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1 Zusammenfassung und Abstract

1.1  Analyse von sSACE2 und sTMPRSS2 bei Kindern und Erwachsenen mit und
ohne COVID-19

Die durch das severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2 (SARS-CoV-2) ausgel6ste
coronavirus disease 2019 (COVID-19) Pandemie sorgt seit Dezember 2019 weltweit fur Krank-
heitsfalle mit zum Teil letalem Verlauf. Wahrend verschiedene Risikofaktoren, wie hoheres Alter,
maénnliches Geschlecht, Adipositas und Vorerkrankungen fiir einen schweren Krankheitsverlauf
bekannt sind [125,194], ist es weitgehend unklar welche pathophysiologischen Unterschiede dem
Risikoanstieg zugrunde liegen. Auffallig ist der milde Krankheitsverlauf insbesondere bei Kin-
dern [122]. Schllsselenzyme fir die Infektion mit SARS-CoV-2 sind das angiotensin converting
enzyme 2 (ACE2), das als Rezeptor fir SARS-CoV-2 dient, und die transmembrane protease
serine subtype 2 (TMPRSS?2) die durch Spaltung des viralen Spike-Proteins die Fusion des Virus
mit der Zelle unterstutzt [79]. Das gibt Grund zur Annahme, dass Unterschiede in der Verteilung
beider Enzyme Hinweise auf verschiedene Krankheitsverlaufe geben kénnen.

Ziel dieser Arbeit war es, durch Messung der l6slichen TMRPSS2- und ACE2-Konzentrationen
(STMPRSS2 bzw. SACE?2) im Blut, Einblicke in die Bedeutung beider Enzyme als pathophysio-
logischen Risikofaktor fur einen schweren Verlauf von COVID-19 zu erhalten. Hierzu wurden
576 Probanden in die Studie eingeschlossen, davon waren etwas weniger als die Halfte (285)
Kinder und Jugendliche. 41 Probanden, davon zehn Kinder, waren an COVID-19 erkrankt, 63
Probanden dienten als gesunde Kontrollen und 12 Probanden hatten das Down-Syndrom. Die
restlichen Proben stammten von kranker Erwachsenen (197) bzw. Kindern (263). Mittels
(ELISA) wurde die SACE2 und sTPRSS2-Konzentration in Lithium-Heparin-Plasma oder Serum
gemessen und zwischen den Gruppen, und nach Alter und Geschlecht, verglichen.

Patienten mit COVID-19 hatten signifikant erhohte sACE2-Werte im Vergleich zu Gesunden,
und wiesen, im Vergleich zu allen anderen Gruppen, die hochste SACE2-Konzentration auf. Kin-
der mit COVID-19 hatten niedrigere SACE2-Werte als Erwachsene mit COVID-19 und die
SACE2-Konzentration stieg mit dem Alter an. Probanden mit Down-Syndrom und Probanden mit
internistischen Vorerkrankung hatten signifikant hohere SACE2-Level als Gesunde. Die SACE2-
Konzentration bei ménnlichen Probanden war héher als die der weiblichen Probanden, wenn-
gleich der Unterschied nicht signifikant war. Die TMPRSS2-Messung verlief frustran. Die Er-
gebnisse zeigen, dass Risikogruppen (Vorerkrankung, Down-Syndrom) héhere sSACE2-Level ha-
ben, wohingegen Kinder, die meist mild an COVID-19 erkranken, niedrigere SACE2-Level als
Erwachsene mit COVID-19 aufweisen. Das gibt Hinweise auf die Bedeutung von sACE?2 als Ri-
sikofaktor bei COVID-19 und bietet einen Erklarungsansatz fur den milden Verlauf von
COVID-19 bei Kindern.

Um die Ergebnisse weiter zu untersuchen sind prospektive Studien zur SACE2-Konzentration bei
Personen mit und ohne COVID-19 notwendig. Dadurch kdnnte die SACE2-Konzentration als Ri-

sikomarker fir COVID-19 im klinischen Setting an Bedeutung gewinnen.
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1.2 Analysis of SACE2 and sTMPRSS2 in children and adults with and without
COVID-19

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic, caused by the severe acute respiratory syn-
drome coronavirus type 2 (SARS-CoV-2) is responsible for illness and cases of death all over the
world since it emerged in December 2019. While various risk factors for a severe course of the
disease, such as higher age, male gender, obesity and preexisting illnesses are known [125,194],
it is largely unclear which pathophysiological differences cause the increased risk. Notably the
mild course of the disease in children is conspicuous [122]. Key enzymes for infection with
SARS-CoV-2 are angiotensin converting enzyme 2 (ACE2), which serves as a receptor for SARS-
CoV-2, and transmembrane protease serine subtype 2 (TMPRSS2), which is involved in the fu-
sion with the cell by cleaving the viral spike-protein [79]. Thus, differences in the distribution of
both enzymes can provide insights in different courses of COVID-19.

The aim of this study was to gain insights into the relevance of both enzymes as a pathophysio-
logical risk factor for a severe course of COVID-19, by measuring the soluble TMRPSS2 and
ACE2 concentrations (STMPRSS2 and sACE2) in blood samples. Therefore, 576 individuals
were included in the study, about half of them (285) were children and adolescents. 41, including
ten children, suffered from COVID-19, 63 individuals served as healthy controls, and 12 subjects
had Down-syndrome. The remaining subjects were sick adults (197) or children (263). The
SACE2 and sTPRSS2 concentrations in lithium-heparin-plasma or serum were measured using an
ELISA and were compared between the groups, by age and sex.

Patients with COVID-19 had significantly elevated SACE2 levels compared to healthy individuals
and had the highest SACE2 concentration of all groups. Children with COVID-19 had lower
SACE2 levels than adults with COVID-19, and the level of SACE2 increased with age. Subjects
with Down-syndrome, as well as individuals with preexisting internal disease had significantly
elevated SACE2 levels compared to healthy individuals. The influence of sex on SACE2 was not
significant in the study, but the SACE2 concentration in male individuals was higher than that in
female individuals. The TMPRSS2 measurement wasn’t successful.

Our results show that risk groups (pre-existing illness, Down-syndrome) have higher SACE2 lev-
els, whereas children, with mostly mild symptoms of COVID-19 present lower SACE2 levels than
adults with COVID-19. This could indicate the importance of SACE2 as a risk factor in
COVID-19 and it is a possible explanation for the mild course of COVID-19 in children.

To further investigate the results, prospective studies on SACE2 concentrations in individuals with
and without COVID-19 are needed. With this, the SACE2 concentration could gain importance
as risk marker for COVID-19 in clinical settings. (This abstract has been used in a similar form

in a paper published as a part of this thesis [210]).



2 Einleitung

Die nachfolgende Arbeit beschéaftigt sich mit ACE2 (angiotensin-converting-enzyme 2) und
TMPRSS2 (transmembrane protease serine subtype 2) die Schlisselenzyme fiir die Infektion mit
SARS-CoV-2 (severe acute respiratory corona virus 2) sind, das die COVID-19 Pandemie verur-
sacht hat. Zuerst werden Charakteristika von SARS-CoV-2 und COVID-19 dargestellt, und an-
schlieBend werden ACE2 und TMPRSS2 néher beleuchtet.

2.1 Allgemeines zum Coronavirus SARS-CoV-2 und COVID-19

2.1.1 Ausbruch der Pandemie und Entwicklung

Im Dezember 2019 kam es in Wuhan, China, zu einer Haufung viraler Pneumonien. Kurze Zeit
spater konnte ein bis dahin unbekanntes Coronavirus, zundchst 2019-novel Coronavirus (2019-
nCoV) genannt, nachgewiesen und dessen Genom entschliisselt werden [223]. Anhand der Cha-
rakteristika des Virus wurde es vom International Committee on Taxonomy of Viruses der Gruppe
der severe acute respiratory corona viruses (SARS-CoVs) zugeordnet und in severe acute respi-
ratory corona virus 2 (SARS-CoV-2) umbenannt [69]. Die durch SARS-CoV-2 verursachte Er-
krankung wurde von der World Health Organisation (WHO) als ,,corona-virus disease 2019
(COVID-19) bezeichnet [212] und zu einer Pandemie erklart [213].

SARS-CoV-2 ist neben SARS-CoV-1 (severe acute respiratory virus 1) [53] und MERS-CoV
(middle east respiratory syndrome-related coronavirus) [219] das dritte Coronavirus, das zu teils
letal verlaufenden Infektionen fihrt.

Innerhalb von kurzer Zeit verbreitete sich SARS-CoV-2 weltweit und fiihrte zur Uberlastung der
Gesundheitssysteme [182]. Durch die Kontagiositat und die, durch die Neuartigkeit des Virus,
fehlende Immunantwort kam es zu einer raschen Ausbreitung des Virus. Zum Schutz der Bevol-
kerung wurden durch die Politik weitreichende Einschnitte in das 0ffentliche Leben vorgenom-
men [97]. Landesspezifisch wurden unterschiedliche Modelle zur Bekdmpfung der Pandemie ein-
gesetzt. Als Gemeinsamkeit sind die Instrumente der Kontaktreduktion und Quarantane zu nen-
nen [186]. Dies fuhrte in Form von Lockdowns zu Einschrankungen im gesamten 6ffentlichen
Leben.

Der Ausbruch der COVID-19-Pandemie hat 6konomische, soziale und psychologische Auswir-
kungen. So kam es durch Einschréankung des globalen Handels zu einer Destabilisierung der Wirt-
schaft [8]. Im Zusammenhang mit der Pandemie wurden vermehrt psychische Krankheiten, wie
Depressionen und Angststérungen, festgestellt [83,182]

Der Verlauf der Pandemie ist landesspezifisch unterschiedlich. Dies ist begriindet durch verschie-
dene Faktoren wie zum Beispiel Zusammensetzung und Gesundheitsstatus der Bevolkerung, die
Belastbarkeit des Gesundheitssystems, klimatische Bedingungen, die die Ubertragung des Virus
beeinflussen, die MalRnahmen zur Einddmmung der Pandemie und deren Umsetzung, die

Finanzkraft und der Zugang zu Impfstoffen und der Impfbereitschaft [41,141]. Zudem muss be-



riicksichtig werden, dass die Erfassung der Krankheitsféalle unterschiedlich valide ist, sodass ge-
rade in Landern des Globalen Siidens von hohen Dunkelziffern auszugehen ist [97,136]. Bis De-
zember 2022 wurde das SARS-CoV-2 Virus weltweit bei (ber 600 Millionen Menschen nachge-
wiesen und Uber sechs Millionen Menschen sind im Zusammenhang mit dem Virus verstorben
[89].

Nachfolgend soll der Pandemieverlauf in Europa und insbesondere in Deutschland betrachtet
werden. (vgl. Abbildung 1: 7-Tage Inzidenz der SARS-CoV-2-Nachweise/100.000 Einwohner
(Mérz 2020 bis Juni 2022))

Das Infektionsgeschehen in Deutschland kann in verschiedene Wellen mit unterschiedlichen Cha-
rakteristika bezuglich Altersverteilung der Infizierten, der Hospitalisierung und der Auslastung
von Intensivstationen unterschieden werden.

Ende Januar 2020 wurde die erste Infektion mit SARS-CoV-2 in Deutschland festgestellt [153].
Im Mérz und April 2020 kam es zur ersten Welle, in der insbesondere &dltere Menschen erkrankten
und verstarben. Von April bis Mai 2020 wurde ein Lockdown verhéngt [18]. Im Oktober 2020
bis Mérz 2021 kam es zur zweiten Welle mit héheren Inzidenzen als in der ersten Welle [155].
Das Altersverhaltnis blieb im Wesentlichen unveréndert, sodass in der Bevolkerungsgruppe tber
80 Jahre der Anteil der hospitalisierten und verstorbenen Personen am hdchsten war [172]. Ab
Dezember 2020 galt erneut ein Lockdown [20]. Ende Dezember 2020 wurde in der EU der erste
Impfstoff (Biontech/Pfizer) gegen COVID-19 zugelassen [139] und es wurde von neuen Virus-
varianten berichtet (vgl. 2.1.2.1 Virusvarianten).

In der dritten Welle von Mérz bis Juni 2021 verbreitet sich die alpha-Variante [173]. Durch die
rasche Impfung der besonders vulnerablen Bevélkerungsgruppen, also insbesondere alterer Men-
schen stieg der Anteil der infizierten jiingeren Personen [155] (vgl. Abbildung 2: Altersverteilung
der 7-Tage-Inzidenz der SARS-CoV-2-Infektionen/100.000 Einwohner (Méarz 2020 bis Juni
2022)) und die Anzahl der Hospitalisierungen und Todesfélle war geringer [201]. Die Hospitali-
sierungsrate wurde als Marker der Schwere des Infektionsgeschehens eingefiihrt [45] und der
Lockdown wurde bei niedrigen Hospitalisierungsraten im Mai 2021 aufgehoben [209]. Ab Au-
gust 2021 zeigte sich erneut ein Anstieg der Infektionszahlen im Rahmen der vierten Welle, die
von der Delta-Variante dominiert wurde [156]. Hier stieg insbesondere die Inzidenz bei Kindern
und Jugendlichen deutlich an [157]. Ende Dezember 2022 begann die funfte Welle, mit sehr ho-
hen Inzidenzen, aber im Verhaltnis wenigen Todesfallen, in der sich die Omikron-Variante ver-
breitet [158].



Darstellung der Inzidenzen der SARS-CoV-2 Nachweise pro 100.000 Einwohner in Deutschland
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Abbildung 1: 7-Tage Inzidenz der SARS-CoV-2-Nachweise/100.000 Einwohner (Méarz 2020 bis Juni 2022)
Die Abbildung basiert auf den in Deutschland erhobenen Daten des RKI [145,160]

Darstellung der 7-Tage-Inzidenzen der SARS-CoV-2-Nachweise pro 100.000 Einwohner in
verschiedenen Altersgruppen
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Abbildung 2: Altersverteilung der 7-Tage-Inzidenz der SARS-CoV-2-Infektionen/100.000 Einwohner (Mérz
2020 bis Juni 2022)

Die Abbildung basiert auf den Daten und der Einteilung der Pandemie des RKI [140,159] und stellt die
Inzidenzen in verschiedenen Altersgruppen in Deutschland dar.

In den ersten beiden Wellen im Friihjahr 2020 dominierten die alteren Menschen das Infektionsgeschehen,
hier exemplarisch die 85 bis -89-Jahrigen dargestellt. In der Dritten Welle im Frihjahr 2021 tbersteigt die
Inzidenz bei den Kindern und Jugendlichen (hier sind exemplarisch die 5- bis 14-Jahrigen dargestellt), die

Inzidenz der alteren Menschen. In der zweigipfligen flinften Welle zeigen sich die hdchsten Inzidenzen bei
den Kindern und Jugendlichen.



2.1.2 Charakteristika von SARS-CoV-2

Das severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2 (SARS-CoV-2) gehort zur Familie der
Coronaviren [154]. Namensgebend fiir die Familie der Coronaviren ist das Spike-Protein, das als
Oberflachenprotein fiir das charakteristische ,.kranz-/kronenidhnliche Aussehen (corona= lat.
Kranz/Krone) verantwortlich ist. Coronaviren sind behllte positivstrangige RNA-Viren, die bei
Mensch und Tier verbreitet sind [206]. Durch Infektion verschiedener Organsysteme kdnnen
Coronaviren gastrointestinale, neurologische oder respiratorische Erkrankungen auslésen [206].
Die Unterteilung der Coronaviren erfolgt anhand des Genoms in vier Genus: Alpha-, Beta-,
Gamma- und Deltacoronaviren. Alpha- und Betacoronaviren infizieren Saugetiere, und damit
auch Menschen, wéhrend die Gamma- und Deltacoronaviren vorwiegend Vogel infizieren.
SARS-CoV-2 gehdrt zum Genus der Betacoronaviren und dem Subgenus der Sarbecoviren [69].
Beim Menschen sind sieben verschiedene Coronavirusstamme bekannt. Vier davon (HCoV-229E
(Alpha-Gruppe), HCoV-NL63 (Alpha-Gruppe), HCoV-0C43 (Beta-Gruppe) und HCoV-HKU1
(Beta-Gruppe)) verursachen bei Immunkompetenten milde Infektionen der oberen Atemwege
und sind typische Erkéaltungsviren [99]. SARS-CoV-1 und MERS-CoV (beide Beta-Gruppe) kén-
nen schwere respiratorische Infektionen mit teilweise letalem Verlauf verursachen [36]. Beide
sind zoonotischen Ursprungs und haben in der Vergangenheit zu Krankheitsausbriichen in China
(SARS 2002) [53] und dem Mittleren Osten (MERS 2012) [219] gefiihrt.

