoV-2-Infektion haufig in stark erhdhten Konzentrationen gemessen wurden
[77]. So wurde auch in dieser Kohorte eine unverkennbar erhohte IL-6-Konzentration wihrend des ge-
samten Krankenhausaufenthaltes bei einem Grofteil der Patienten dokumentiert. Nicht nur IL-6 als Ent-
ziindungsmarker, sondern auch CRP und LDH korrelieren positiv mit dem Cholestaseparameter y-GT.
Geier et al. [40] berichteten, dass proinflammatorische Zytokine, darunter IL-6, eine hepatozelluldre
Cholestase auslosen konnten, indem sie hepatozelluldre und cholangiozelluldre Transportmechanismen
inhibieren. Sie reduzieren die duktale Gallensekretion und beeintrachtigen die Barrierefunktionen der
Gallengangepithelzellen. IL-6 wiederum ist ein potenter Mediator, der bei aktiver duktulédrer Prolifera-

tion induziert wird und eine Cholangitis aufrechterhalten kann.

Unsere klinischen Ergebnisse spiegeln zum Teil die von Schattenberg et al. [102] wider, die unter 44
Patienten einen dominanteren Anstieg der AST als der ALT und ebenfalls auffillig hohe APRI- und

FIB-4-Scores beobachteten. Selten erhoht waren hingegen die Cholestaseparameter, und ob diese mit
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einem negativen Outcome der Patienten zusammenhingen, wurde nicht weiter untersucht. Einen inte-
ressanten neuen Ansatz brachten Anastasiou et al. [5], die bei 147 Patienten am Universitdtsklinikum
Essen ein Muster zwischen Leberschdadigung und des Virusnachweises mittels PCR zeichneten. Die
maximale Leberschiddigung wurde zu einem Zeitpunkt beobachtet, als das Virus nicht mehr im Atem-

trakt nachweisbar war [5].

e Syntheseleistung

Der Syntheseparameter Albumin wird erwartungsgeméal bei Patienten mit COVID-19 in geringerem
Ausmal synthetisiert. Die Konzentrationen sinken nach stationdrer Aufnahme rasch ab, erreichen nach
etwa 15 Tagen ihren Tiefpunkt und steigen im weiteren Verlauf wieder an. Der physiologische Norm-
wert von 35 g/l wurde jedoch nie erreicht, und der Median von 26 g/1 liegt unter dem niedrigsten Grenz-
wert von 28 g/l der Child-Pugh-Klassifikation. Die INR hingegen, als Parameter zur Uberpriifung der
in der Leber synthetisierten Vitamin-K-abhdngigen Gerinnungsfaktoren, ist im Gesamtverlauf im Norm-
bereich. Lediglich Ausreifler zeigen stark erhdhte Werte innerhalb der ersten zwei Wochen nach Auf-
nahme, was darauf hinweist, dass die Gerinnungsfunktion und somit die Synthesefunktion der Hepato-
zyten bei den meisten Patienten nicht stark eingeschréinkt sind oder bei kritisch kranken Patienten aus-
reichend substituiert wurde. Ahnliches wird von Mishra et al. [79] angenommen, die gezeigt haben, dass
eine Hepatopathie nicht mit einer verldngerten Prothrombinzeit in Zusammenhang steht. Albumin wird
zu den negativen Akute-Phase-Proteinen gezihlt, und die Serumkonzentrationen sinken bei akuten Ent-
ziindungen. Dafiir verantwortlich ist wiederum IL-6, was einerseits die Synthese von Akute-Phase-Pro-
teinen stimuliert, andererseits die Synthese von Albumin inhibiert [130]. Daher kann die Hypoalbuminé-
mie, die im gesamten Infektionszeitraum mit den IL-6-Spiegeln negativ korreliert, als Zeichen der durch
SARS-CoV-2 ausgelosten Entziindungsreaktion und andauernden Zytokin-Wirkung angesehen werden
[82].

Zusammenfassend erreichen die Loess-Graphen der jeweiligen Parameter ihr Maximum nach zwei bis
drei Wochen. Vergleichbar sind die Phasen der Leberparameter mit denen der systemischen Entziin-
dungsmarker CRP, LDH und IL-6, die ebenfalls in den ersten 14 Tagen nach Aufnahme ansteigen und
danach unterschiedlich schnell, aber stetig, sinken. Alle Entziindungsmarker zeigen einen signifikant
positiven Rangkorrelationskoeffizienten mit den Serumaktivitdten der AST und y-GT und einen negati-
ven Koeffizienten mit Albumin. Bewusst wurden die drei Parameter ausgewéhlt, um auf die Art der
Leberschiadigung schlielen zu konnen. Es stellte sich jedoch heraus, dass die Leberparameter eher als
Surrogatmarker einer generalisierten Infektion angesehen werden kdnnen. Kongruent ist die Zeitspanne
von zwei bis drei Wochen mit dem Zeitraum bis zur Entwicklung eines akuten Leberversagens [68].
Gemessen an 5771 Patienten in der Studie von Lei et al. [68] wurde in einem Zeitstrahl aufgetragen, wie
lang es im Median dauerte, bis Patienten ein ARDS, ein akutes Nierenversagen, ein akutes Leberversa-
gen oder einen septischen Schock erlitten. Mit einer Pravalenz von 6% entwickelte sich ein akutes Le-

berversagen am medianen Tag 17. Interessanterweise betrug die Spannbreite 13 bis 23 Tage, was der
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Dauer bis zu den Maxima unserer Parameterkurven entspricht. Der zeitliche Aspekt ist nicht vollstandig
vergleichbar, da Lei et al. [68] die Dauer von Symptombeginn an berechnet haben, wahrend in dieser
Studie die stationdre Aufnahme als ,,Tag 0° angesehen wird und einige Patienten bereits zuvor im haus-
lichen Umfeld oder in anderen Krankenhéusern symptomatisch waren. Der Zeitraum von ca. 13 Tagen
entspricht ungeachtet dessen auch der Aggravierung hin zum kritischen Krankheitsstadium, wie von
Berlin et al. [13] illustriert.

Obwohl eine Hepatopathie in einigen Studien als mild beschrieben wird und keinen negativen Einfluss
auf das Outcome der COVID-19-Patienten hat, berichteten andere, dass Patienten mit pathologisch ver-
dnderten Leberwerten bei Aufnahme ein hoheres Risiko eines kritischen Verlaufs von COVID-19 haben
[20,96]. In dieser Studie wurden alle erhdhten Leberparameter (auBer der ALT) und die erniedrigten
Werte bei Albumin mit einem negativen Outcome bei COVID-19-Erkrankung in Zusammenhang ge-
bracht: Entwicklung einer Pneumonie, Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Therapie, Beat-
mungspflichtkeit, ECMO-Therapie und Versterben korrelieren signifikant mit pathologischen Leber-
werten. Kaplan-Meier-Kurven, wie sie zum Beispiel von Meszaros et al. [ 78] erstellt wurden, zeigen die
Relevanz der Leberparameter als Prognosemarker. Patienten mit abnormen Parametern bei Aufnahme
hatten in der genannten Studie eine hohere Wahrscheinlichkeit, im Krankenhaus zu versterben, als Pa-
tienten mit einer normalen Leberfunktion.

Neu ist dagegen die Art der Kaplan-Meier-Analyse in dieser Studie, weil sie hier nicht die kumulative
Hiufigkeit des Versterbens, sondern die Haufigkeit des Uberschreitens des ULN der jeweiligen Leber-
parameter wihrend des gesamten Krankenhausaufenthaltes illustriert. Mithilfe des Log-Rank-Tests
wurde gepriift, ob sich die zeitliche Entwicklung der Serumwerte nach Outcome unterschied und nicht
nur der singulidre Wert am Aufnahmetag beobachtet. Signifikant ist, dass beatmungspflichtige Patienten
haufiger und frither eine AST-Aktivitdt hoher als das Zweifache des ULN sowie eine y-GT-Aktivitét
hoher als ULN aufwiesen. Dariiber hinaus ist ebenfalls signifikant, dass verstorbene Patienten héufiger
AST-Werte liber dem zweifachen ULN présentierten und dies wieder in dem Zeitraum der ersten beiden
Wochen nach Hospitalisierung: Alle Verstorbenen wiesen bereits in den ersten zwei Wochen AST-
Werte iiber dem definierten Grenzwert auf oder erlagen bereits zuvor den Folgen von COVID-19. Ba-
sierend auf den Ergebnissen sollte angedacht werden, bei stationierten COVID-19-Patienten AST und
v-GT bei Aufnahme als Prognosemarker und im Verlauf regelmiBig als Uberwachungsparameter zu

bestimmen.

5.2 Risikofaktoren einer Hepatopathie wihrend COVID-19

Das durchschnittliche Alter dieser Kohorte lag bei 63 Jahren und ist somit minimal héher als das Alter
von 60 Jahren, das derzeit von der WHO als Risikofaktor gelistet ist [141]. In dieser Patientengruppe
haben Patienten iiber 65 Jahre eine hohere Letalitét (39%) als Patienten jiinger als 65 Jahre (11%). Dies

ist unabhédngig von der Leberfunktion. Signifikant schlechter sind allerdings die Leberparameter bei
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Mainnern, was beispielsweise von Mishra et al. [79] bestétigt wurde. Unter 366 amerikanischen COVID-
19 Patienten mit anndhernd gleicher Geschlechterverteilung (50,3% ménnlich, 49,7% weiblich) war der
Anteil der méannlichen Patienten, die eine Hepatopathie erlitten, signifikant groler als der der weibli-
chen. Neben dem Alter und dem Geschlecht sind etablierte Risikofaktoren ein hoherer BMI, Hypertonie,
Diabetes mellitus und kardio-pulmonale Vorerkrankungen [141].