Die Herkunft des SARS-CoV-2 Virus ist umstritten [126]. Genomanalysen konnten eine Uber-
einstimmung von 96% mit Coronaviren von Fledermausen feststellen, was einen zoonotischen
Ursprung nahe legt [13,222].

Das Genom von Coronaviren besteht aus einzelstrangiger RNA positiver Polaritat mit etwa 30kb
[60]. Das Genom wird von einem 5°-Cap, das die RNA vor Abbau schiitzt und an der Translation
beteiligt ist [22] und einem Poly-A-Schwanz am 3"-Ende, sowie untranslatierter Regionen (UTR),
die regulatorische Funktionen haben [143], an beiden Enden umgeben. Somit kann es in der
Wirtszelle als mRNA fungieren [60]. Das Genom von SARS-CoV-2 kodiert neben vier Struktur-
proteinen fur Nicht-Strukturproteine (das pplab Polyprotein) und weitere akzessorische Proteine.
Die Strukturproteine sind: Spike (S), Membrane (M), Envelope (E), Nucleocapsid (N). Das Ge-
nom hat folgenden linearen Aufbau: 5°-UTR-[nicht-struktur Polyprotein (pplab)]-Strukturprote-
ine [Spike (S)-Envelop (E)-Membrane (M)-Nucleocapsid (N)] -UTR-3‘-Poly-A-Schwanz [28,36]
(vgl. Abbildung 3: Schematische Darstellung von SARS-CoV-2).

Die RNA des nicht-Struktur Polyproteins (ppla/b) nimmt 2/3 des Genoms ein und kodiert fiir 16
verschiedene Proteine, die an der Virus-Replikation und Transkription beteiligt sind. Zwischen
den Gensequenzen der Strukturproteine liegen Gensequenzen, die fur akzessorischen Proteine
kodieren. Diese sind ebenfalls an der Virusreplikation beteiligt und variieren zwischen den ver-

schiedenen Coronaviren [36].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung von SARS-CoV-2

a) Aufbau von SARS-CoV-2: Das charakteristische Aussehen entsteht durch das Spike-Protein
(S), In der Membran befinden sich das Envelope-Protein (E) und das Membrane-Protein (M).
Das Virus verfugt Uber eine einzelstrangige RNA mit dem Nucleocapsid-Protein (N) [36,148]

b) Das Genom von SARS-CoV-2: Das Genom des Virus besteht aus einer 5 ‘-Cap, der UTR, den
Nicht-Strukturproteinen ppla/pplb (orange), den Strukturproteinen (griin) S, E, M und N und
akzessorischen Proteinen (lila) die dazwischen liegen, sowie weiteren UTR und einem 3 -Poly-
A-Schwanz. [28,36,148].

Beide Abbildungen sind schematisch und entsprechen nicht den wahren GréRenverhéaltnissen
der Gensequenzen bzw. Proteine.

Das Spike-Glycoprotein (S) ist ein Transmembranprotein, das sich als Trimer an der Virusober-
flache befindet und dem Virus sein charakteristisches corona/kronen-&hnliches Aussehen verleiht
(vgl. Abbildung 3: Schematische Darstellung von SARS-CoV-2). Es ist flir den Eintritt in die
Wirtszelle Uber die Interaktion mit Rezeptoren der Wirtszelle verantwortlich [11]. Das S-Protein
spielt eine Rolle bei der Immunantwort indem es als Bindungsstelle fir neutralisierende Antikor-
per dient und ist somit fir die Impfstoffentwicklung von Bedeutung [111,118]. Das S-Protein
gliedert sich in zwei Untereinheiten. Die S1-Untereinheit liegt N-terminal und dient der Bindung
am Rezeptor der Zielzelle, die S2-Untereinheit liegt C-terminal und ist fiir die Fusion mit der
Wirtszelle verantwortlich. An der S1-Untereinheit unterscheidet man zudem die c- und die n-
terminale Bindungsstelle. Beide kdnnen als Rezeptor-bindende-Domane (RBD) fiir verschiedene
Rezeptoren der Wirtszelle, z.B. dem angiotensin-converting-enzyme 2 (ACE2) dienen [10].

Das Membrane-Protein (M), das am hdufigsten vorkommende Strukturprotein [130], stabilisiert

die Membran des Virus und ist an der Zusammensetzung (Assembly) neuer Viren beteiligt [130].



Das Envelope-Protein (E) ist ein kleines membransténdiges Polypeptid, das die Funktion eines
Viroporins, also eines lonenkanals hat [142]. Es ist bedeutsam fiur die Zusammensetzung neuer
Viren. Das Fehlen des E-Proteins fiihrt zu einer verringerten Virulenz [43].

Das Nucleocapsid-Protein (N) interagiert mit der viralen RNA. Es unterstutzt das M-Proteins bei
der Viruszusammensetzung und verbessert die Effektivitat der Transkription [176]. Zudem wirkt
es als Antagonist zu Interferonen und greift Uber RNA-Interferenz (RNA-silencing) in die Im-

munantwort des Wirts ein [37].

2.1.2.1 Virusvarianten

Wie alle Organismen unterliegt SARS-CoV-2 genetischen Mutationen. Meistens haben diese kei-
nen grofRen Einfluss auf die Eigenschaften des Virus. Kommt es allerdings zu Veranderungen in
Schliisselelementen des Virus wie der Rezeptor-bindende-Doméne oder den Oberflachenmolekii-
len kann dies z.B. einen Einfluss auf die Ubertragbarkeit, den Krankheitsverlauf, die Virulenz,
die Immunantwort und Wirksamkeit von Impfstoffen, die Effektivitat von GegenmalRnahmen und
Nachweismethoden haben. Sogenannte Variants of Concern (VOC) erfiillen erwiesenermalen
eine oder mehrere der oben genannten Eigenschaften und beeinflussen somit den Verlauf der
Pandemie [214]. Daneben existieren Variantes of Interest (VOI). VOI haben Mutationen die ver-
mutlich oder nachgewiesenermaRen eine Anderung des Phanotyps verursachen und zu einer Hau-
fung von Krankheitsfallen gefuhrt haben [214]. Durch die WHO wurden funf VOC festgestelt.
(Stand Juli 2022) Zur Vereinfachung der Nomenklatur tragen diese griechische Buchstaben nach
Zeitpunkt ihrer Entdeckung [214].

Alle Varianten haben Mutationen im S-Protein. Bei der Alpha-/Beta- und Gamma-Variante ist
die Rezeptorbindungsdomane an unterschiedlichen Positionen betroffen [59,189,218]. Das fiihrt
z.B. lber eine erhdhte Affinitat zum ACE2-Rezeptor zu einer erhdhten Virulenz [59,218]. Au-
Berdem binden neutralisierende Antikorper schlechter und die Immunantwort ist verandert [4].
Bei der Delta-Variante wurde eine besonders hohe Virulenz und Ubertragbarkeit im Vergleich
zum Wildtyp bzw. der Alpha-Variante beobachtet [65,144]. Auch die Omikron-Variante weist
Mutationen im S-Protein auf [92] die eine Immunevasion [164,174] und bessere Ubertragbarkeit
begunstigen [29]. Allerdings ist die Krankheitsschwere und Mortalitét bei der Omikron-Variante

geringer als bei vorhergehenden VOC [16,144].

2.1.2.2 Virusreplikationszyklus

Unter virale Replikation versteht man die Vervielféltigung des Virus. Sie besteht aus dem Ein-
dringen in die Zielzelle, der Translation der Strukturproteine, der Transkription der viralen RNA,
der Zusammensetzung der Virus-Partikel (Assembly) und der Freisetzung des Virus [50].

Zum Eindringen in die Wirtszelle nutzt SARS-CoV-2 das Spike Protein (S-Protein), einen Re-
zeptor des Wirts und eine Protease des Wirts, die durch die Spaltung des S-Proteins (Priming) die
Fusion mit der Zielzelle ermdglicht. Rezeptoren auf der Zelle sind das angiotensin converting-
enzyme 2 (ACE2) oder Neuropilin [30,40].



Das Priming erfolgt durch Proteasen beispielsweise transmembrane protease serine subtype 2
(TMPRSS2), Furin oder Cathepsin B/L (Cat B/L) [79,96,202].

Innerhalb des S-Proteins liegen zwei Stellen flr die proteolytische Spaltung vor, die S1/S2-Stelle,
die zwischen der S1- und der S2-Untereinheit liegt, und die S2¢-Stelle, die in der S2-Untereinheit
lokalisiert ist. Zuerst wird die S1/S2-Stelle gespalten, wodurch es zu einer Konformitétsdnderung
innerhalb des S-Proteins kommt. Diese ermdglicht die Bindung der S1-Untereinheit an den Re-
zeptor der Zelle. AuBBerdem wird die S2°-Stelle fiir die proteolytische Spaltung freigelegt. Nach
der Bindung an die Zelle wird die S2°-Stelle gespalten, wodurch die Fusion mit der Zelle einge-
leitet wird [79,207]. Neue Einblicke in die Verteilung der an der Adhéasion beteiligten Molekdile
wie ACE2 und TMPRSS2 zu erhalten ist relevant fiir ein besseres Verstandnis der Infektion mit
SARS-CoV-2.

Die einzelstrangige virale RNA wird in der Zelle freigesetzt und wirkt wie eine Messenger-RNA
(mRNA) welche dann in die viralen Proteine und Strukturproteine (S,M,N,E) translatiert wird
[195]. Die virale RNA wird durch die viruseigene RNA-abhangige-RNA-Polymerase transkri-
biert. Im Rahmen des Assemblys werden, die Strukturproteine und die viralen RNA im Endop-
lasmatischen Retikulum zusammengesetzt und dann aus der Wirtszelle freigesetzt [195] (vgl.
Abbildung 4: Replikationszyklus von SARS-CoV-2 (von Ueffing et al.) [195]).

Zelimembran

Zytoplasma

Freisetzung Virus

%
/Frolsa(zung Virus - RNA
genomische RNA >

(* sence) S

. Translation durch virale Polymerase

L RNA - Replikation Virale RN;f
m ™ RNA Replikation und Verpackung
NNANANANNNANY

genomische RNA
(- sense)

Bildung reifes Virion

f Anordnung und Abkapselung

;{:}

+ 4T je¥lis

Translation

N Protein

Transkription

- N: Nucleokapsid @
- —

EM

-AWvAWwWwWe M: Membran @ pAR RS LR 4T
subgenamisehe oder genomische Translation 3
RNA (+ sensa) “WWWAWW- E: Envelope »
{Hallprotein) Virale Strukturproteine
-

Abbildung 4: Replikationszyklus von SARS-CoV-2 (von Ueffing et al.) [195]

Nach Priming des S-Proteins kommt es zur Adhé&sion des Virus an den Rezeptor der Wirtszelle
(z.B. ACE2), das Virus wird internalisiert und die virale RNA freigesetzt. Es folgt die Virus-Tran-
skription durch die virale RNA-Polymerase und die Translation der viralen Proteine. Das Virus
wird zusammengesetzt (Assembly) und freigesetzt.
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2.1.3 COVID-19

2.1.3.1 Ubertragung

Die Ubertragung des Virus erfolgt vorwiegend tiber Trépfchen und virushaltige Aerosole aus dem
Respirationstrakt der infizierten Person [168]. Zudem wird SARS-CoV-2 (iber den Stuhl ausge-
schieden, sodass auch eine fikal-orale Ubertragung maglich ist [204]. Daneben wurde auch eine
vertikale Ubertragung tiber die Plazenta beschrieben [200]. SARS-CoV-2 persistiert auf Oberfla-
chen wodurch Schmierinfektionen nicht auszuschlieRen sind. Eine Ubertragung auf diesem Weg
setzt vermehrungsfahigen Viren voraus, was bisher nicht gezeigt werden konnte [12,34].

Die Reproduktionszahl (Ro) ist eine MaReinheit, die beschreibt wie viele Personen von einer in-
fizierten Person angesteckt werden. In einem Review wurde fiir den SARS-CoV-2-Wildtyp ein
medianes Ro von 2,79 ermittelt [119], bei den Virusvarianten kann dieser Wert héher liegen [154].

Durch infektionspraventive MalRnahmen kann R gesenkt werden [154].

2.1.3.1.1 Schutzmafinahmen

Um das Ubertragungsrisiko von SARS-CoV-2 zu minimieren ist das Tragen einer Mund-Nasen-
Bedeckung, das Einhalten eines Mindestabstands zu anderen Personen und regelméfiges Lften
sinnvoll [154]. Besonders effektiv ist der Schutz, wenn sowohl infizierte als auch gesunde Perso-
nen Masken tragen. Hierbei sind FFP2-Masken den medizinischen Mund-Nasen-Bedeckungen
tiberlegen [32].

Infektiositat besteht vor Eintreten von Symptomen [77] und Ubertragungen von asymptomati-
schen Personen sind moglich [17]. Zudem ist auch eine Ubertragung von SARS-CoV-2 durch

infizierte geimpfte Personen mdglich, aber weniger wahrscheinlich als bei Ungeimpften [58].

2.1.3.2 Charakteristika der Infektion

2.1.3.2.1 Inkubationszeit und Kontagiositat

Die Inkubationszeit, also die Zeitspanne zwischen der Infektion und dem Symptombeginn betréagt
fur den Wildtyp etwa 6 Tage [128], fiir die Virus-Varianten scheint die Inkubationszeit kiirzer zu
sein [81,110]. Die Kontagidsitat ist rund um den Symptombeginn am héchsten [77]. 10 Tage nach
Symptombeginn nimmt die Kontagiositat bei moderatem Krankheitsverlauf deutlich ab [211].

Bei schweren Verldufen kann die Kontagidsitét langer bestehen [197].
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2.1.3.2.2 Typische Symptome

COVID-19 kann sich in unterschiedlichen Organsystemen manifestieren. Hierbei spielt, neben
der direkten Zellschadigung, eine UberschieBende Immunreaktion, eine Hyperkoaguabilitét (ver-
starkte Blutgerinnung) sowie die Verteilung des ACE2-Rezeptors innerhalb der Organe eine
Rolle [170,226].

Héufig verldauft die Infektion mild. Typische Symptome sind Husten, Fieber, Schnupfen und Sto-
rungen des Geruchs- und Geschmackssinnes [47,67,154]. Seltener treten gastrointestinale Symp-
tome wie Ubelkeit, Erbrechen und Durchfall auf [67]. Es wurden auch Kopf und Gliederschmer-
zen, Hautausschlag und Exantheme beobachtet [154] (vgl. Tabelle 1: Symptome bei COVID-
19).

Allgemeinsymptome Gastrointestinale
Symptome
Fieber 79% Erbrechen 5%
Abgeschlagenheit 32% Bauchschmerzen 5%
Myalgie 21% Durchfall 10%
Schiittelfrost 16% Ubelkeit 7%
Respiratorische Neurologische
Symptome Symptome
Husten 54% Schwindel 9%
Kurzatmigkeit 19% Kopfschmerzen 9%
Schnupfen 8%

Tabelle 1: Symptome bei COVID-19

Ubersicht iiber die verschiedenen Symptome und ihre Haufigkeiten bei einer SARS-CoV-2-Infek-
tion basierend auf einem Review von Studien von 01.2020-04.2020 [113]

Die pulmonale Symptomatik reicht von leichten Infekten der oberen Atemwege (iber Pneumonie
bis hin zum Lungenversagen (Acute respiratory distress syndrome (ARDS)) [84,215]. Es kénnen
auch schwerere gastrointestinale Symptome wie Leberfunktionsstérungen auftreten [150]. In Zu-
sammenhang mit einer SARS-CoV-2-Infektion kann es zu verschiedenen neurologischen Symp-
tomen wie Anosmie, Kopfschmerzen, oder Verwirrtheit kommen. Es wurden auch Enzephalopa-
thien, Schlaganfalle oder Autoimmunerkrankungen wie das Guillan-Barré-Syndrom beobachtet
[14]. Auch das kardiovaskulére System ist betroffen z.B. durch Myokarditis, Herzinfarkte und
Herzrhythmusstérungen, aber auch vendse thromboembolische Ereignisse [52]. Dabei ist das
Auftreten von D-Dimeren > 1 pg/ml mit einer signifikant erh6hten Mortalitét assoziiert [221]. Bei
Patienten mit einer schweren COVID-19 Erkrankung kann Nierenversagen auftreten [221]. Zu-
dem wurden milde Hautmanifestationen wie Urtikaria, Papeln und makulopapulése Exantheme
bis hin zu Nekrosen der Akren beobachtet (vgl. Abbildung 5: Symptome bei COVID-19).
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Abbildung 5: Symptome bei COVID-19

Bei einer Infektion mit SARS-CoV-2 kénnen verschiedene Organsysteme betroffen sein [73].
Diese sind beispielhaft dargestelit.

2.1.3.2.3 Krankheitsverlauf und Komplikationen

Die Erkrankung kann nach Siddigi et al. in drei Phasen eingeteilt werden wobei zu Beginn der
Erkrankung die direkte Schadigung durch das Virus und spéter die Immunantwort des Korpers
im Vordergrund steht (vgl. Abbildung 6: Klinische Verlaufe von COVID-19) [179].

In der ersten Phase (frihe Infektion) kommt es durch die Virusreplikation zur lokalisierten Ent-
zundungsreaktion. Hierbei stehen klinisch Fieber und Husten im VVordergrund, es handelt sich um
einen milden Verlauf. In der zweiten Phase, der pneumovaskuldren Erkrankung kommt es zur
Lungenbeteiligung im Sinne einer viralen Pneumonie, welche sich CT-morphologisch darstellen
lasst. In dieser Phase kommt es durch die Immunreaktion des Kdrpers zur Produktion von Zyto-
kinen. Bei den meisten Patienten wird diese Entziindungsreaktion durch den Korper kontrolliert
und es kommt zu einem moderaten Verlauf [179].

In der dritten Phase (hyperinflamatorische Phase) kommt es durch einen Zytokinsturm zu einer
systemischen Entzindungsreaktion bis hin zum Multiorganversagen im Sinne eines schweren
Krankheitsverlaufs [179]. Die klinische Verschlechterung tritt meist 8-15 Tage nach Symptom-
beginn auf [62]. Laborchemisch ist eine Erhdhung von CRP, Interleukin 6 und Procalcitonin zu
beobachten, was sowohl prognostische Bedeutung hat, als auch fir eine Superinfektion sprechen
kann [62]. Eine progrediente Lymphozytopenie und eine Erh6hung von Ferritin kann als Marker

flr einen schweren Verlauf eingesetzt werden [116,221].
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Abbildung 6: Klinische Verlaufe von COVID-19
von Feldt et al. (RKI)[62]), modifiziert nach Siddigi et al.[179]

Durch eine COVID-19 Erkrankung sind Langzeitfolgen mdglich. Laut der Definition der WHO
wird von Post-COVID-19 gesprochen, wenn nach einer nachgewiesenen SARS-CoV-2-Infektion
innerhalb von drei Monaten gesundheitliche Beschwerden fortbestehen oder neu auftreten, diese
liber 2 Monate anhalten und nicht durch andere Ursachen erklarbar sind [180]. Typische Symp-
tome sind Kurzatmigkeit, kognitive Einschrankungen wie Konzentrationsschwierigkeiten, und
Abgeschlagenheit oder Midigkeit [26,154].

2.1.3.2.4 Risikofaktoren fur einen schweren Verlauf

Der wichtigste Risikofaktor flir einen schweren Verlauf ist ein hoheres Alter [194] (dazu mehr
bei 2.1.3.6 Kinder und Jugendliche in der Pandemie). Manner und Frauen erkranken etwa gleich
héufig an COVID-19, allerdings haben Manner ein erhéhtes Risiko flr einen schweren Verlauf
und eine erhéhte Mortalitdt [125,134]. Weitere Risikofaktoren sind Nikotinkonsum [198],
Schwangerschaft [3] und Trisomie 21 [33,127].

Grundsatzlich wurden auch schwere Verlaufe bei jungen Menschen [39] und Personen ohne Vor-
erkrankungen [38] beobachtet, allerdings wird das Risiko durch bestimmte Erkrankungen erhéht.
Dazu z&hlen kardiovaskuldre Erkrankungen wie arterielle Hypertonie, Ubergewicht, chronische
Lungenerkrankung, Demenz, Diabetes mellitus, Immunsuppression (HIV, iatrogen, hamato-
onkologische Erkrankungen), aktive Malignome und chronische Leber- oder Nierenerkrankungen
[85,116,194].
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2.1.3.2.5 Krankheitsschwere in Deutschland

Héufig geht die Infektion mit SARS-CoV-2 mit einem milden Verlauf einher. Je junger, und ge-
stinder eine Person, desto wahrscheinlicher kommt es zu keinerlei Symptomen. Ein internationa-
les Review geht von 35% asymptomatischen Infektionen aus [166]. Bis Juli 2022 sind in Deutsch-
land etwa 29 Millionen Félle gemeldet worden. Bei einem Drittel sind Angaben zu den Sympto-
men vorhanden, davon waren 14% asymptomatisch. Bei etwa der Hélfte der Félle (48%) liegen
Informationen zur Hospitalisierung vor. Hiervon wurden 4,2% hospitalisiert. 0,5% der gemelde-
ten Félle verstarben in Folge ihrer COVID-19-Erkrankung [159].

2.1.3.3 Diagnostik

Der Nachweis einer Infektion mit SARS-CoV-2 mittels Polymerasekettenreaktion mit Reverser
Transkriptase (RT-PCR) gilt als Goldstandard [47,84,165,205] und wird meist aus Material eines
Abstrichs der oberen Atemwege (Oro-/ Nasopharyx) durchgefiihrt. Der Virusnachweis ist auch
in anderen Probenmaterialien wie aus Sekret der unteren Atemwege, Blut oder Stuhlproben mit-
tels RT-PCR mdglich [205]. Die Viruslast kann in der RT-PCR mittels des crosing threshold-
Wert (Ct-Wert) bestimmt werden. Je niedriger der Ct-Wert desto héher die Viruslast. Durch-
schnittlich wird ein Ct-Wert von >30 als nicht mehr infektids angesehen [160].

Im Verlauf der Pandemie wurden Antigen-Schelltests entwickelt. Hierbei wird meist mittels La-
teral-Flow-Test das N-Protein, seltener das S-Protein nachweisen [160]. Die Sensitivitat von An-
tigenschnelltests ist geringer als die der RT-PCR [160].

Zudem konnen spezifische Antikdrper gegen SARS-CoV-2 nachgewiesen werden. Sie zeigen
eine aktuelle oder durchgemacht Infektion oder eine Impfung an [160]. Noch ist unklar, wie lange
neutralisierende Antikdrper vorhanden sind und wie gut die Schutzwirkung vor Erkrankung und
schwerem Krankheitsverlauf ist [160,165].

Radiologisch kann eine SARS-CoV-2-Diagnostik durch ein CT-Thorax unterstltzt werden. Da-
bei zeigen sich charakteristische milchglasartige Verschattungen und Konsolidierungen, insbe-
sondere basal [171,177].

2.1.3.4 Impfung

Die Impfung wirkt als Individualschutz, indem das Risiko fur einen schweren Verlauf gesenkt
wird und als Bevdlkerungsschutz, indem das Ausbruchsgeschehen besser kontrolliert werden
kann [76]. Es wurden groRe Bemiihungen in die Entwicklung von Impfstoffen gesteckt und diese
standen nach einer sehr kurzen Zulassungsdauer ab Dezember 2020 in Europa zur Verfligung. Es
wurden verschiedene Impfstofftypen entwickelt, wobei in Deutschland mRNA (Biontech, Mo-
derna) und Vektorimpfstoffe (Astra Zeneca, Janssen) die grofite Rolle spielen. Alle in Deutsch-
land zugelassenen Impfstoffe werden von der STIKO als gleichwertig hinsichtlich der Wirksam-

keit betrachtet und die Grundimmunisierung ist nach 2 Impfungen gegeben, allerdings werden
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weitere Auffrischimpfungen (Boosterungen) empfohlen [76]. Haufige Nebenwirkungen sind Lo-
kalreaktionen. Selten kann es bei mRNA-Impfstoffen zu einer Myokarditis, und bei Vektorimpf-

stoffe zu Thrombosen mit Thrombozytopenie kommen [161].

2.1.3.5 Therapieansatze

Die Therapieoptionen zu COVID-19 werden aktuell intensiv erforscht.

Bei mildem Krankheitsverlauf ist eine symptomatische Therapie ausreichend [44]. Liegen Risi-
kofaktoren fiir einen schweren Verlauf vor wirkt eine Inhalation mit Budesonid (Cortison Derivat)
in der fruhen Krankheitsphase protektiv [146]. Zudem kann der Einsatz von monoklonalen Anti-
kdrpern, die gegen das Spike Protein gerichtet sind, erwogen werden [102].

Bei hospitalisierten Patienten ist eine ausreichende Oxygenierung entscheidend. Hierbei kann je
nach Krankheitsschwere eine Sauerstoffgabe tber die Nasenbrille, mit Highflow und NIV (nicht
invasive Beatmung) bis hin zur invasiven Beatmung (bevorzugt in Bauchlagerung) oder ECMO
(extrakorporale Membranoxygenierung) eskaliert werden [100].

Je nach Krankheitsphase (vgl 2.1.3.2.3 Krankheitsverlauf und Komplikationen) kann eine antivi-
rale Therapie oder eine immunmodulatorische Therapie angewendet werden.

Als antivirales Mittel steht Remdesivir, das urspriinglich gegen Ebula entwickelt wurde, zur Ver-
flgung, allerdings ist der Nutzen umstritten [100].

Bei einem schweren Verlauf haben sich JAK-Inhibitoren (Hemmung der Januskinase [93]),
Tocilizumab (IL6-Antagonist) und Dexamethason als hilfreich erwiesen. Die Substanzen wirken
auf unterschiedlichen Wegen antiinflammatorisch und immunmodulatorisch und kénnen so die
Wirkung des Zytokinsturms mildern [100].

Zudem ist fur Patienten im stationdren Setting eine Thrombembolie-Prophylaxe (z.B. mit nieder-
molekularem Heparin) empfohlen [100].

Auferdem wird versucht mit neuen Medikamenten in den Virusreplikationszyklus einzugreifen.
Vielversprechen sind hierbei die Hemmung von TMPRSS2 mittels Camostat mesylat (CM), was
das Priming von S-Protein hemmt [79]. und rekombinantes ACE2 (rACE2), was SARS-CoV-2
neutralisieren kann [217,227] (mehr dazu in den Abschnitten 2.2.1.3 und 2.2.2.1 zu ACE2 und
TMPRSS2).

2.1.3.6 Kinder und Jugendliche in der Pandemie

2.1.3.6.1 Epidemiologie von COVID-19 bei Kindern

Wie bereits oben erwéhnt ist hoheres Alter einer der groRten Risikofaktoren flr einen schweren
Verlauf von COVID-19 [125].

Kinder haben im Vergleich zu Erwachsenen eine bessere Prognose und erkranken meist milde
[122]. Epidemiologische Daten des RKI zeigen, dass Kinder im Vergleich zu Erwachsenen selte-
ner schwer erkranken: Von allen Erkrankten wurden etwa 6% stationar behandelt (Angaben zur

Hospitalisierung lagen bei 57% alle gemeldeten Félle vor). Der Anteil von Personen unter 15
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Jahren an allen Hospitalisierten macht 2,8% aus, wohingegen der Anteil der (iber 60-Jahrigen
63% betragt (Stand 19.02.2022) [163]. Die Letalitat in der Altersgruppe unter 20 Jahre ist extrem
gering. In Deutschland verstarben (Stand 04.03.2022) 124.051 Menschen durch das Coronavirus,
davon waren 57 (0,05%) jiinger als 20 Jahre [19,162].

Wie oben beschrieben hat sich die Inzidenz der infizierten Kinder und Jugendlichen im Verlauf
der Pandemie veréndert. Wahrend sie initial kaum betroffen waren stieg die Inzidenz im Verlauf
der vierten (v.a. Delta-Variante) und fiinften (v.a. Omikron-Variante) Welle deutlich an [157].
Es muss beachtet werden, dass neben der tatsdchlichen Suszeptibilitat (Empfanglichkeit) von Kin-
dern auch der Lockdown und die Teststrategien eine Rolle spielen. Initial wurden vor allem symp-

tomatische Patienten getestet und Kinder sind haufig asymptomatisch [117].

2.1.3.6.2 Infektiositat

Die Frage der Infektiositat von Kindern ist noch nicht abschlieRend geklart. Studien deuten darauf
hin, dass Kinder weniger infektiés und empféanglich fiir eine SARS-CoV-2 Infektion sind als Er-
wachsene [124,190]. Hinsichtlich der Viruslast wurde eine Zunahme mit dem Alter beobachtet
[57]. Andere Studien mit einer kleineren Population konnten keine Altersunterschiede feststellen
[57,90].

2.1.3.6.3 Kilinische Aspekte — Symptome und PIMS

COVID-19 verl&uft bei Kindern milder als bei Erwachsenen und asymptomatische Infektionen
sind haufig [9,122,131]. Wie bei Erwachsenen sind typische Symptome Fieber und Husten
[117]. Gastrointestinale Symptome wie Durchfall, Erbrechen oder Bauchschmerzen werden bei
Kindern 6fter beobachtet als bei Erwachsenen und kénnen auch als alleiniges Symptom vorliegen
[191]. Selten werden schwerwiegende Krankheitsmanifestationen wie Myokarditis, Nierenver-
sagen oder neurologische Komplikationen beobachtet [131].

Schwere Verlaufe treten vor allem bei Sauglingen und Kleinkindern und bei Kindern mit Vorer-
krankungen auf [70].

Eine Komplikation im Kindesalter ist das paediatric inflamatory multisystem syndrom (PIMS)
oder auch multisystem inflamatory syndrome in Children (MIS-C) genannt. Das Krankheitsbild
&hnelt dem Kawasaki-Syndrom, einer Vaskulitis im Kindesalter und dem toxic-shock-syndrome
(TSS) [56]. PIMS tritt einige Wochen nach der Infektion mit SARS-CoV-2 auf, haufig ist eine

intensivmedizinische Therapie notwendig und ein letaler Verlauf ist moglich [61].

2.1.3.6.4 Erklarungsansatze fur einen milderen Krankheitsverlauf

Der milde Verlauf von COVID-19 bei Kindern ist im Vergleich zu anderen respiratorischen Er-
krankungen ungewdohnlich. So erkranken Kinder hdufig an Influenza oder RSV und inshesondere
jungere Kinder haben ein erhohtes Risiko fiir einen schweren Verlauf [88]. Vergleichsweise

machte in der Influenzasaison 2019/20 in den USA die Altersgruppe der unter 17-jahrigen einen
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Anteil von 14% aller hospitalisierten Falle aus [27], deutlich mehr als die bei COVID-19 be-
schriebenen 2,8% der unter 15 Jahrigen [163].