Um die Auswirkungen der Allelvarianten und des Blutgruppenstatus nicht durch die Risikofaktoren zu
verfilschen, wurde mit einer Kontrollkohorte von Blutspendern, bei denen Vorerkrankungen ausge-
schlossen werden konnten, ein Case-Control-Matching durchgefiihrt. Das durchschnittliche Alter ist mit
63 Jahren dasselbe und somit gut vergleichbar. Hingegen war problematisch, dass sich die Spannweite
der Kohorte zwischen 60 und 70 Jahren bewegt und daher wesentlich kleiner ist als die Spannweite
zwischen 19 und 91 Jahren in unserer COVID-19-Kohorte. AuBlerdem war der Anteil der Frauen groBer
als der der Ménner, sodass beim kombinierten Case-Control-Matching die statistische Analyse mit nur
wenigen Patienten moglich war. Aufgrund fehlender Daten war auBBerdem kein Matching fiir Charakte-
ristika wie BMI, Hypertonie, Diabetes mellitus und kardio-pulmonale oder Lebervorerkrankungen mog-

lich.

5.2.1 Vitamin D-Status
Ein Mangel an Vitamin D ist definiert mit einem Wert unter 20 ng/ml 25(OH)-Vitamin D [54,55]. 82%

der COVID-19 Patienten wiesen bei Aufnahme einen Vitamin D-Mangel auf und sogar 55% einen
25(0OH)-Vitamin D-Wert unter 12 ng/ml. Dies ist der vom Robert-Koch-Institut definierte Grundwert
fiir eine mangelhafte Versorgung, die zusitzlich mit einem erhohten Risiko fiir Krankheiten wie Osteo-
malazie und Osteoporose einhergeht [97]. Wichtig zu erwdhnen ist hierbei, dass nur bei etwas mehr als
der Hilfte der Patienten der Vitamin D-Wert erfasst werden konnte, d.h. bei nur etwas mehr der Hilfte
der Patienten dieser Kohorte. Dieser Anteil liegt deutlich iiber der Haufigkeit von 15% der Erwachsenen,
die nach Angaben des Robert-Koch-Instituts unter einem risikobehafteten Vitamin D-Mangel in
Deutschland leiden [97]. Signifikant waren mehr Patienten mit einem Vitamin D-Mangel auf der Inten-
sivstation und prisentierten sich mit hoheren y-GT und CRP-Werten. Aufgrund der Rolle der Leber im
Vitamin D-Metabolismus kann die Hypothese aufgestellt werden, dass sich Leberwerte in Anwesenheit
der genetischen Risikofaktoren verschlechtern, was wiederum eine negative Auswirkung auf den Ver-
lauf einer SARS-CoV-2-Infektion haben konnte.

Hastie et al. [49] konnte keine Assoziation zwischen den Vitamin D-Konzentrationen im Serum und
dem Risiko einer SARS-CoV-2-Infektion nachweisen. Zu diesem Ergebnis sind sie nach Auswertung
der Daten von 449 Patienten gekommen, deren Labordaten in der UK-Biobank gespeichert sind. Die
Auswertung einer Metaanalyse mit insgesamt 8176 COVID-19-Patienten von Pereira et al. [83] kam
allerdings zu dem Ergebnis, dass ein Vitamin D-Mangel (< 20 ng/ml 25(OH)-Vitamin D) zwar nicht das
Risiko einer Infektion, aber den Schweregrad von COVID-19 besonders bei Menschen, die alter als 65
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Jahre sind, erhoht. Sie berichteten zudem, dass Vitamin D — ebenso wie in unserer Studie - invers mit
den Entziindungsmarkern CRP und IL-6 korreliert.

Mogliche Ursachen und Risikofaktoren fiir einen niedrigen Vitamin D-Status sind erhéhtes Alter, er-
hohter BMI, Fehlerndhrung und vor allem mangelnde Sonnenlichtexposition [76]. Insbesondere in den
Wintermonaten zwischen Oktober und Mairz ist in den Breitengraden Deutschlands keine UV-B-
strahlungsabhéngige Figensynthese moglich. Diese Faktoren, die mit einer herabgesetzten Funktion des
Immunsystems einhergehen, zéhlen ebenfalls zu den Risikofaktoren einer Infektion mit SARS-CoV-2.
Viele der im Mérz und April hospitalisierten Patienten konnten daher aufgrund von Immobilisation be-
griindet durch hohes Alter oder langen COVID-19-Verlauf zuvor im héuslichen Umfeld einen Vitamin
D-Mangel erworben haben.

Neben der phénotypischen Auspridgung wurden sechs Risikovarianten des Vitamin D-Metabolismus
(GC, DHCR7, CYP2RI, CYP24A41, AMDHDI, SEC234) bestimmt. Dieser Zusammenhang wurde bis
dato noch nicht getestet. Nach Untersuchung auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
fanden sich jedoch keine Unterschiede in der Allelfrequenzverteilung zwischen der Kontrollgruppe und
der COVID-19-Gruppe, moglicherweise aufgrund der relativ kleinen Patientenzahl. Innerhalb der Kon-
trollgruppe lagen jedoch zwei Abweichungen des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts vor, die als ein Hin-
weis fiir moglicherweise protektive Varianten verstanden werden konnten. Fiir den SNP rs8018720 des
SEC23A4-Gens und den SNP rs10745742 des AMDHD 1-Gens liegt jeweils ein Homozygotenexzess des
Minorallels vor. Interessanterweise ist jedoch nach Angaben von Jiang et al. [59] jeweils das Majorallel
fiir eine Senkung der Vitamin D-Konzentration verantwortlich, sodass die Prisenz eines homozygoten
Minorallels protektiv wirken und den Vitamin D-Status verbessern konnte. Das ist eine mdgliche Erkl4-
rung der Abweichung zugunsten der Minorallele, weil in der Kontrollgruppe drastische Erkrankungen

ausgeschlossen worden waren.