Fur den milden Krankheitsverlauf gibt es verschiedene Erklarungsansatze.

Kinder leiden seltener an Vorerkrankungen wie Hypertonie, Diabetes oder chronischen Lun-
generkrankungen, die fiir einen schweren Verlauf pradisponieren [194].

Ein anderer Erklarungsansatz ist eine Schutzwirkung von Antikdrpern gegen saisonale Corona-
Viren. Bei etwa 75% der Kinder ist bis im 4. Lebensjahr eine Antikdrperantwort gegen saisonale
Coronaviren nachweisbar. Diese lasst mit zunehmende Lebensalter nach. Es wird vermutet, dass
die hohen Antikorpertiter bei jungen Menschen einen protektiven Effekt haben, wéhrend sie bei
alteren Menschen (ber ein antibodydependent enhancement zu einer verbesserten Aufnahme des
Virus in die Zelle fuhren [63].

Zudem bestehen Unterschiede zwischen der kindlichen und der erwachsenen Immunantwort.
Kinder haben eine starke angeborene Immunantwort und eine erworbene Immunantwort, die
durch haufige Infekte und Impfungen trainiert wird. Das kénnte vorteilhaft zur Abwehr einer
SARS-CoV-2 Infektion sein [48]. Im Rahmen der Immunseneszenz (Alterung des Immunsys-
thems) kommt es zu einem Verlust der T-Zell Vielfalt und zu einer spezifischeren Reaktion auf
Antigene, was eine uberschiefende Immunantwort begiinstigen kann. Die diverseren T-Zellen in
jungen Jahren konnten einen schiitzenden Effekt haben [63].

Ferner haben kindliche Lungen haben eine bessere regenerative Kapazitat. Dies kdnnte eine
schnellere Genesung beglinstigen [48].

Auch ACE2, als Rezeptor zum Eindringen des Virus in die Zelle ist ein Ansatzpunkt fiir den
milderen Verlauf bei Kindern. Fraglich ist, ob niedrige Werte, die den Zelleintritt erschweren
oder ein hohes Level von ACE2, das unter anderem antiinflammatorisch wirkt und vor Lungen-
versagen schiitzt, protektiv sind [48]. Hierzu soll diese Arbeit neue Einblicke liefern.
Erkenntnisse zum milderen Krankheitsverlauf konnten Ansatze fiir Therapieoptionen bei Erwach-
senen geben und sind hilfreich, um angemessene GegenmafRnahmen zur Verbreitung des Virus

innerhalb der Bevolkerung festzulegen aber auch um besonders vulnerable Patienten zu schiitzen.
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2.2 Schlusselenzyme in der Infektion mit SARS-CoV-2: ACE2 und TMPRSS2

Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) und transmembrane protease serine subtype 2
(TMPRSS2) sind an dem Eindringen von SARS-CoV-2 in die Zelle beteiligt. Somit tragen Kennt-
nisse zur Physiologie beider Enzyme zu einem besseren Verstandnis von COVID-19 bei und sind

Ansatzpunkte fir Therapiemoglichkeiten.

2.2.1 Angiotensin-converting-enzyme 2 (ACE2)

ACE?2 ist ein auf dem X-Chromoson lokalisiertes Typ | integrales Membran-Glykoprotein mit
extrazellulér gelegenem aktiven Zentrum [75]. Es spaltet als Zink-Metalloprotease eine C-
terminal gelegene Aminoséure ab (Carboxy-Monopeptidase)[192]. Substrate sind vasoaktive
Substanzen wie Angiotensin | (AT1), Angiotensin Il (AT2), verschiedene Apeline und des-Arg®-
Bradikinin, welches bei Verletzung zur Vasodilatation (iber den Bradikinin-1-Rezeptor fuhrt
[51,199]. Zudem werden auch Kinetensin, das Gber Mastzelldegranulierung eine verstarkte Va-
sopermeabilitat verursacht [185] und weitere Peptide wie Casomorphine, Dysnorphin A, und
Neurotensin (jeweils verschiedene Funktionen im ZNS und Gastrointetinaltrakt) hydrolysiert
[51,199].

ACE2 kann als Gegenspieler zum angiotensin-converting-enzyme 1 (ACE) gesehen werden.
Wéhrend die Dipeptidase ACE tber die Spaltung von AT1 zu AT2 innerhalb des Renin-Angio-
tensin-Aldosteronsystem (RAAS) vasokonstriktiv wirkt und Gber Aldosteron zur Natriumresorp-
tion beitragt, hat ACE2 u.a. vasodilatative Effekte und hemmt das RAAS [75]. ACE2 bildet aus
AT1 Angiotensin 1-9 und aus AT2 Angiotensin 1-7, wobei die Affinitdt von ACE2 zu AT2 deut-
lich héher ist [25,54]. Angiotensin 1-7 wirkt antioxidativ, antiinflamatorisch und antiproliferativ
auf Endothelzellen und glatte Muskelzellen [64,72,105]. Es bindet dabei an dem MAS-Rezeptor
[169] (vgl. Abbildung 7: Wirkung von ACE2 im Renin-Angiotensin-Aldosteron System
(RAAS).).
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Abbildung 7: Wirkung von ACE2 im Renin-Angiotensin-Aldosteron System (RAAS).

Im RAAS entsteht aus Angiotensinogen, durch Spaltung mittels Renin, Angiotensin I. Dieses wird
durch ACE in Angiotensin Il umgewandelt welches tiber den AT:-Rezeptor vasokonstriktiv wirkt
und fur Zellproliferation und -hypertrophie verantwortlich ist. Bei Bindung von Angiotensin 2 an
den AT,-Rezeptor hat es eine entgegengesetzte Wirkung. Angiotensin |1 fiihrt zur Aldosteronaus-
schuttung was eine Natriumretention zur Folge hat.

ACE?2 baut Angiotensin I zu Angiotensin 1-9 und Angiotensin Il zu Angiotensin 1-7 ab. Angioten-
sin 1-7 kann auch durch Proteolyse mittels ACE2, ausgehend von Angiotensin 1-9, entstehen.
Angiotensin 1-7 wirkt ber den MAS-Rezeptor vasodilatativ, hemmt die Zellproliferation und
wirkt antioxidativ. Modifiziert nach Hamming et al. [75].

ACE2 kann von der adisintegrin-like and metalloproteinase 17 (ADAM17) von der Zelle abge-
spalten werden, dabei entsteht im Blut zirkulierendes losliches ACE2 (sSACE2) [75].
ACE-Hemmer haben keine Wirkung auf ACE2 [6,192].

ACE2 wird in vielen Geweben exprimiert. Analysen auf RNA-Basis haben ergeben, dass in Niere,
Herz, Dlinndarm und Fettgewebe groRe Mengen ACE2 exprimiert werden, etwas weniger findet
sich in Lunge, Leber, Colon, Harnblase und Nebenniere. Die niedrigste ACE2-Expression wurde
im Blut, in den BlutgefaRen, Milz, Gehirn, Knochenmark und Muskel gefunden. Zudem wird
ACE2 in der Placenta exprimiert [196]. Die ubiquitére Verbreitung von ACE2 deckt sich mit der
Beobachtung von extrapulmonalen Symptomen von COVID-19 [114]. In der Lunge wird ACE2
vor allen von Epithelzellen exprimiert. Auf Typ Il Pneumozyten, welche Surfactant bilden [49],
Becherzellen der oberen Atemwege und Enterozyten des lleums konnten eine Coexpression von
ACE2 und TMRSS?2 festgestellt werden. Es ist unklar ob fiir eine Infektion mit SARS-CoV-2
beide Enzyme auf der Zelle vorhanden sein miissen, oder ob ein Priming auch durch geléste En-

zyme erfolgen kann [224].
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2.2.1.1 Pathophysiologische Bedeutung von ACE2

ACE2 hat einen Einfluss auf verschiedene Organsysteme und dient als Rezeptor fiir die Corona-
viren SARS-CoV-1, HCoV-NL63 und SARS CoV-2 [30,80,115].

In verschiedenen Tierexperimentellen Studien konnte ein kardioprotektiver Effekt von ACE2
nachgewiesen werden. So zeigten ACE2-knockout-Mause Zeichen einer Herzinsuffizienz, und
erhéhte Angiotensin-11-Spiegel. Wurde zudem das ACE-Gen ausgeschaltet, zeigten die Mause
eine normale kardiale Funktion [35]. Eine vermehrte ACE2-Konzentration konnte im Tierexpe-
riment nach ischdmischen Myokardinfarkt und bei menschlichen Herzen bei ischamischer oder
dilatativer Kardiomyopathie festgestellt werden [23,71,225]. Es ist anzunehmen, dass ACE2 (iber
den vasodilatatorischen Effekt von Angiotensin 1-7 eine protektive Wirkung im ischamischen
Myokard ausiibt [75].

ACE?2 scheint einen nephroprotektiven Effekt zu haben [75]. Bei ACE2-Knock-out Mdusen wur-
den keine renalen Auffélligkeiten gesehen. Allerdings fihrt eine Inhibition von ACE2 bei diabe-
tischen Mausen zu einer glomeruldren Schadigung im Sinne einer vermehrten Albuminurie
[35,216].

Bei verschiedenen Lungenerkrankungen wie pulmonale Hypertension, Sarkoidose, idiopathischer
Lungenfibrose und dem acute-respiratory-distress-syndrome (ARDS, akutes Lungenversagen) ist
eine Erhéhung von ACE zu beobachten [66,133,193]. Da ACE2 als Gegenspieler zu ACE wirkt
ist ein protektiver Effekt anzunehmen. Nachgewiesen wurde dieser tierexperimentell beim ARDS
[86]. Die Infektion mit SARS-CoV-1 fiihrt zu einer verminderten Expression von ACE2 [103].
Ebenso kann das SARS-CoV-2-S-Protein die ACE2-Expression in Epithelzellen herabsetzen
[107], was eine Schadigung der Lunge begunstigt.

2.2.1.2 Einflussfaktoren auf ACE2 — Krankheiten, Alter, Geschlecht

Verschiedene Einflussfaktoren fulhren zu einer Erhdhung von sACE2, dazu gehdren kardiovas-
kulare Risikofaktoren wie Bluthochdruck, Ubergewicht und Diabetes [151]. Ebenso ist SACE2 in
der Schwangerschaft erhoht [109]. Eine erhohte Konzentration von SACE2 korreliert mit einer
erhéhten SACE2-Aktivitat wie sie bei Patienten mit Herzinsuffizienz festgestellt wurde [55,220].
Auf genetischer Ebene konnte eine Erhdhung der Expression von ACE2 in der Niere bei Patienten
mit Nierenerkrankungen und in der Lunge bei Rauchern festgestellt werden. [108,112]

Zum Einfluss des Geschlechts auf ACE2 gibt es heterogene Ergebnisse. Einerseits konnte in einer
Studie mit Patienten mit Koronarer-Herz-Krankheit das mannliche Geschlecht als Pradiktor fiir
eine hohe SACE2-Aktivitat festgestellt werden [147]. Andererseits besteht bei Frauen mit essen-
tieller Hypertonie eine positive Korrelation zwischen SACE2-Aktivitit und dem Ostrogenspiegel
[220]. Auf RNA-Ebene konnte kein Unterschied in der Expression hinsichtlich des Geschlechts
festgestellt werden [196].

Ein hohes Alter ist ein entscheidender Risikofaktor fiir einen schweren Verlauf von COVID-19

[194]. Zum Einfluss des Lebensalters auf ACE2 gibt es unterschiedliche Ergebnisse. Zum einen
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ist ein hoheres Alter ist mit einer h6herem sACE2-Aktivitat assoziiert [151] und im nasalen
Epithel und im Lungengewebe konnte eine signifikant erhéhte Genexpression von ACE2 fiir Er-
wachsene im Vergleich zu Kindern nachgewiesen werden [21,31]. Andererseits lieR sich in einer
Studie die die ACE2-RNA-Expression in verschiedenen Organen in den Altersgruppen unter bzw.
tiber 49 Jahren verglichen hat, kein Altersunterschied [196]. Zudem scheint sich die Aktivitét von
ACE?2 in verschiedenen Altersgruppen von Patienten mit ARDS in der Flissigkeit der broncho-
alveoldren Lavage nicht zu unterscheiden [175]. In einer Studie mit Patienten mit Asthma wurde
bei Uber 70-Jahrigen eine signifikant niedrigere SACE2-Konzentration gemessen als bei Jlingeren
[106].

Alle genannten Erkrankungen oder Faktoren (ménnliches Geschlecht, hohes Alter) korrelieren
auch mit einem schweren Verlauf [85,116,194] von COVID-19. Deswegen soll durch diese Ar-
beit ein besseres Verstandnis des Zusammenhangs von ACE2 und COVID-19 erzielt werden.

2.2.1.3 sACE2und COVID-19

In-vitro Studien konnten zeigen, dass der Eintritt von SARS-CoV-2 in die Zelle nicht nur (ber
membranstandiges ACE2 (mACE?2) stattfindet, sondern auch von sACE2 anhdangt, das durch
shedding mittels ADAML17 entsteht. Hierbei bildet sich ein Komplex mit dem S-Protein von
SARS-CoV-2, welcher tber den AT1-Oberflachenrezeptor mittels Endozytose in die Zelle auf-
genommen wird. Zudem ist die Bildung eines SACE2-SARS-CoV-2-Vasopressin-Komplex mdg-
lich [217]. Vasopressin (oder antidiuretisches Hormon ADH) wirkt vasokonstriktiv und antidi-
uretisch, und wird neben Volumenmangel und Hyperosmolaritat auch durch AT2 freigesetzt
[148,203]. Somit besteht ein Zusammenhang zum RAAS. Der sACE2-SARS-CoV-2-Vasopres-
sin-Komplex wird ber einen Vasopressin-Rezeptor (AVPR1B) in die Zelle aufgenommen [217].
Im Verlauf der COVID-19-Erkrankung kommt es zu einem Anstieg der SACE2-Konzentration.
Diese ist bei Patienten mit schweren Verlauf signifikant hoher als bei solchen mit mildem Verlauf
oder Patienten mit einem schweren Verlauf von Influenza [149]. Das legt die Vermutung nahe,
dass SARS-CoV-2 die Expression oder das Shedding von ACE2 beeinflusst.

Wird rekombinantes ACE2 (rACE2) zu einer Zellkultur gegeben, verbessert sich die Suszeptibi-
litat der Zielzelle fir SARS-CoV-2 [217]. Allerdings ist dieser Effekt nur bei niedrigen Dosen
von rACE2 zu beobachten. Werden sehr hohe Dosen von rACE2 verwendet, wird SARS-CoV-2
neutralisiert und rACE2 hemmt so die Aufnahme des Virus in die Zielzelle [129,217,227]. Dies
stellt einen vielversprechenden Therapieansatz dar [217]. Eine weitere Therapiemdglichkeit ist
die Aktivitat von ADAM17 zu senken, da durch eine verringerte SACE2-Menge im in-vitro Ex-
periment die Infektiositat von SARS-CoV-2 abnimmt [217]. Unter Beriicksichtigung des Einflus-
ses von SACE?2 auf die Infektion mit SARS-CoV-2 ist es relevant, Ursachen fir Unterschiede in

der SACE2-Konzentration zu untersuchen.
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2.2.2 Transmembrane protease serine subtype 2 (TMPRSS2)

TMPRSS2 ist eine membranstdndige Typ-lI-Serinprotease, die N-Terminal in der
Plasmamembran verankert ist und eine C-terminal gelegene Serin-Domaéne aufweist [82].
TMPRSS?2 ist auf dem langen Arm von Chromosom 21 lokalisiert [137]. Es kommt in Epithel-
zellen vieler Gewebe vor, dazu gehoért der Gastrointestinaltrakt mit Leber und Pankreas, Niere,
Lunge, Speicheldriisen und besonders stark ausgepréagt im Prostatagewebe [5,87]. Die Transkrip-
tion von TMPRSS2 kann durch Androgene beeinflusst werden und ist beim Adeno-Carcinom der
Prostata erhéht [120]. Zudem kann die Protease-Doméane von TMPRSS2 abgespalten werden,
dabei entsteht STMPRSS2, welches im Blut nachweisbar ist [2,94]. Es sind einige Substrate be-
kannt, die von TMPRSS2 gespalten werden konnen. Dazu gehort die Aktivierung von epithelialen
Natriumkanéalen (ENaC) [183], die Aktivierung des protease-activated receptor-2 (PAR-2), der
tiber die Freisetzung von Calcium eine Rolle in der Signaltransduktion und dem Tumorwachstum
spielt [208], die Abspaltung und Aktivierung von Kallikrein-2, das eine gerinnungshemmende
Wirkung auf Spermienfliissigkeit hat und das Spalten des hepatocyte growth factor (HGF), der
an der Metastasierung beim Prostata-Karzinom beteiligt ist [121,183,207,208]. Trotzdem ist die
physiologische Rolle von TMPRSS2 nach wie vor unklar. So zeigten TMPRSS2-Kockout Mé&use
keinerlei Auffalligkeiten in Entwicklung und Fertilitat [98].