5.2.2 Prasenz von Allelvarianten

Personen mit MAFLD sind dem Risiko einer gravierenden COVID-19-Erkrankung ausgesetzt [136].
Die Allelvarianten der Gene PNPLA3, TM6SF2 und MBOAT?7 sind bekannte Risikofaktoren fir die
MAFLD und konnten auflerdem von Krawczyk et al. [65] mit einer Modulation von Steatose und Fib-
rose bei MAFLD-Patienten assoziiert werden. Anhand der Analyse der Verlaufskurven von Lebertests
bei hospitalisierten Patienten mit COVID-19 wird hier gezeigt, dass die MAFLD-pradisponierende
MBOAT7-Variante auch mit einer Verschlechterung der Leberfunktion wihrend einer SARS-CoV2-
Infektion in Verbindung gebracht werden konnte. Eine signifikante Korrelation zwischen abnormen
Werten der Leberparameter bei Aufnahme und dem MBOAT7-Polymorphismus wurde festgestellt.
COVID-19 ist eine fortschreitende Krankheit, die durch sich dynamisch veréndernde klinische Zustéinde
und Labortests gekennzeichnet ist. Daher ist es offensichtlich, dass Analysen von Lebertests, die von
einem einzigen Tag stammen, die Chance, genetische Modifikatoren der Leberschddigung zu erfassen,

einschrinken. Bisher wurden die kumulativen Labordaten aus dem gesamten Krankenhausaufenthalt
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nicht mit dem Auftreten eines Risikoallels in Verbindung gebracht. Unsere Analysen zeigten im Ver-
gleich zu Personen mit dem MBOAT7-Wildtyp-Genotyp wihrend des Krankenhausaufenthalts signifi-
kant erhohte ALT-, AP-, y-GT- und Bilirubinspiegel sowie niedrigere Albuminkonzentrationen. Auf
Grundlage der Studie von Valenti et al. [119] sollten unsere Ergebnisse, aufgrund der kleinen Kohor-
tengrofe, jedoch eher als ein erster Hinweis angesehen werden. Valenti et al. [119] fanden in ihrer Ana-
lyse von 1460 britischen Patienten heraus, dass die Risikogene PNPLA3, TM6SF2 und MBOAT?7 nicht
das Risiko eines schweren Verlaufs von COVID-19 erhohen. Vielmehr schien die Minorallelvariante
von PNPLA3 1148M einen protektiven Effekt zu haben, wie auch Bianco et al. [15] bestitigten.
Kongruent ist die Aussage von Koo et al. [62], welche eine Assoziation mit der MBOAT?7-Allelvariante
zu systemischer Inflammation postulierten. Mit 42 Patienten war die Kohorte dieser Genotypisierung
kleiner als die in unserer Untersuchung. Die Aussage der MBOAT7-Analysen kann auflerdem nicht auf
andere Ethnien iibertragen werden, da die Studie nur Patienten mit européischer Herkunft einschloss.
Die Minorallelfrequenz ist mit bis zu 44% bei Europdern hoher als bei Menschen afrikanischer oder
asiatischer Abstammung (33% bzw. 24%) [115].

Im Gegensatz zu Bianco et al. [15], die keine Auswirkung eines Risikoscores fiir Leberfettgehalt (be-
stehend aus den Allelvarianten der Gene PNPLA3, TM6SF2, MBOAT7 und Glucokinase-Regulator
(GCKR)) auf COVID-19 fanden, lasst die kombinierte Analyse der Steatose-SNPs dieser Studie eine
Wirkung vermuten. Mit grof8erer Zahl Risikoallele von PNPLA3, TM6SF2 und MBOAT?7 steigen die
Konzentrationen der Cholestaseparameter AP, y-GT sowie der APRI. In dieser Form wurde der Zusam-
menhang bisher nicht fiir COVID-19-Patienten dokumentiert und dies ist ein weiterer Hinweis fiir eine

mogliche genetische Atiologie der Hepatopathie.

Neben den Polymorphismen im Zusammenhang mit einer Steatosis hepatis wurde die Theorie iiberpriift,
ob Menschen mit einem A1AT-Mangel eine hohere Anfilligkeit fiir eine Infektion mit SARS-CoV-2
haben. A1AT ist ein hauptsidchlich in den Hepatozyten synthetisierter Inhibitor von Serinproteasen, u.a.
der Protease TMPRSS2, die das Spike-Protein des Coronavirus spaltet und somit aktiviert [34]. Die
Arbeitshypothese war, dass bei einem A1AT-Mangel weniger A1AT im Serum vorhanden ist und daher
SARS-CoV-2 nicht am Zelleintritt gehindert wird. Die Genotypisierungsergebnisse zeigten jedoch kei-
nen Hinweis auf eine Uberreprisentation der Mutationen, die einen A1AT-Mangel verursachen. Aus
diesem Grund wurde die Hypothese verworfen, und es besteht keine Evidenz fiir eine Therapie aller

COVID-19-Patienten mit A1AT.