2.2.2.1 TMPRSS2 und COVID-19 — Pathophysiologie und Therapieanséatze
TMPRSS?2 dient der Aktivierung verschiedener Viren, wie Influenza, Parainfluenza-virus, huma-
nes Metapneumovirus und verschiedenen humanen Coronaviren [1,15,178,207]. Neben SARS-
CoV-1 und MERS-CoV wird auch SARS-CoV-2 durch das sogenannte Priming des S-Proteins
aktiviert, was die Fusion mit der Zelle erméglicht [207]. Der genaue Ablauf des Primings ist
unter dem Punkt 2.1.2.2 Virusreplikationszyklus beschrieben.

Da TMPRSS2 am Virusreplikationszyklus von SARS-CoV-2 beteiligt ist, ist seine Hemmung als
medikamentdse Therapieoption von Interesse. Das Medikament Camostat mesylate (CM) hemmt
TMPRSS2 und damit den Zelleintritt von SARS-CoV-2 in vitro [79]. Auch andere Proteasen,
wie Trypsin, Plasmin, Thrombin und C1-Esterase, werden durch CM gehemmt [188]. Das Me-
dikament wurde flr die Therapie der Refluxdsophagitis und chronischer Pankreatitis entwickelt
und wird in Japan klinisch eingesetzt [101,132,207]. Fir ein vollstandiges Unterbinden der In-
fektion muss neben CM auch E-64d, ein Inhibitor von CATB/L gegeben werden, da auch
CATBI/L das S-Protein primen kann [79].
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2.2.2.2 Down-Syndrom und COVID-19 - Spielt TMPRSS2 eine Rolle?
Down-Syndrom (Trisomie 21) ist eines der haufiges genetischen Syndrome (ca. 1:700 Geburten),
das mit geistiger Einschrankung und verschiedenen Organfahlbildungen einhergehen kann [24].
Da TMPRSS2 auf Chromosom 21 lokalisiert ist [137], ist es hinsichtlich des Risikos an
COVID-19 zu erkranken interessant, ob bei Meschen mit Trisomie 21 STMPRSS2 in anderem
MaRe vorhanden, ist als bei Gesunden. In verschiedenen Geweben konnte gezeigt werden, dass
TMPRSS?2 bei Trisomie 21 verstarkt exprimiert wird [42].

Menschen mit Down-Syndrom sind durch COVID-19 besonders geféhrdet. Dabei ist das Risiko
im Vergleich zur Normalbevdélkerung fur einen schweren Verlauf vierfach, und fir Tod durch
COVID-19 zehnfach erhoht [33,127] Mdgliche Erklarungsansatze sind Komorbiditaten wie Or-
ganfehlbildungen (insb. angeborene Herzfehler) ein eingeschréanktes Immunsystem, Ubergewicht
oder Diabetes mellitus, die als Risikofaktoren fiir einen schweren Verlauf gelten [24,181,194].
Wird das Risiko nach kardiovaskuldren und pulmologischen Risikofaktoren adjustiert, ist das Ri-
siko fir einen schweren Verlauf und Tod im Vergleich zur Normalbevolkerung immer noch er-
hoht [33]. Hierfiir muissen andere Erklarungsansatze gefunden werden. Ob und in welchem MaRe
auch TMPRSS2 oder ACE2 eine Rolle spielen, soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden
und kann Einblicke in die Pathophysiologie von COVID-19 bei Menschen mit Down-Syndrom

geben

3 Hypothese

Aufgrund der Unterschiede im Krankheitsverlauf von COVID-19 bei Kindern und Erwachsenen
[122] und der Schlisselrollen von ACE2 und TMPRSS2 fiir die Infektion mit SARS-CoV-2
[30,79], kénnte eine unterschiedliche Expression beider Enzyme eine Rolle fur die Krankheits-
schwere spielen. Es ist bekannt, dass ACE2 und TMPRSS2 in ihrer 16slichen Form (sACEZ2,
STMPRSS2) im Blut nachweisbar sind [2,75,95]. Da Blutproben leichter zu gewinnen sind als
Gewebeproben wurden diese als Probenmaterial gewdhlt. In der vorliegenden Arbeit wurde an-
genommen, dass die Hohe von sACE2 und sTMPRSS2 einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf
von COVID-19 widerspiegeln kénnte. Um diese Hypothese zu prifen, wurde in der vorliegenden
Dissertation die Altersabhangigkeit und Expression beider Enzyme in verschiedenen Gruppen

untersucht.
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4 Zielsetzung

Seit Beginn der durch SARS-CoV-2 ausgeltsten COVID-19-Pandemie haben sich mehr als 600
Millionen Menschen mit dem Virus infiziert und etwa 6 Millionen Menschen sind in Folge dessen
verstorben (Stand 12/2022) [89]. Neben milden und asymptomatischen Verlaufen erkranken ei-
nige Menschen schwer [47], was zu einer Uberlastung des Gesundheitssystems fiihren kann [182].
Insbesondere ist aufféllig, dass Kinder zu Beginn der Pandemie sehr selten und im Verlauf der
Pandemie weniger schwer als Erwachsen und insbesondere alte Menschen erkranken
[122,125,131].

ACE2 und TMPRSS2 wurden als wichtige Faktoren fiir die Infektion mit SARS-CoV-2 identifi-
ziert [30,79].

Ziel dieser Arbeit ist es, tiber die Messung von SACE2 und sSTMPRSS?2 in verschiedenen Gruppen
Erklarungsansatze fir unterschiedlichen Verlaufsformen zu finden. VVorhergehende Studien ha-
ben Einflussfaktoren fiir eine vermehrte ACE2-Expression, SACE2-Konzentration oder-Aktivitat
beschrieben, welche auch als Risikofaktoren fiir einen scheren Verlauf von COVID-19 gelten.
Dazu gehoren verschiedene Vorerkrankungen wie Hypertonie, Diabetes, Adipositas und Nie-
renerkrankungen [55,108,151,220]. Ein hohes Alter und mannliches Geschlecht sind ebenfalls
Risikofaktoren fur einen schweren Verlauf von COVID-19 [125]. Die Ergebnisse des Zusammen-
hangs von sACE2 und Alter sowie Geschlecht sind heterogen [147,151,175,220]. Zudem ist bis-
her wenig tber die SACE2-Konzentration bei Kindern bekannt. Diese Arbeit soll zu Erkenntnis-
sen Uber Einflussfaktoren auf SACE2 bei Kindern und Erwachsenen flihren. Dies ist von beson-
derem Interesse, weil die Identifizierung von pathophysiologischen Risikofaktoren fir ein tiefer-
gehendes Verstandnis des Infektionsgeschehens, zum Schutz von Risikogruppen und zur Ent-
wicklung von Therapieansatzen bei COVID-19 relevant ist.

Zudem soll untersucht werden, ob sich die Konzentration von SACE2 bei COVID-19-Erkrankten
von Gesunden unterscheidet, und ob das Alter die SACE2-Konzentration von Patienten mit
COVID-19 beeinflusst. Die Datenlage zur SACE2-Konzentration bei COVID-19, inshesondere
bei Kindern ist dirftig. Erkenntnisse hierzu kénnten zum Verstandnis des milden Verlaufs von
COVID-19 bei Kindern beitragen.

TMPRSS2 ist auf Chromosom 21 lokalisiert [137]. Menschen mit Down-Syndrom (Trisomie 21)
haben ein erhéhtes Risiko fir einen schweren Verlauf vom COVID-19 [33]. In dieser Arbeit soll
untersucht werden, ob sich die STMPRSS2-Konzentration und die SACE2-Konzentration zwi-
schen Menschen mit Down-Syndrom und Gesunden unterscheiden, um einen Erkl&rungsansatz

fiir das hohere Erkrankungsrisiko von Menschen mit Down-Syndrom zu finden.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Lithium-Heparin-Plasma
Blutentnahmerdhrchen

SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland

PBS (phosphate bufferd saline)
Dulbecco’s, D8537

Sigma Aldrich, Missouri, USA

(Filter-) Pipettenspitzen
(20 pl, 100 ul, bzw. 1000 pul)

SARSTEDT, NUimbrecht, Deutschland

Serum Blutentnahmerdhrchen

SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland

Sicherheits-Reaktionsgefal 1,5ml

5.1.2 ELISA-Kits

ACE2 ELISA
Human ACE2®

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Cloud-Clone Corporation, Houston, Texas,
USA

TMPRSS2 ELISA

Human Transmembrane Protease,
Serine 2 (TMPRSS2) ELISA Kit,

MBS2019705

5.1.3 Gerate und Software

Inkubator

MyBioSource, San Diego, USA

Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA

Zentrifuge Rotixa 50 RS

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Microplate Reader FLUOstar® Omega

BMG LABTECH Inc., Cary, North Carolina,
USA

Multichannel Pipette (30-300ul)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipetten (20 pl, 100 pl, bzw. 1000 pl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

SPSS

Version 25; SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA

Sterilbank

Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA

Vortex-Mischer

Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA

Wasserkocher

WMF, Geislingen an der Steige, Deutschland

Zentrifuge Sigma 1-14

SIGMA, Osterode, Deutschland
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5.2 Methoden

5.2.1 Studiendesign

Diese Arbeit wurde am Universitatsklinikum des Saarlandes in Homburg durchgefiihrt. Es wurde
die SACE2-Konzentration und die STMPRSS2-Konzentration in Blutproben verschiedener Grup-
pen gemessen. Diese beinhalten Patienten aus der dermatologischen Ambulanz, Patienten der In-
neren Medizin (Kardiologie, Pulmonologie, Dialyse), Kinder und Erwachsene mit COVID-19
und von Gesunden.

Die spezifisch fur diese Studie vorgesehenen Proben wurden im Zeitraum von Juni bis September
2020 gesammelt. Weitere Proben waren bereits flir andere Forschungsarbeiten gesammelt worden
(vgl. unten).

Ziel war es, zu untersuchen, ob sich die SACE2/sTMPRSS2-Konzentration bei Kindern und Er-
wachsenen und von COVID-19-Erkrankten zu Nicht-Erkrankten unterscheidet. Auch die Auswir-
kung des Geschlechts sollte untersucht werden.

Nach Messung der SACE2 bzw. sSTMPRSS2-Konzentration mittels ELISA wurden die statisti-
schen Unterschiede mit dem Statistikprogramms SPSS berechnet.

Die Studie entspricht den VVorgaben der Deklaration von Helsinki und die Ethik-Kommission der
Arztekammer des Saarlandes hat der Durchfiihrung der Studie zugestimmt. Die Nummer der Zu-
stimmung lautet 177/09 und 211/20.

5.2.2 Probensammlung

Die gesammelten Proben kdnnen in vier Gruppen unterteilt werden.

Die erste Gruppe wird von Patienten verschiedener Fachrichtungen ohne COVID-19 gebildet.
Die Proben wurden zwischen dem 01.06.2020 und dem 04.09.2020 gesammelt. Eingeschlossen
wurden Blutproben von Patienten der Inneren Medizin, die am Universitatsklinikum Homburg
auf den Normalstationen der Pulmonologie, Kardiologie und auf der Dialyse-Station behandelt
wurden und keine COVID-19 Erkrankung hatten. Die Proben der dermatologischen Patienten
wurden in der Dermatologischen Ambulanz enthommen. Die Proben der pédiatrischen Patienten
stammen aus den folgenden Bereichen der Kinderklinik: Allgemeine Pédiatrie, Neurologie, Ha-
matologie, Onkologie, Kardiologie, Neonatologie und Kinderintensivstation. Die Patienten sind
ambulant oder stationdr behandelt worden.

Fur die Forschung wurden Lithium-Heparin-Plasma-Proben verwendet. Die Proben wurden auf-
grund einer klinischen Indikation entnommen und nach Eingang im Zentrallabor mit 4000 Um-
drehungen/Minute fur 10 Minuten zentrifugiert. Nachdem die klinisch relevanten Laboruntersu-
chungen abgeschlossen waren, wurden die verbleibenden Plasma-Proben bei 4°C gelagert und
anonymisiert. Die Proben, die fur die Forschungsarbeit genutzt wurden, wurden zufallig aus allen
anonymisierten Proben ausgewahlt. Am Morgen nach der Abnahme der Proben von Patienten,

wurde 300-500ul Plasma aliquotiert, welches sofort tiefgefroren und bei -20 °C gelagert wurde.
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Die zweite Gruppe besteht aus Patienten mit COVID-19, die im Rahmen der CORSAAR bzw.
CORSAAR-Pédiatrie Studien gesammelt wurden. Ziel beider Studien war es einen Einblick in
Risikofaktoren fur ein SARS-CoV-2-Infektion und die Mechanismen von COVID-19 zu bekom-
men, sowie neue Therapieoptionen zu finden [46]. Alle Probanden haben der Teilnahme an der
Studie zugestimmt und die Studie wurde von der Ethikkomission der Arztekammer des Saarlan-
des genehmigt. Die Serum-Proben wurden 20 min bei 2500g und 4°C zentrifugiert, aliquotiert
und bei unter -70 °C gelagert. Die Proben wurden zwischen April und Dezember 2020 gesammelt.
Die genaue Durchfiihrung der Studie wurde bereits publiziert [78].

Die dritte Gruppe besteht aus Serum-Proben von gesunden Personen. Diese wurden im Rahmen
einer Studie zu Erwachsenen mit angeborenem Herzfehler gesammelt. Das Studienprotokoll
wurde bereits ausfiihrlich beschrieben [104,145]. Die Proben wurden zwischen Januar 2015 und
Dezember 2019 gesammelt, alle Probanden haben der Durchfiihrung der Studie schriftlich zuge-
stimmt und die Ethik-Kommission des Universitatsklinikums des Saarlandes hat die Studie ge-
nehmigt.

Die vierte Gruppe beinhaltet Serum-Proben von Patienten mit Down-Syndrom.

Um festzustellen, ob die SACE2-Konzentration in Serum und Plasma vergleichbar ist, wurde von
padiatrischen Patienten zeitgleich eine Serum- und eine Lithium-Heparin-Plasma-Probe abge-
nommen. Um die Beeintrachtigung der Patienten so gering wie moglich zu halten, erfolgte die
Blutentnahme wahrend der Herzkatheteruntersuchung oder bei Patienten aus der endokrinologi-
schen Ambulanz, die aus einem klinischen Grund eine Blutentnahme benétigten. Alle Probanden
bzw. ihre Sorgeberechtigten wurden (ber die Durchfiihrung der Studie informiert und haben ihr
schriftliches Einverstandnis gegeben. Die Proben wurden 10 Minuten bei 4000 Umdrehungen

/min zentrifugiert, der Uberstand aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

5.2.2.1 Ausschluss von Proben

Héamolytische Proben oder sichtbar dunkle Proben z.B. durch ein hohes Bilirubin, wurden nicht
verwendet.

Aulerdem wurden Proben von identischen Patienten ausgeschlossen. Da die Proben anonymisiert
waren, wurden sie nach Station, Geschlecht und Geburtsdatum sortiert. Wenn Proben die gleichen
Parameter in allen drei Kategorien aufwiesen und der Abnahmezeitpunkt weniger als 14 Tage
auseinander lag, wurde nur die erste Probe verwendet und alle nachfolgenden von der Analyse
ausgeschlossen.

Bei den Patienten mit Dialyse wurden nur Proben ausgewertet, die vor Beginn der Dialyse abge-

nommen wurden.
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5.2.3 Messung mittels ELISA

5.2.3.1 sACE2-Messung

Um die SACE2-Konzentration in den Blutproben zu messen, wurde ein kommerziell erhaltlicher
Sandwich enzyme-linked immunoabsorbant assay (ELISA) verwendet. Die Messung wurde wie
unten beschrieben durchgefuhrt.

Die niedrigste messbare SACE2 Konzentration wird seitens des Herstellers mit 6.3pg/ml angege-
ben, mit einem intra-assay coefficient of variation (CV) < 10% und einem inter-assay CV < 12%.

Vorbereitung der Reagenzien und Proben (SACE2)

Alle Reagenzien und die Proben wurden auf Raumtemperatur gebracht. Die Proben fiir die Stan-
dardkurve wurden wie folgt hergestellt: Die Standardlésung mit einer Konzentration von 5.000
pg/ml wurde zehn Minuten lang vorsichtig bewegt und anschliefend mit dem Standardverdin-
nungsmittel auf 1.000 pg/ml verdinnt. Anschliefend wurden 7 Probenréhrchen mit 250l Stan-
dardverdunnungslosung gefullt und eine Verdiinnungsreihe erstellt. Dazu wurden 250ul aus der
Losung mit 1.000pg/ml enthnommen und in das, mit 250ul Standardverdiinnungslésung gefullte,
Probenréhrchen gegeben. Die neue Losung wurde gemischt und der Schritt fir die nachfolgenden
Rohrchen wiederholt, sodass Proben mit folgenden Konzentrationen entstanden: 1.000pg/ml,
500pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5pg/ml, 31,2pg/ml, 15,6pg/ml. Als Leerwert (Opg/ml) wurde
die Standardverdiinnungslosung verwendet.

Detektionsreagenz A und Detektionsreagenz B wurden kurz zentrifugiert und mit dem Verdin-
nungsmittel A bzw. B 100-fach verdiinnt.

Fur die Waschlésung wurden 20 ml Waschlésungskonzentrat mit 580ml destilliertem Wasser
verdunnt.

In der Anleitung wurde eine 50-fache Verdinnung von Plasma-/Serum-Proben empfohlen. Da
die Proben mit dieser Verdiinnung unterhalb der Standardkurve lagen nutzte ich eine 10-fache

Verdlnnung. Hierzu wurden 50pl der Probe mit 450 pl PBS (phosphate bufferd saline) gemischt.

Durchfiihrung des SACE2-ELISA

Um die Luftfeuchtigkeit zu erhdhen, wurde innerhalb der Sterilbank mithilfe eines Wasserkochers
Wasserdampf erzeugt.

Jeweils 100pl der Proben der Standardkurve und der zu messenden Proben wurden in die 96 Wells
Platte pipettiert, mit einer Folie (plate sealer) abgedeckt und bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben entfernt, ohne zu waschen. Mit einer Multichanel-Pipette wur-
den 100ul vom Detektionsreagenz A in jedes Well gegeben, die Platte wurde abgedeckt und eine
Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Flissigkeit mit einer Multichanel Pipette ent-
fernt und vier Mal mit 250 ul Waschflissigkeit mit einer Einwirkzeit von 1-2 Minuten, gewa-
schen. Um verbleibende Waschflissigkeit zu entfernen wurde die Platte auf saugfahiges Papier

geklopft. Danach wurde 100l des Detektionsreagenz B hinzugefugt, die Platte mit einer Folie
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abgedeckt und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die Waschschritte wurden fiinf Mal wie oben be-
schreiben wiederholt. Es wurden 90ul der TMB-Substratlésung in jedes Well gegeben, die Platte
mit einer Folie abgedeckt und vor Licht geschiitzt fiir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschlie-
Rend wurde 50ul der Stopp-Ldsung hinzugegeben, was zu einem Farbumschlag von blau zu gelb
fuhrte. Durch Bertihren der Platte wurden die Proben vorsichtig gemischt. Direkt anschlieRend

wurde die Absorption bei 450nm mit dem Microplate Reader gemessen.

5.2.3.2 sTMPRSS2-Messung

Fur die Messung des sSTMPRSS2 wurde ein kommerziell erhdltlicher Sandwich-ELISA von
MyBioSource (Human Transmembrane Protease, Serine 2 (TMPRSS2) ELISA Kit,
MBS2019705, MyBioSource, San Diego (USA)) verwendet.

Die niedrigste messbare sTMPRSS2-Konzentration liegt nach Angaben des Herstellers bei
0,054ng/ml. Die intra-assay coefficient of variation (CV) und die inter-assay CV fiir das Test-Kit
wurden mit <10% bzw. <12% angegeben.

Die sTMPRSS2-Messung erfolgte zu grof3en Teilen analog zur SACE2-Messung (vgl. 5.2.3.1.
SACE2-Messung). Abweichende Schritte werden nachfolgend erléutert.

Vorbereitung der Reagenzien und Proben (sSTMPRSS2)

Die Proben fir die Standardkurve wurden wie folgt hergestellt: Die Standardlésung mit einer
Konzentration von 80ng/ml wurde zehn Minuten lang vorsichtig bewegt und anschlieend mit
dem Standardverdinnungsmittel auf 10ng/ml verdiinnt. AnschlieBend wurden 7 Probenréhrchen
mit 250ul Standardverdiinnungslsung gefillt und eine Verdiinnungsreihe erstellt. Dazu wurden
250ul aus der Losung mit 10ng/ml entnommen und in das mit 250l Standardverdiinnungslésung
gefulltem Probenréhrchen gegeben. Die neue Losung wurde gemischt und der Schritt fiir die
nachfolgenden Rohrchen wiederholt, so dass Proben mit folgenden Konzentrationen entstanden:
10ng/ml, 5ng/ml, 2,5ng/ml, 1,25ng/ml, 0,625ng/ml, 0,312ng/ml, 0,156ng/ml. Als Leerwert
(Ong/ml) wurde die Standardverdiunnungsldsung verwendet.

Detektionsreagenz A und Detektionsreagenz B und die Waschldsung wurden analog zum sACE2-
ELISA hergestellt.

Die erste ELISA-Platte wurde mit einer 2-fachen Verdinnung der Probe durchgefuhrt (60 pl
Probe und 60pl PBS. Hier lagen die STMPRSS2-Werte unterhalb der Standardkurve, sodass ich

anschlieBend mit unverdiinnten Proben arbeitete.

Durchfihrung des sSTMPRSS2-ELISA
Alle Schritte des STMPRSS2-ELISA erfolgten analog zum sACE2-ELISA (vgl. Durchfiihrung
des SACE2-ELISA).
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5.2.4 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit SPSS, Version 25, ausgewertet.

Da die Variablen nicht normalverteilt sind werden sie als Median und Interquartilsabstand (IQR)
angegeben. Der IQR bildet den Wert der 25. und der 75. Perzentile ab. Fir SACE2-Werte, die
unterhalb des Y-Achsen-Messbereichs lagen, wurde 2pg/ml angenommen.

Zur deskriptiven Statistik wurden Median (IQR) und die Verteilung der Variablen Alter, Ge-
schlecht und SACEZ2 in den einzelnen Gruppen und der Gesamtheit aller Messwerte bestimmt.
Um die Gleichheit zwischen der sACE2-Konzentration im Serum und im Lithium-Heparin-
Plasma zu untersuchen, wurde ein Wilcoxon-Test durchgefiihrt.

Um Unterschiede zwischen den Gruppen zu detektieren wurde ein Mann-Whitney-U-Test ver-
wendet. Mithilfe einer linearen multifaktoriellen Regressionsanalyse flir Alter und Geschlecht
wurde der Einfluss auf die SACE2-Konzentration innerhalb der Gesamtheit der Messwerte und in
den einzelnen Gruppen untersucht.

Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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6 Ergebnisse
6.1 Deskriptive Statistik

In der Arbeit wurden insgesamt 576 Probanden eingeschlossen, die in sieben Gruppen unterteilt
wurden (vgl. Tabelle 2: Ubersicht iiber die Studienpopulation). Dazu gehdren Patienten aus der
Dermatologischen Ambulanz (nachfolgend Dermatologie), Patienten, die stationar in der Inneren
Medizin (Kardiologie, Dialyse und Pneumologie (ohne COVID-19)) behandelt wurden, Patienten
aus der Kinderklinik, Proben von Erwachsenen und Kindern mit COVID-19, eine Gruppe von
Menschen mit Down-Syndrom und eine gesunde Vergleichsgruppe. Bei 553 Probanden lagen
Informationen zu Alter und Geschlecht vor. Die Daten sind nicht normalverteilt und werden als
Median und Interquartilsabstand (IQR) (25.-27. Perzentile) angegeben. Das Alter der Probanden
betrug 20 (5,73- 61,6) Jahre, 241 (43,6%) davon waren weiblich. Die weiblichen Probanden hat-
ten ein Alter von 19,8 (5,25-62,3) Jahren. Ménnliche Probanden waren 18,58 (5,7- 60,5) Jahre
alt.

Anzahl Alter (bei Durch- Geschlecht Konzentration von
der Pro-  fuhrung) in Jahren = (Weiblich/Gesamt) sACE2 (pg/ml)
banden Median (IQR (25.- Median (IQR (25.-75.
75. Perzentile)) Perzentile))
Dermatologische = 59 60 (40,25-76,75) 35/59 (59,3%) 272,87 (176,32-438,54)
Ambulanz
Innere Medizin 138 69,9 (59,7-78,33) 54/138 (39,1%) 518,56 (280,1-868,90)
Dialyse 37 67,75 (59,1-78,0) 10/37(27%) 545,67 (317,198-735,88)
Kardiologie 47 76,1 (67,1-83,6) 26/47 (55,3%) 426,53 (252,25-922,41)
Pneumologie 54 63,45 (56,8-72,2) 18/54 (33,3%) 565,15 (291,43-1025,98)
(kein COVID-
19)
Péadiatrie 263 5,25 (0,7-13,3) 113/260 (43,5%) 704,46 (102,00-2017,798)
3 fehlen
Patienten mit 12 nicht bekannt nicht bekannt 911,34 (435,022-2358,91)
Down-Syndrom
Erwachsene mit 31 69,6 (53,7-80,1) 10/23 (45,5%) 2013,33 (1043,1-3792,24)
COVID-19 8 fehlen
Kinder mit 10 8,4 (5,6-14,3) 4/10 (40%) 1286,45 (768,34-
COVID-19 1696,819)
Gesunde 63 30 (22-38) 25/63 (39,7%) 365,2 (237.7-656.3)
Kontrollen
Gesamt 576 20 (5,73- 61,6) 241/553 (43,6%) 567,73 (188,1-1332,1)

Tabelle 2: Ubersicht tber die Studienpopulation

Angegeben sind die Anzahl der Probanden, die epidemiologischen Daten und die SACE2-
Konzentration (pg/ml) in den verschiedenen Gruppen, als Median (Interquartilsabstand (25.-57.-
Perzentile)). Die vorliegenden Daten wurden im Rahmen dieser Arbeit erstellt und zum Teil be-
reits in @hnlicher Form veréffentlicht [210].



In der dermatologischen Ambulanz wurden 59 Proben entnommen. Das Patientenalter betrug 60
(40,25-76,75) Jahre und umfasst 35 weibliche und 24 ménnliche Patienten.

138 erwachsene Patienten wurden stationar in der Inneren Medizin behandelt. Dabei lagen sie auf
den Normalstationen der Kardiologie, Pulmonologie (ochne COVID-19) und der Dialyse. 54 Pa-
tienten waren weiblich (39,1%). VVon 37 Dialysepatienten, waren 10 weiblich (27%). Hier betrug
das mediane Alter 67,75 (59,1-78,0) Jahre. 47 Patientenproben wurden auf der kardiologische
Normalstation (fiir Erwachsene) abgenommen, hierunter waren 26 Frauen (55,3%) und das Alter
betrug 76,1 (67,1-83,6) Jahre. Die 54 Patientenproben aus der Pulmonologie umfassen 18 Frauen
(33,3%), Das Alter lag bei 63,45 (56,8-72,2) Jahren.

Aus der Kinderklinik stammen 263 Proben, von 113 weiblichen und 147 ménnlichen Patienten.
Nicht alle Proben stammen von Minderjahrigen, das mediane Alter betragt 5,25 (0,7-13,3) Jahre.
Es wurden 12 Patienten mit Down-Syndrom eingeschlossen. Das Alter und Geschlecht der Pati-
enten waren nicht bekannt.

VVon den 31 Erwachsenen mit COVID waren 10 weiblich (45,5%). Das Alter lag bei 69,6 (53,7-
80,1) Jahren.

10 Kinder mit COVID-19, davon 4 weiblich (40%) wurden eingeschlossen. Das Alter lag bei 8,4
(5,6-14,3) Jahren.

Die gesunde Kontrollgruppe besteht aus 63 Probanden, davon 25 weiblich (39,7%) mit einem
Alter von 30 (22-38) Jahren.
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Der Median der sSACE2-Konzentration bei Einbezug aller Messwerte liegt bei 567,73pg/ml (IQR
1243,48). Die hochste mediane SACE2-Konzentration im Blut liegt bei den Erwachsenen mit
COVID-19 vor (2013,33pg/ml), absteigend folgen Kinder mit COVID-19 (1286,45pg/ml), Kin-
der mit Down-Syndrom (911,34pg/ml), Patienten der Padiatrie (704,46pg/ml), Patienten der In-
neren Medizin (518,56pg/ml), die gesunden Kontrollen (365,2pg/ml) und die Patienten der Der-
matologie (272,87pg/ml) (vgl. Abbildung 8: Mediane SACE2-Konzentration (pg/ml) in den ver-
schiedenen Gruppen.)

Histogramm der medianen sACE2-Konzentration (pg/ml) in unterschiedlichen Gruppen
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Abbildung 8: Mediane SACE2-Konzentration (pg/ml) in den verschiedenen Gruppen.
Histogramm mit 95% Konfidenzintervall als Fehlerbalken.
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6.2 SACE2 und Geschlecht

Bei weiblichen Probanden liegt die mediane Konzentration von SACE2 mit 468,02pg/ml (183,15-
1298,15) etwas niedriger als bei ménnlichen Probanden. Median: 526,57pg/ml (185,45-1284,76).
Berlcksichtigt sind alle Probanden, bei denen eine Angabe zum Geschlecht vorlag (vgl. Abbil-

dung 9: Mediane sACE2-Konzentration (pg/ml) nach Geschlecht).

Histogramm der medianen sACE2-Konzentration
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Abbildung 9: Mediane sACE2-Konzentration (pg/ml) nach Geschlecht
Histogramm mit dem 95% Konfidenzintervall als Fehlerbalken.

Dieser Unterschied ist bei Berticksichtigung aller Gruppen nicht signifikant (p= 0,432). Auch
wenn Probanden unter 18 Jahren von der Analyse ausgeschlossen werden, besteht keine Korrela-
tion zwischen Geschlecht und der Hohe des SACE2 (p= 0,564).