5.2.3 ABO-Blutgruppenstatus

Multiple Studien weisen auf das erhohte Risiko fiir Menschen mit Blutgruppe A hin, sich mit SARS-
CoV-2 zu infizieren [32,135]. Noch nicht untersucht wurde hingegen, inwiefern der Blutgruppenstatus

auch mit dem Grad der Leberschiddigung in Verbindung steht. In dieser Kohorte wurde von 58 Patienten
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die ABO-Blutgruppe bestimmt, darunter teilweise mittels Sequenzierung. Aufgrund der wenigen Pati-
enten mit Blutgruppe B und AB wurde auf eine ANOVA verzichtet und in allen Analysen Blutgruppe
A den Blutgruppen 0, B, und AB gegeniibergestellt. Die Ergebnisse weisen auf eine initiale stirkere
Leberbeteiligung bei Patienten mit Blutgruppe A hin. Die Transaminasen AST und ALT, y-GT und
APRI sind bei Patienten mit Blutgruppe A signifikant erhoht, wéhrend Albumin erniedrigt ist. AuBler-
dem sind die Entziindungsparameter CRP und IL-6 bei Patienten mit Blutgruppe A erhdht. Bei Betrach-
tung des Gesamtverlaufs fillt allerdings auf, dass die Laborwerte bei Patienten mit den Blutgruppen 0,
B oder AB eine stéirkere Leberschadigung anzeigen. So fillt beispielsweise der AST-Loess-Graph der
Blutgruppe A stérker ab als der Loess-Graph der Blutgruppen 0, B und AB und sinkt in der sechsten
Hospitalisationswoche dauerhaft unter diesen. Ahnlich verhilt es sich mit den Konzentrationsschwan-
kungen von ALT, y-GT, CRP und IL-6. Moglicherweise wird eine Hepatopathie nach der priméren
Akutreaktion durch mit der Blutgruppe A zusammenhidngenden Mechanismen auf lange Zeit verbessert.
Eine mutmaBliche Rolle der Blutgruppen in der Entwicklung einer Leberschidigung unabhingig von
COVID-19 fanden Krawczyk et al. [personliche Mitteilung]. Bei Patienten mit Blutgruppe 0 quantifi-
zierten sie eine stirkere Leberfibrose mittels Elastographie. Dies entspricht dem moglicherweise pro-
tektiven Effekt von mit Blutgruppe A zusammenhédngenden Mechanismen im Vergleich zu Blutgruppe
0. Gemessen an der epidemiologischen Verteilung in Deutschland und auch der Kontrollkohorte liegt

in der COVID-19-Kohorte eine Uberreprisentation der Blutgruppe 0 vor.

Ellinghaus et al. [32] untersuchten erstmals in ihrer GWAS (engl. genomewide association study) eine
mogliche Assoziation des Blutgruppenstatus mit einer SARS-CoV-2-Infektion bei 1610 Patienten aus
Spanien und Italien. Sie stellen dar, dass Patienten mit Blutgruppe A ein hoheres Risiko haben, einen
progredienten Verlauf bis zum respiratorischen Versagen zu erleiden, als Patienten mit den Blutgruppen
B, 0 oder AB. Die Theorie wurde beispielsweise von Zhao et al. [135] untermauert, die anhand der
Blutgruppenverteilung bei 2173 chinesischen Patienten ebenfalls zu dem Ergebnis kamen, dass die Blut-
gruppe A einen Risikofaktor darstellt und die Blutgruppe 0 hingegen einen Schutz vermittelt. Valenti et
al. [120] fligten diesen Erkenntnissen hinzu, dass Blutgruppe A- und AB-Patienten signifikant haufiger
einen schweren COVID-19-Verlauf mit intensivmedizinischer Behandlung aufgrund von Beatmungs-

pflichtigkeit erlitten, wihrend Blutgruppe 0-Patienten eine niedrigere Mortalitdt aufwiesen.

Bianco et al. [15] waren bis dato die Einzigen, die eine Leberwertverinderung mit der Blutgruppe 0
assoziierten. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen hatten Patienten mit Blutgruppe 0 hohere AST-

Werte als Patienten mit Blutgruppenantigenen.

Mogliche Griinde fiir den Einfluss der Blutgruppen sind die Antikdrper gegen das jeweils nicht vorhan-
dene Blutgruppenantigen auf Erythrozyten und Epithelzellen. Guillon et al. [47] fanden im Rahmen der
SARS-Epidemie heraus, dass anti-A-Antikorper die Adhésion von Zellen, welche das SARS-CoV-S-
Protein exprimieren, an ACE2-exprimierenden Zelllinien hemmten. Angesichts der Ahnlichkeit zu

SARS-CoV und der ebenfalls starken Bindungsaffinitit zu ACE, konnte die geringere Suszeptibilitét
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von Patienten mit Blutgruppe 0 einer SARS-CoV-2-Infektion mit den Blutgruppenantikérpern zusam-
menhingen. Gérard et al. [41] machten darauf aufmerksam, dass das Vorhandensein von anti-A-Anti-
korpern im Serum und insbesondere von IgG-Anti-A als ein Faktor betrachtet werden sollte, der rele-
vanter ist als die Blutgruppe selbst. In ihrer Studie fanden sie unterschiedliche Infektionsraten bei Pati-
enten mit der Blutgruppe 0 und Blutgruppe B, welche beide zirkulierendes anti-A besitzen. Patienten
der Gruppe 0 waren unter den COVID-19 Patienten unterrepréisentiert, wiahrend Gruppe B iiberrepré-
sentiert war. Dies konnte darauf hinweisen, dass anti-A bei Blutgruppe 0 mehr Schutz bietet als anti-A
bei Gruppe B. Dies hingt wahrscheinlich damit zusammen, dass der vorherrschende Immunglobulin-
Isotyp von anti-B/anti-A im Serum von Personen mit Blutgruppen A und B IgM ist, im Serum der

Gruppe 0 jedoch IgG [41].

Die Frage bleibt offen, ob Verdnderungen der Membran-Glykane auch zur unterschiedlichen Gewebe-
empfindlichkeit gegeniiber einer SARS-CoV-2-Infektion beitragen. Grofere Kohorten sind notwendig,
um zu differenzieren, ob Antigene der Blutgruppe A eine stirkere Leberbeteiligung als eine Lungenbe-
teiligung ausldsen, oder ob der Mangel an anti-A-Antikérpern im Serum der ausschlaggebende Faktor

ist.

5.3 Starken der Studie

Die vorgelegte Studie gehort zu den ersten drei klinischen COVID-19-Studien in Deutschland mit Fokus
auf eine Leberbeteiligung. Im Gegensatz zu den von Schattenberg et al. [102] im Mai und von Anasta-
siou et al. [5] im August 2020 verdffentlichten Studien besteht die hier untersuchte Kohorte aus den
ersten 61 Patienten des Universititsklinikums des Saarlandes, die sowohl wihrend der ersten Infekti-
onswelle ab Mirz als auch wéhrend der zweiten Infektionswelle ab September 2020 erkrankten. Neben
der zeitlichen Diversitit waren auch die Anamnesen und Entwicklungen der Behandelten sehr hetero-
gen: Altersdifferenz zwischen 19 und 91 Jahren, Krankenhausaufenthaltsdauer zwischen einem und 246
Tagen, Organtransplantationen bei zwei Patienten in der Vorgeschichte (Lunge und Niere), eine gravide
Patientin mit erfolgreicher Entbindung wéhrend des Aufenthaltes sowie vier Patienten, die von einer
ECMO-Therapie profitiert und dank dieser die Infektion iiberlebt haben. AuBerdem wurde bei einem
Patienten die Erstdiagnose AIDS gestellt, nachdem dieser neben einer COVID-19-Pneumonie eine
Pneumocystis jirovecii-Pneumonie entwickelte [73]. Die Studie wurde erst abgeschlossen, als alle Pati-
enten nicht mehr hospitalisiert waren (nach Entlassung oder Versterben). Dariiber hinaus ist der Ge-
brauch der Kaplan-Meier-Analysen fiir Laborparameter und der Einsatz der Loess-Graphen zum Ver-
gleich zweier Kategorien (Genotyp, ABO-Blutgruppe) ein neuer Ansatz, der bisher nicht in anderen
COVID-19-Studien zu finden ist. Einmalig ist aulerdem der bis dato nicht dokumentierte Zusammen-

hang zwischen Blutgruppe A und der Konzentrationsdnderung der Surrogatmarker fiir Leberschadigung
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und systemische Entziindung (AST, ALT, y-GT, Albumin, APRI, CRP, IL-6). Besonders bemerkens-
wert ist in diesem Zusammenhang die Assoziation des Polymorphismus des MBOAT7-Gens mit den

Veranderungen von ALT, AP, y-GT, Bilirubin und Albumin.

Eingeordnet in aktuelle Studien zu COVID-19 liefert die Analyse der Patienten des Universitétsklini-
kums des Saarlandes einen Beitrag zu Risikofaktoren fiir eine Hepatopathie bei COVID-19 und gibt als
eine der ersten Studien eine multiparametrische Ubersicht iiber Interaktionen von genetischen und exo-
genen Faktoren. Einige Fragen bleiben jedoch weiterhin ungeklért, und die Studie kann aufgrund von
Einschriankungen, die im néchsten Kapitel angesprochen werden, keine allgemeine Giiltigkeit beanspru-

chen.