Bei den Patienten aus der Dermatologie ist das SACE2 bei Mé&nnern signifikant niedriger als bei
Frauen (B=-152,627, p=0,041) bei allen anderen Gruppen besteht kein signifikanter Zusammen-
hang zwischen Geschlecht und der Hohe des SACE2 (Innere Medizin p=0,934, Kinderklinik
p=0,618, Erwachsene mit COVID-19 p=0,601, Kinder mit COVID-19 p=0,919, gesunde Kon-
trollen p=0,174) (vgl. Tabelle 3: Einfluss des Geschlechts auf die H6he der sSACE2-Konzentration

innerhalb verschiedener Gruppen).
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Gruppe p-Wert Gruppe p-Wert
Alle 0,432 Kinderklinik 0,618
Alle > 18 Jahre 0,564 Dermatologische Am- = B=-152,627,
bulanz p=0,041
Innere Medizin 0,934 Gesunde Kontrollen 0,184
Kardiologie 0,227 Erwachsene mit 0,601
COVID-19
Dialyse 0,390 Kinder mit COVID-19 0,854
Pulmologie 0,224

Tabelle 3: Einfluss des Geschlechts auf die Hohe der SACE2-Konzentration innerhalb verschiede-
ner Gruppen.

Nur in der dermatologischen Ambulanz gib es einen signifikanten Unterschied beziglich des Ge-
schlechts, hierbei ist die SACE-2-Konzentration bei Mannern signifikant niedriger.

6.3 SACE2und Alter

Bei Betrachtung aller Messwerte ergibt sich eine signifikante negative Korrelation zwischen dem
Alter in Monaten (unabhéngige Variable) und der Konzentration des SACE2 Regressionskoeffi-
zient B: -0,842+0,243 (Standardfehler), p = 0,001.

Interessanterweise besteht bei den Patienten mit COVID-19 (Kinder und Erwachsene) eine signi-
fikant positive Korrelation zwischen dem Alter und der Hohe des sACE2 (B=2,309+1,012,
p=0,03). Also je héher das Alter desto hoher die SACE2-Konzentration (vgl. Abbildung 10: Zu-
sammenhang von sACE2-Kozentration und Alter bei Patienten mit COVID-19).

Zusammenhang von Alter und sACE2-Konzentration bei Patienten mit COVID-19
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Abbildung 10: Zusammenhang von sSACE2-Kozentration und Alter bei Patienten mit COVID-19

Pro Monat nimmt die SACE2-Konzentration um 2,309+1,012 pg/ml zu. Die dargestellten Daten
wurden im Rahmen dieser Arbeit erstellt und bereits in ahnlicher Form verdffentlicht [210].
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Bei der Betrachtung der einzelnen Teilgruppen findet sich ein statistisch signifikanter positiver
Alterszusammenhang nur bei Patienten der dermatologischen Ambulanz (B=0,45, p=0,005). In
den anderen Gruppen, also in der Inneren Medizin (p =0,675), Kinderklinik (p=0,184) und in der
Pulmonologie (p=0,56), bei Erwachsenen mit COVID-19 (p=0,364), bei den Kindern mit
COVID-19 (p=0,510) und den gesunden Kontrollen (p=0,558) besteht keine signifikante Al-
terskorrelation zur Hohe der SACE2-Konzentration.

6.4 Unterschiede der SACE2-Konzentration zwischen den Gruppen

Die Hohe der SACE2-Werte unterscheidet sich zwischen den Gruppen (vgl. 6.1 Deskriptive Sta-
tistik).

Die sACE2-Konzentration der Erwachsenen mit COVID-19 ist signifikant hoher als die der ge-
sunden Kontrollen (p<0,001), der Inneren Medizin (p<0,001), der Kinderklinik (p<0,001) und der
dermatologischen Ambulanz (p=0,004). Die Kinder mit COVID-19 unterschieden sich signifi-
kant von den gesunden Kontrollen (p<0,001), zur Inneren Medizin (p=0,001) und zur dermatolo-
gischen Ambulanz (p<0,001) (vgl. Tabelle 4 und vgl. Abbildung 11). Zur SACE2-Konzentration
der gesunden Kontrollgruppe l&sst sich zudem ein signifikanter Unterschied zu den Patienten der
Inneren Medizin feststellen (p=0,010).

Histogramm der medianen sACE2-Konzentration bei Kindern und
Erwachsenen mit und ohne COVID-19
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Abbildung 11 : Vergleich der medianen sACE2-Konzentrationen bei Kindern und Erwachsenen
mit und ohne COVID-19

*** signifikanter Unterschied mit p<0,001. Die dargestellten Daten wurden im Rahmen dieser
Arbeit erstellt und bereits in @hnlicher Form veréffentlicht [210]
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Die sACE2 Konzentration der Patienten mit Down-Syndrom unterscheiden sich signifikant zu
den Gesunden Kontrollen (p=0,003) und der Inneren Medizin (p=0,046), allerdings nicht zu den
Patienten mit COVID-19 (vgl. Abbildung 12: Mediane SACE2-Konzentration zwischen Proban-

den mit Down-Syndrom, gesunden Kontrollen und Erwachsenen mit COVID-19).

Histogramm der medianen sACE2-Konzentration (pg/ml) bei Probanden
mit Down-Syndrom, Gesunden und Patienten mit COVID-19
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Abbildung 12: Mediane sSACE2-Konzentration zwischen Probanden mit Down-Syndrom, gesun-
den Kontrollen und Erwachsenen mit COVID-19

Histogramm mit 95%-Konfidenzintervall als Fehlerbalken. Es besteht ein signifikanter Unter-
schied zwischen Gesunden und Probanden mit Down-Syndrom (p=0,003)
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p-Wert p-Wert
COVID-19-Erwachsene vs. <0,001 Gesunde Kontrollen vs. Innere 0,010
Gesunde Kontrollen Medizin
COVID-19-Erwachsene vs. <0,001 Gesunde Kontrollen vs. Dermato- 0,094
Innere Medizin logische Ambulanz
COVID-19-Erwachsene vs <0,001 Down-Syndrom vs. Gesunde Kon- 0,003
Kinderklinik trollen
COVID-19-Erwachsene vs. 0,114 Down-Syndrom vs. Kinderklinik 0,270
COVID-19-Kinder
COVID-19-Erwachsene vs. <0,001 Down-Syndrom vs. COVID-19- 0,705
Dermatologische Ambulanz Kinder
COVID-19-Kinder vs. Gesunde  <0,001 Down-Syndrom vs. COVID-19- 0,064
Kontrollen Erwachsene
COVID-19-Kinder vs. Kinder- 0,222 Down-Syndrom vs. Innere Medi- 0,046
klinik zin
COVID-19-Kinder vs. Innere 0,001 Kinderklinik vs. Innere Medizin 0,275
Medizin
COVID-19-Kinder vs. <0,001 Kinderklinik vs. Dermatologische 0,004
Dermatologische Ambulanz Ambulanz
Gesunde Kontrollen vs. Kinder- 0,065 Dermatologische Ambulanz vs. <0,001
klinik Innere Medizin

Tabelle 4: Ubersicht tiber den Vergleich der SACE2-Konzentration innerhalb der verschiedenen
Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test

6.5 Vergleich von SACE2 im Serum und im Lithium-Heparin-Plasma

Um zu untersuchen, ob sich die SACE2-Konzentration in Serum- und Lithium-Heparin-Plasma-
Proben unterscheiden, wurden die SACE2-Konzentration in zeitgleich gewonnenen Proben beider
Materialien gemessen. Soweit aus der Literatur bekannt ist, wurde bisher kein Unterschied in der
SACE2-Konzentration in unterschiedlichen Blutproben-Materialien beschrieben. Hierzu wurde
Serum bzw. Plasma von 12 Patienten, davon 7 weiblich (63,6%), (bei einer Person ist das Ge-
schlecht nicht bekannt) zeitgleich abgenommen. Das Alter betrug 4,5 (2-17,25) Jahre. Die medi-
ane SACE2-Konzentration lag im Serum mit 301,82 (129,58-839,54) pg/ml hoher als im Plasma
mit 20,0 (20,0-111,31) pg/ml. Allerdings ist der Unterschied nicht statistisch signifikant. Im
Wilcoxon-Test ergibt sich ein p-Wert von 0,110. Somit kdnnen die SACE2-Konzentrationen im

Serum und Lithium-Heparin-Plasma verglichen werden.

6.6 Messung von STMPRSS2

Die Messung der sSTMPRSS2-Konzentration verlief frustran. Bei der ersten Durchfiihrung des
ELISAs lagen fast alle Messwerte bei einer 1:1 Verdiinnung unterhalb des Messniveaus von
0,054ng/ml. Auch bei Wiederholung des Versuchs mit unverdiinnten Proben gelang kein Nach-
weis von STMPRSS2. Es wurden sowohl Serum als auch Plasma-Proben verwendet. Die Mess-

werte der Standardkurve waren in beide Fallen korrekt.
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7 Diskussion

Teile der Diskussion wurden bereits in &hnlicher Form in einem Paper, das im Rahmen
dieser Arbeit entstanden ist, veroffentlicht [210].

7.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

In dieser Promotion wurde die SACE2- und die STMPRSS2-Konzentration im Blut in verschie-
denen Patientenkollektiven, darunter Kinder und Erwachsene mit COVID-19 und Kinder und Er-
wachsene mit unterschiedlichen Vorerkrankungen, im Vergleich zu einer gesunden Kontroll-
gruppe gemessen. Beide Enzyme spielen eine Schlisselrolle in der Infektion mit SARS-CoV-2.
Das Ziel, Einblicke in die SACE2-Konzentrationen in den einzelnen Gruppen zu erhalten, die mit
unterschiedlichen Verlaufsformen von COVID-19 assoziiert sind, wurde erreicht. Die Messung
von STMPRSS2 blieb leider erfolglos.
Insgesamt wurden tber 550 Probanden in die Studie eingeschlossen, darunter waren etwas weni-
ger als die Halfte Kinder und Jugendliche. Die wesentlichen Ergebnisse der Studie sind:
¢ Die Konzentration von sACE2 ist bei an COVID-19 Erkrankten héher, als bei allen an-
deren Gruppen und unterscheidet sich signifikant zur Kontrollgruppe gesunder Erwach-
sener. Das gilt fur Kinder und Erwachsene mit COVID-19 gleichermafen.
¢ Kinder mit COVID-19 weisen ein niedrigeres SACE2 auf als Erwachsene mit COVID19.
Je hoher das Alter bei COVID-19 Erkrankten, desto hoher die SACE2-Konzentration.
e Patienten mit Down-Syndrom haben ein signifikant hoheres SACE2 als die gesunden Er-
wachsenen.
e Gesunde Erwachsene haben geringere sSACE2-Werte als Patienten der Inneren Medizin.
e Weibliche Probanden haben ein niedrigeres SACE2 als Mannliche, der Unterschied ist

allerdings nicht signifikant.

7.2 Diskussion der Methoden

7.2.1 Auswahl der Probanden und Studiendesign

Die Proben wurden, abgesehen von der gesunden Vergleichsgruppe, von Patienten gesammelt,
die sich im Krankenhaus vorgestellt hatten oder dort station&r oder ambulant behandelt wurden.
Aufgrund des Studiendesigns, das bereits anonymisierte Proben verwendete, standen keine klini-
schen Daten wie Diagnose, Medikation oder Outcome der Probanden zur Verfugung. Die Eintei-
lung der Gruppen erfolgte nach der Abteilung, in der die Patienten behandelt wurden. Bei weite-
ren Studien, die sich mit der SACE2-Konzentration im Blut befassen, wére es empfehlenswert
Klinische Charakteristika der Probanden zu kennen, um mdgliche Einflussfaktoren wie die Vor-
erkrankungen auf die SACE2-Konzentration quantifizieren zu kdnnen.

Im Unterschied zu anderen Arbeiten, die die SACE2-Konzentration im Blut bei COVID-19-
Patienten gemessen haben, wurden hier verschiedene Vergleichsgruppen, insbesondere eine ge-

sunde Kontrollgruppe zu den an COVID-19 Erkrankten, verwendet. Beispielsweise haben Rieder
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et al. [152] die SACE2-Konzentration von Patienten mit respiratorischen Symptomen mit und
ohne COVID-19 untersucht. Lerner et al. [95] haben die SACE2-Konzentration bei Patienten mit
COVID-19 im Krankheitsverlauf gemessen. Beide haben auf eine gesunde Kontrollgruppe ver-
zichtet. Eine Stérke der Studie ist, dass durch die Verwendung von Vergleichsgruppen die Ergeb-
nisse in einen Kontext zur gesunden Allgemeinbevélkerung gesetzt werden kdnnen.

Zum Vergleich der sACE2-Werte bei Kindern ware eine Vergleichsgruppe mit gesunden Kindern
wiinschenswert gewesen. Da eine Blutabnahme flir Kinder sehr unangenehm ist sollte diese mog-
lichst restriktiv erfolgen. Somit wurde hier darauf verzichtet, gesunden Kindern fir Forschungs-
zwecken Blut abzunehmen.

Alle Patienten mit COVID-19 wurden stationdr betreut. Somit ist die Aussagekraft hinsichtlich
Patienten mit einem milden Verlauf limitiert.

Die Kohortenstérke der Patienten mit COVID-19 (n=31 Erwachsene n=10 Kinder) und der Per-
sonen mit Trisomie 21 (n=12) ist relativ gering. Das kann die Ergebnisse verzerren. Somit sollten
erneute Studien mit groReren Kohorten durchgefiihrt werden.

In dieser Studie wurden Blutproben als Untersuchungsmaterial gewahlt, weil sie relativ einfach
zu gewinnen sind und einen Einblick in die Bedeutung von SACE2 in vivo geben. Allerdings ist
anzumerken, dass die SACE2-Konzentration im Blut nicht zwangslaufig Ruckschliisse auf die
membrangebundene Form zulasst [55,167]. Zudem erfolgt der erste Kontakt von SARS-CoV-2
meist lber die Schleimhdute des Respirationstrakts [168] und es kommt erst sekundar zu einer
Verbreitung des Virus innerhalb des Kdrpers und Uber das Blut. Somit kénnen bei der initialen
Infektion auch andere Schutzmechanismen von Bedeutung sein, Uber die durch das gewéhlte Pro-

benmaterial keine Aussage getroffen werden kann.

7.2.2 ELISA als Nachweisverfahren

In dieser Arbeit wurde die SACE2-Konzentration mittels Sandwich-ELISA gemessen und zufrie-
denstellende Ergebnisse erzielt. Die Verwendung eines ELISAs ist gangig fir die Quantifizierung
von SACE2 und wurde in vielen anderen Studien genutzt [95,106,152,187]. Eine andere Mog-
lichkeit der SACE2 Messung ist die Verwendung der proprietary proximity extension assay (PEA)
technology, bei der mit Oligonukleotiden markierte Antikdrper an SACE2 binden und dann mit-
tels PCR quantifiziert werden [7]. Dieses Verfahren wurde z.B. von Sama et al. [167] und Sward
et al. [184] zur Messung von SACE2 verwendet. Hier besteht der Nachteil, dass das Ergebnis

relativ ist und nicht in absolute Zahlen umgerechnet werden kann [167].