5.4 Limitationen der Studie

Fiir eine Genotypisierungsstudie ist die Patientenanzahl von 45 klein und hat damit eine geringe Aussa-
gekraft. Ebenfalls bezogen auf die Korrelationsanalysen der ABO-Blutgruppen ist die KohortengroBe
mit 58 Patienten, bei denen die Blutgruppe bestimmt wurde, geringer als die Kohorte von beispielsweise
Bianco et al. [15] mit 508 COVID-19-Patienten. Die Kontrollgruppe, die fiir eine Hardy-Weinberg-
Analyse und das Case-Control-Matching verwendet wurde, wies zwar auf der einen Seite dhnliche Cha-
rakteristika auf, auf der anderen Seite lagen uns allerdings keine Informationen vor, ob sich diese Blut-

spender im Verlauf ebenfalls mit SARS-CoV-2 infizierten.

Eine Leberbeteiligung wihrend COVID-19 wurde bisher in der Literatur definiert als jeglicher Leber-
schaden im zeitlichen Zusammenhang mit einer SARS-CoV-2-Infektion [nach 79]. Das ist eine grobe
Definition, die nicht zwischen den multiplen weiteren Ursachen einer Leberparametererhohung, wie
zum Beispiel der medikamentds-induzierten Hepatitis, unterscheidet. Aufgrund der unvollstdndigen
anamnestischen Daten und den akuten Umsténden, unter denen ein Grofiteil der Patienten zu Beginn der
ersten Infektionswelle im Mérz und April 2020 hospitalisiert worden waren, lagen nur wenige Informa-
tionen iiber potenziell hepatotoxische Medikamente oder einen Alkoholabusus vor, sodass diese Ein-
fliisse nicht ausgeschlossen werden konnen. Dariiber hinaus sind die genetischen Effekte nicht durch
Leberbiopsien evaluiert worden. Von den am UKS verstorbenen Patienten wurden im Zeitraum der Stu-
die nur zwei obduziert, wobei keine histopathologische Analyse der Leber durchgefiihrt wurde. Anders
als bei Anastasiou et al. [5] oder Sonzogni et al. [108], die histopathologisch luminale Thrombosen,
portale Fibrose und Virus-DNA in Endothelzellen der Leber bei 15 von 22 an COVID-19 verstorbenen
Patienten nachwiesen, konnte der Lebertropismus in dieser Kohorte nicht sicher beurteilt werden.

Eine Schwiche der statistischen Analyse ist, dass Leberfunktionstests bei schwerkranken Patienten auf
der Intensivstation tendenziell haufiger durchgefiihrt worden sind als bei Patienten auf der Normalsta-
tion. Die jeweilige Labordiagnostik der Patienten in unterschiedlichen Zeitabstdnden fiihrte dazu, dass
in den Streudiagrammen das Verhéltnis von Werten und Patienten nicht ausgeglichen ist. Daher ist ein

Bias bei den Loess-Graphen aufgrund der stirkeren Gewichtung der Schwerkranken denkbar.
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Die allgemeingiiltige Aussagekraft der Parameteranalysen ist aulerdem aufgrund der definierten Grenz-
werte eingeschréankt, da die Normen sich international stark unterscheiden. Die darauf basierenden Kor-
relationsanalysen zum Schweregrad der Erkrankung konnten auflerdem verzerrt sein, weil das Verster-
ben nur wihrend der Hospitalisierung erfasst wurde. Es lagen keine Informationen iiber die post-statio-
ndre Genesung im hauslichen Umfeld oder in Rehabilitations- oder Pflegeanstalten vor, sodass die Hy-

pothesen der Risikofaktoren nicht nachtréaglich verifiziert wurden.

5.5 Ausblick

Im klinischen Alltag sollte auf das Auftreten von Leberfunktionsstorungen bei Patienten mit COVID-
19-Infektion geachtet werden. Um bereits in einem frithen Stadium der Erkrankung Patienten geméf
ihrer Pradisposition addquat behandeln und iiberwachen zu kénnen, wird empfohlen, AST, y-GT und
die nicht-invasiven Scores (FIB-4, APRI) als Biomarker fiir ein Screening bei stationiren Patienten ein-
zusetzen. Sie konnten sowohl als Prognosemarker bei Aufnahme als auch als Verlaufsparameter niitzlich
sein, um ein frithe Identifizierung schwerer Krankheitsverldufe zu ermoglichen. Generell sollten fiir die
Leberwerte engmaschigere Kontrollen vorrangig fiir Patienten in Stadium 2 und 3 von COVID-19 er-

folgen, um eine mogliche andauernde Leberschddigung nicht zu libersehen.

Dariiber hinaus sollte in Betracht gezogen werden, Infizierte mit bereits vorliegenden Risikofaktoren
wie erhohtes Alter iiber 65 Jahre, kardiovaskuldren Vorerkrankungen oder einem Diabetes mellitus zu-
sdtzlich auf die Blutgruppe, den MBOAT7-Polymorphismus und den Vitamin D-Status zu testen. Dies
konnte helfen, gezielt diejenigen zu {iberwachen, die das hochste Risiko fiir einen progredienten Krank-
heitsverlauf haben und die daher von einer frithzeitigen Behandlung profitieren. Therapeutisch konnte
eine Vitamin D-Supplementierung bei COVID-19-Patienten mit entsprechendem Mangel in Betracht

gezogen werden.