Die Messung von sTMPRSS2 mittels ELISA wurde in der Literatur beschrieben und von Lee et
al. [106] und Lerner et al. [95] genutzt. Bei mir lagen die Messwerte von STMPRSS2 unterhalb
des Messbereichs. Bei Lerner et al. [95] lagen die medianen Werte der sTMPRSS2-Konzentrati-

onen zwischen 3,58 und 8,34 ng/ml, was innerhalb des Messbereichs des hier verwendeten

40



ELISA-Kits (0,054ng/ml-10ng/ml) liegt. Trotzdem gelang keine valide Messung. Die Standard-
kurven des ELISAs und ein aus der Standardkurve gewonnener Kontrollwert waren akzeptabel,
sodass ein methodischer Fehler oder ein Versagen des ELISA-Kits unwahrscheinlich sind. Lee et
al. [106] und Lerner et al. [95] haben fur die STMPRSS2-Messung mit ELISA-Kits verschiedener
Hersteller Serum-Proben verwendet wahrend in der vorliegenden Studie neben Serum- auch
Plasma-Proben genutzt wurden. Das hier genutzte ELISA-Kit ist auch fur die Messung in Li-
thium-Heparin-Plasma geeignet, mdglicherweise ist sSTMPRSS2 aber im Serum besser messbar.
Weitere Erklarungsansatze fur das Ergebnis konnten ein mehrmaliges Auftauen der Proben, oder
eine langere Lagerungsdauer (max. 5 Monate bei -20°C) sein, die den Nachweis von sSTMPRSS2
erschwert haben. Auch mdéglich wére, dass die Konzentrationen von sSTMPRSS?2 in den Proben
tatséchlich unter 0,054ng/ml liegt, da bisher keine Normwerte flir sSTMPRSS2 bestimmt wurden.
Zusammenfassend ist anzunehmen, dass die Messung aufgrund von technischen Aspekten oder
der Probenasservierung und Lagerung nicht gelang. Hier sollten weitere Untersuchungen mittels
ELISA eines anderen Herstellers mit Serum-Proben folgen, um die STMPRSS2-Level im Blut

exakt zu bestimmen.

7.3 Diskussion der Ergebnisse

7.3.1 Hohere sACE2-Konzentrationen bei COVID-19 und Interpretation

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass Patienten mit COVID-19 ein hohes
SACE?2 Level haben, das sich signifikant von dem SACE2 Level der Gesunden unterscheidet. Dies
gilt fir Kinder und Erwachsene gleichermaRen. Passend zu diesem Ergebnis wurden hohe
SACE2-Konzentrationen bei Patienten mit COVID-19, auch von Lundstrém et al. [123] beschrie-
ben. Auch konnte eine erhéhte SACE2-Konzentration von Reindl-Schwaighofer et al. [138]. bei
Patienten mit einem schweren Verlauf von COVID-19 festgestellt werden. Patel et al. [149] wies
eine hohere SACE2-Aktivitat bei genesenen COVID-19-Patienten im Vergleich zu Gesunden
nach. Zuvor wurde ein Zusammenhang zwischen der SACE2-Aktivitat und der SACE2-Konzent-
ration beschrieben [220], weswegen auch diese Forschungsarbeiten dieses Ergebnis stutzt.
Uberraschenderweise haben Osman et al. [135] eine verminderte SACE2-Konzentration bei Pati-
enten mit einer prolongierten Virusausscheidung im Vergleich zu Gesunden festgestellt. Rieder
et al. [152] konnten zwischen Patienten mit respiratorischen Symptomen mit bzw. ohne COVID-
19 keine Unterschiede in der SACE2-Konzentration feststellen. Moglicherweise ist dies durch die
in diesen Studien verwendete geringe KohortengrdRe oder den unterschiedlichen Zeitpunkt der
Abnahme der Proben nach Erkrankungsbeginn zu erklaren.

Hier konnte nachgewiesen werden, dass das SACE2-Level bei Erwachsenen mit COVID-19 sig-
nifikant hoher ist als das SACE2-Level von Patienten der Kinderklinik und der Inneren Medizin.
Hierbei wiesen internistische Patienten und die Patienten der Kinderklinik eine hdhere SACE2-
Konzentration auf als gesunde Kontrollen. Der Unterschied zwischen den internistischen Patien-

ten und den gesunden Kontrollen ist signifikant. Dieses Ergebnis lasst zwei mdgliche Hypothesen
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zu, die nachfolgend im Detail erldutert werden: 1) Hohes SACE2 kodnnte ein Risikofaktor fir die
Infektion mit SARS-CoV-2 und einen schweren Krankheitsverlauf darstellen und 2) die Infektion
mit SARS-CoV-2 kénnte Uber das Virus selbst oder die Inflammation zu einer Erhéhung von
SACE2 fiihren.

Zu 1): Personen mit internistischen Erkrankungen scheinen generell ein htheres SACE2 zu expri-
mieren als Gesunde, signifikant ist der Unterschied zwischen den internistischen Patienten und
den Gesunden Kontrollen sowie den Patienten der Dermatologischen Ambulanz. Das passt zu der
Studie von Rice et al. [151], die einen Zusammenhang zwischen verschiedenen Vorerkrankungen
(z.B. Kardiovaskular, Diabetes, Adipositas) und einer hohen sACE2-Konzentration beschreibt.
Treskova-Schwarzbach et al. [194] haben in ihrem Review genannte Vorerkrankungen als Risi-
kofaktor fur einen schweren Verlauf von COVID-19 identifiziert. Dermatologische Vorerkran-
kungen stellen laut Treskova-Schwarzbach et al. [194] keinen Risikofaktor flr einen schweren
Verlauf dar, entsprechend zeigte sich in dieser Gruppe eine niedrige SACE2-Konzentration.
Zusammengenommen legt das die Vermutung nahe, dass eine hohe sACE2-Konzentration ein
Risikofaktor flr eine Infektion mit SARS-CoV-2 bzw. einen schweren Verlauf ist. Hierfir spre-
chen auch die in vitro-Experimente von Yeung et al. [217], bei welchen ein im physiologischen
Bereich gelegenes hoheres sACE2 die Infektion der Zellen verbessert. Hohe sACE2-Werte
(>7200 pg/ml) bei COVID-19 Patienten sind laut Lerner et al. [95] mit der Notwendigkeit einer
Beatmung assoziiert, was die Hypothese von hohen sACE2-Werten als Risikofaktor stiitzt. Um
diese Hypothese zu priifen ware eine prospektive Studie, die das SACE2-Level und das Risiko an
COVID-19 zu erkranken untersucht, zielfiihrend.

Zu 2) Der signifikante Unterschied des sACE2-Levels der internistisch erkrankten Personen zu
den Personen mit COVID-19 legt die Vermutung nahe, dass SARS-CoV-2 selbst, oder die mit
der Infektion einhergehende pathophysiologische Veranderungen, wie Inflammation, die SACE2-
Konzentration erhéht. Entsprechend haben Reindl-Schwaighofer et al. [149] hoheres SACE2 bei
Patienten mit schwerer COVID-19-Erkrankung nachgewiesen. Auch wurde fiir SARS-CoV-1
festgestellt, dass es (iber Shedding ACE2 von der Zelle abspalten kann, wodurch SACE2 entsteht
[68,74]. Dies ware auch fir SARS-CoV-2 denkbar. Auch Hypoxie, ein typisches Problem bei-
COVID-19, kann die SACE2-Konzentration erhéhen [91]. Hier kdnnten weiterfuhrende Studien,
die Effekte einer SARS-CoV-2-Infektion auf zelluldrer Ebene untersuchen, Einblicke liefern.
Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dass sehr hohe Dosen an rekombinantem humanen
SACE2 SARS-CoV-2 neutralisieren kénnen [129], was im Rahmen einer Case Study erfolgreich
angewendet wurde und zu einer zugigen Verbesserung der klinischen Symptome der Patientin

beitrug [227]. Somit scheint SACE2 je nach Konzentration eine Doppelrolle zu spielen.

7.3.2 SACE2 bei Kindern mit und ohne COVID-19
Eine Starke der vorliegenden Studie ist, dass Kinder und Jugendliche in die Messungen einge-

schlossen wurden. Bisher sind wenige Studien zu SACE2 bei Kindern durchgefuhrt worden
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[140,184] und soweit bekannt, wurde hier erstmals die SACE2-Konzentration bei Kindern mit
COVID-19 gemessen und mit anderen Gruppen verglichen. Die ist relevant, da das Alter ein we-
sentlicher Risikofaktor fur einen schweren Verlauf von COVID-19 ist und Kinder meist mild
erkranken [122,125].

Das Ergebnis, dass Patienten der Kinderklinik ein htheres SACE2-Level haben als die erwachse-
nen Patienten der Inneren Medizin, ist Uberraschend. Studien mit gesunden Kindern zeigten nied-
rigere SACE2-Werte im Vergleich zu Erwachsenen. Bei Pavel et al. [140] lagen die SACE2-Werte
gesunder Kinder unter fiinf Jahren niedriger als bei gesunden Erwachsenen und Sward et al. [184]
stellten einen Anstieg der SACE2-Konzentration wahrend der Pubertét fest. Auf Ebene der Gen-
expression in nasalen Epithelzellen konnten Bunyanvanich et al. [21] ebenfalls eine niedrigere
Genexpression von ACE2 bei Kindern feststellen. Im Gegensatz zu den genannten Studien sind
die Kinder in der vorliegenden Arbeit erkrankt, was ein Erklarungsansatz fur die hthere SACE2-
Konzentration darstellen kdnnte. Zudem ist die Gruppe von der Schwere der Erkrankung her sehr
heterogen, was eine hohere SACE2-Konzentration begtinstigen konnte. Trotzdem besteht ein sig-
nifikanter Unterschied zwischen den SACE2-Konzentrationen der Patienten der Kinderklinik und
den an COVID-19 erkrankten Erwachsenen, was zu dem Ergebnis des Alters als Risikofaktor flr
einen schweren Verlauf von COVID-19 passt [125]. Wie bereits oben erwéhnt, sollte in weiteren
Studien eine Kontrollgruppe mit gesunden Kindern fiir ein tiefergehendes Verstandnis von
SACE?2 bei Kindern verwendet werden.

In der vorliegenden Arbeit haben Kinder mit COVID-19 niedrigere SACE2-Konzentrationen auf-
gewiesen als die Erwachsenen mit COVID-19. Auch wenn dieser Unterschied nicht signifikant
ist, kann es Hinweise auf die besondere Rolle von SACE2 hinsichtlich eines milderen Verlaufs
bei Kindern im Vergleich zu Erwachsenen geben, da ein hohes SACE2 mit einem schwererem
Verlauf assoziiert ist [149].

Zudem wurde bei der Gruppe mit COVID-19 ein positiver Alterszusammenhang nachgewiesen.
Dies passt zu den Daten von Pavel et al. [140] und Sward et al. [184], die einen Anstieg von
SACE2 mit dem Alter beschreiben.

Abgesehen von den Patienten mit COVID-19 und der Dermatologie wurde in keiner anderen
Gruppe ein Anstieg von SACE2 mit dem Alter gefunden, dies kdnnte mdglicherweise durch die
kleine Menge an Patienten oder durch verschiedene Vorerkrankungen der Patienten, die einen

Einfluss auf SACE2 haben, zu erkléren sein.

7.3.3 sACE2 und Geschlecht

Entsprechend vorheriger Studien [123,140,147], lag die SACE2-Konzentration bei weiblichen
Probanden niedriger als bei ménnlichen. Allerdings ist der Unterschied nicht signifikant. In an-
deren Studien konnte fur Méanner ein signifikant hohere SACE2-Werte festgestellt werden

[123,140,147]. Dies ist relevant, da mannliches Geschlecht einen Risikofaktor flr einen schweren
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Verlauf von COVID-19 darstellt [134]. Die Gruppen dieser Studie waren nicht nach Krankheits-
schwere entsprechend des Geschlechts angeglichen, was erklaren kdnnte weswegen kein signifi-

kanter Unterschied gefunden werden konnte.

7.3.4 sACE2 und Down-Syndrom

In der vorliegenden Studie haben Probanden mit Down-Syndrom die hochste SACE2-Konzentra-
tion von allen Probandengruppen ohne COVID-19. Es ist signifikant hoher als das der gesunden
Kontrollen. Pathophysiologisch konnten Komorbiditaten, die beim Down-Syndrom vorkommen
und mit einem hohen sACE2 assoziiert sind, ursachlich sein. Dazu gehdren beispielsweis Diabe-
tes, Adipositas oder Organfehlbildungen, wie angeborene Herzfehler [145,151,181]. Sowohl in
der vorliegenden Arbeit als auch in andere Studien wurde bei Patienten mit COVID-19, insbe-
sondere bei schwerem Verlauf, erhdhte SACE2-Werte festgestellt [123,149]. Hohere SACE2-
Werte konnten im in-vitro Experiment die Infektion der Wirtszelle mit SARS-CoV-2 verbessern
[217]. Somit kdnnen héhere SACE2 bei Personen mit Down-Syndrom eine pathophysiologische
Ursache fur den schwereren Verlauf von COVID-19 [24,33] in dieser Gruppe darstellen. Da die
hier verwendete Kohorte klein war, ware es vielversprechend die SACE2-Messung mit einer gro-

Beren Anzahl an Probanden von Personen mit Down-Syndrom zu wiederholen.

7.3.5 SACE2-Werte im Vergleich zu anderen Studien

Das mediane sACE?2 lag bei den gesunden Kontrollen bei 365,2 (237-656,3) pg/ml, bei den Er-
wachsenen mit COVID-19 bei 2013,33 (1043,1-3792,24) pg/ml und den Kindern mit COVID-19
1286,45 (768,34-1696,819) pg/ml. Die Messwerte der anderen Gruppen lagen dazwischen (vgl.
5. Ergebnisse).

Die Angaben zu sSACE2-Messwerten innerhalb der Literatur differieren stark. So haben Rieder et
al. [152] bei COVID-19-Patienten ein SACE2 im Serum von 1,264pg/ml gefunden, wohingegen
Lerner et al. [95] bei COVID-19-Patienten mediane sACE2-Konzentrationen von 6700pg/ml
(Normal-Station) bzw. 9840pg/ml (Intensivstation) gemessen haben. Bei Reindl-Schwaighofer et
al. [149] lagen die héher gemessene medianen SACE2-Konzentration bei COVID-19 Patienten
bei 15100pg/ml. Lundstrom et al.[123] geben mediane SACE2-Level fir Gesunde von 1400pg/ml
und bei COVID-19-Erkrankten von 5000pg/ml an.

Im Vergleich liegen die hier gemessenen Werte im unteren Bereich. Die starken Differenzen der
SACE2-Konzentrationen sind moglicherweise auf Unterschiede innerhalb der Studienprotokolle,
wie KohortengroRe, Dauer der SARS-CoV-2-Infektion bei Abnahme der Probe (laut Reindl-
Schwaighofer et al. [149] steigt die SACE2-Konzentration im Krankheitsverlauf an) oder Dauer
bis zur Verarbeitung der Probe zuriickzufiihren. Zudem wurden unterschiedliche ELISA-Kits ver-
wendet. Um Normwerte fiir SACE2-Werte feststellen zu kénnen, sind Studien mit einer grof3en

Anzahl gut charakterisierter Probanden notwendig.
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7.4 Ausblick

COVID-19 wird die Welt auch noch in den kommenden Jahren beschéftigen. Somit ist es wichtig
die Pathophysiologie der Erkrankung bestmdglich zu verstehen. Die vorliegende Promotion hat
neue Einblicke in die Bedeutung von sACE2 bei Patienten und insbesondere Kindern mit
COVID-19 geliefert. Die Daten sprechen dafiir, dass eine hthere SACE2-Konzentration im Blut
flr eine COVID-19 Erkrankung und einen schweren Verlauf pradisponiert. Auf Grundlage dieser
Erkenntnisse kdnnen weitere Forschungsarbeiten aufgebaut werden. Hierbei sollte die SACE2-
Konzentration im Blut groRer Kohorten klinisch gut charakterisierter Probanden und Kontroll-
gruppen mit gesunden Kindern und Erwachsenen, gemessen werden. Mittels eines prospektiven
Studiendesigns konnten so tiefergehende Zusammenhénge zwischen sACE2-Konzentration und
dem Risiko an COVID-19 zu erkranken bzw. einen schweren Verlauf zu erleiden, untersucht
werden. Basierend darauf kénnte SACEZ2 als Risikomarker im klinischen Alltag fiir Patienten mit
COVID-19 eingesetzt werden.
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