Chow et al. [24] zeigten aullerdem, dass eine Acetylsalicysédure (ASS)-Therapie innerhalb von 24 Stun-
den der Krankenhausaufnahme das Risiko einer invasiven Beatmung, der intensivmedizinischen Thera-
pie und die Krankenhausmortalitit von COVID-19-Patienten signifikant senken konnte. Eine Behand-
lung mit ASS kdnnte vor allem fiir diejenigen COVID-19-Patienten von Nutzen sein, die Triger der
MBOAT7-Allelvariante sind. MBOAT?7 kodiert fiir die Lysophospholipid-Acyltransferase 7, welche eine
wichtige Rolle im Arachidonséure-Metabolismus der inflammatorisch wirkenden neutrophilen Gra-
nulozyten innehat [42]. Arachidonséure fungiert als Ausgangssubstanz fiir die Synthese der Eicosano-
ide: Die Cyclooxygenase katalysiert die Synthese der Prostaglandine, Prostacycline und Thromboxane,
wiéhrend die 5-Lipoxygenase die Synthese der Leukotriene katalysiert. Das Enzym Lysophospholipid-
Acyltransferase 7 reguliert die Menge an freier Arachidonsiure, indem sie sie in Phospholipide einfiigt.
Somit ist Arachidonsdure nicht mehr fiir die Synthese von Leukotrienen und Prostaglandinen verfiigbar,

die fiir eine Inflammation in Hepatozyten und anderen Organen mitverantwortlich sind [42]. Liegt je-
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doch die Minor-Allelvariante von MBOAT?7 vor, kommt es zu einer Fehlregulierung und zu einem An-
stieg der Arachidonsédure, was folglich mit einer hdheren Konzentration an Prostaglandinen und Leuko-
trienen und somit einer starkeren Entziindung einhergeht. Der therapeutische Nutzen von ASS ist mut-
maBlich darin begriindet, dass es die Cyclooxygenase und somit die Synthese der Prostaglandine hemmt.
Bei ASS-Gabe tliberwiegen héufig die Leukotriene, da ASS nicht gleichzeitig die Lipoxygenase hemmt
[92]. Ein Ansatz wire hier die Gabe des Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten Montelukast, welcher die
Wirkung der Leukotriene authebt und so Entziindungsprozesse hemmt. Es konnte bereits gezeigt wer-
den, dass die tigliche Behandlung von Patienten mit MAFLD mit ASS das Risiko verringert, eine NASH
und im Verlauf eine Leberfibrose zu entwickeln [106]. Um einen mdglichen positiven therapeutischen
Nutzen von ASS oder Montelukast bei COVID-19-Patienten mit MBOAT7-Genvariante zu beweisen,

sind weitere Studien erforderlich.

GroBere Follow-up-Studien sind auflerdem notwendig, um die Langzeitfolgen von SARS-CoV-2 mit
besonderem Blick auf die Leberbeteiligung zu erkennen. Vorrangig Patienten mit ARDS und intensiv-
medizinisch Behandelte sollten in Langzeitstudien aufgenommen werden, um eine potenzielle Fibrose-
entwicklung oder Komplikationen der Hepatopathie friihzeitig zu erkennen. Zukiinftige multizentrische
Studien werden auB3erdem erforderlich sein, um das Potenzial der Leberparameter zur Vorhersage kli-

nischer Auswirkungen von COVID-19 zu ermitteln.
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6.3 Abkiirzungsverzeichnis

25(0OH)-Vitamin D  25-Hydroxycholecalciferol/Calcidiol
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AP Alkalische Phosphatase

ARDS acute respiratory distress syndrome (deutsch: akutes Atemnotsyndrom)
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bp Basenpaar

COVID-19 coronavirus disease 2019

CRP C-reaktives Protein

DBP Vitamin-D-Bindeprotein (group-specific component (GC) globulin)

ddNTP 2,3 - Didesoxynucleotidtriphosphat

DNA desoxyribonucleid acid

dNTP 2¢- Desoxynucleotidtriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

FRET Fluoresezenz-Resonanzenergietransfer

GWAS Genome-wide association study (deutsch: genomweite Assoziationsstudie)

IL-2/6/7 Interleukin-2/6/7
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LLN lower limit of normal (deutsch: unterer Grenzwert)

LOESS locally estimated scatterplot smoothing (deutsch: lokal gewichtete
Streudiagrammgléttung)

LPLAT7 Lysophospholipid-Acyltransferase 7
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MCP1 monocyte chemotactic protein 1
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SARS-CoV-2
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severe acute respiratory syndrome (deusch: Schweres Akutes Atemwegssyn-
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severe acute respiratory syndrome coronavirus 2

Single Nucleotide Polymorphism (deutsch: Einzelnukleotid-Polymorphismus)
total bilirubin (deutsch: Bilirubin gesamt)
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transmembrane protease serine subtype 2 (deutsch: transmembrane Serinprotease

2)

Tumornekrosefaktor a

Universitétsklinikum des Saarlandes

upper limit of normal (deutsch: oberer Grenzwert)
Very-Low-Density-Lipoproteinen

v-Glutamyltransferase
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