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4 Einleitung

4.1 Hintergrundinformationen

»,Corona-Pandemie” — das Wort des Jahres 2020 steht synonym fiir eine Zeit, in der die Welt
von einem ,neuartigen Virus” in Atem gehalten wurde.! hren Ursprung soll die weltweite Krise
in Wuhan, der Hauptstadt der Provinz Hubei in der Volksrepublik China, gefunden haben, wo
die nationalen Gesundheitsbehérden am 31.12.2019 den Ausbruch einer akuten
»,Lungenerkrankung” meldeten. Bis zum 03. Januar 2020 wurde die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) Uber insgesamt 44 Fille einer Pneumonie unbekannter
Ursache informiert, deren Ausgangspunkt den chinesischen Behorden zu Folge der Huanan
Seafood Market in Wuhan gewesen sein soll.? Als ursachlicher Krankheitserreger wurde ein
neuartiger Coronavirus-Untertyp identifiziert, dessen vollstandig sequenziertes Genom bereits
am 07. Januar 2020 veréffentlicht wurde und der vom National Center for Biotechnology
Information (NCBI) als Wuhan seafood market pneumonia virus isolate Wuhan-Hu-1 in die
Taxonomie der Datenbank unter der NCBI-GenBank-Nummer MN908947 aufgenommen
wurde.>* Nachdem der neu entdeckte Erreger zunichst als 2019 novel coronavirus (2019-
nCoV) bezeichnet wurde, erfolgte am 11.02.2020 von der Coronavirus Study Group des
International Committee on Taxonomy of Viruses die Umbenennung in severe acute
respiratory syndrome coronavirus type 2 (SARS-CoV-2).> Die durch SARS-CoV-2 ausgeléste
Lungenerkrankung wurde zur gleichen Zeit von der WHO ,,coronavirus disease 2019“ (COVID-

19) getauft.®

Wihrend das Potential fiir eine Ubertragung von Mensch zu Mensch zunichst kontrovers
diskutiert wurde, meldeten thaildndische Behorden bereits am 13. Januar den ersten
bestatigten Fall auRerhalb von China.” Uber Japan, Siidkorea und die USA breitete sich das
Virus weltweit aus, sodass COVID-19 am 11.03.2020 von der WHO offiziell als Pandemie
klassifiziert wurde, zu einem Zeitpunkt, als bereits Gber 118.000 Falle in Gber 114 Landern
bestatigt worden waren.® Das dynamische Infektionsgeschehen hatte zu diesem Zeitpunkt
auch Deutschland erreicht. Schon am 27. Januar 2020 wurde der erste Corona-Fall in dem

bayerischen Landkreis Starnberg bestétigt.> Auch wenn zu Beginn noch eine gezielte

1 vgl. Gesellschaft fiir deutsche Sprache e. V. (29.01.2021).

2 Vgl. World Health Organization (2020b), S. 1.

3vgl. Wu et al. (2020b), S. 266.

4Vgl. National Center for Biotechnology Information (2020).

5>Vgl. World Health Organization (2020c), S. 1.

6 Vgl. Coronaviridae Study Group of the International Committee on Taxonomy of Viruses (2020), S. 536.
7Vgl. World Health Organization (2020b), S. 1.

8 vgl. World Health Organization (2020a), S. 1.

°Vgl. Hillebrandt (27.1.2021).
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Nachverfolgung von Kontaktpersonen und eine Unterbrechung einzelner Infektionsketten
moglich waren, so sahen sich Wissenschaft und Politik in den nachsten Wochen mit rasant
steigenden Infektionszahlen konfrontiert. Um die Ausbreitung des Virus einzudammen und
eine Uberlastung des Gesundheitssystems zu verhindern, wurden von Bund und Landern
zahlreiche Gesetze und Verordnungen beschlossen. Maskenpflicht, Quarantéane,
Abstandsregeln, Kontaktbeschrankungen, Hygieneverordnungen und nicht zuletzt Lockdown
waren Begriffe, die aus den Medien nicht mehr wegzudenken waren und eine neue Realitat
pragten. Trotz der politischen MaBnahmen und Anstrengungen auf allen Ebenen des
offentlichen Gesundheitswesens infizierten sich in Deutschland innerhalb eines Jahres Gber 2

Millionen Menschen.*®

Wahrend sich COVID-19 somit innerhalb weniger Wochen von vereinzelten Krankheitsfallen in
China zu einer globalen Herausforderung entwickelte, forschten Virologen, Epidemiologen und
Arzte mit Hochdruck daran, die Ausbreitung und Pathogenese des neuen Virus zu
entschlisseln, die Pathophysiologie der Erkrankung zu verstehen und diagnostische sowie
therapeutische Ansatze im Kampf gegen COVID-19 zu entwickeln. Im Folgenden sollen in
diesem Zusammenhang zunachst die aktuellen Erkenntnisse und Forschungsergebnisse zu
SARS-CoV-2 und COVID-19 mit Fokus auf hamatologische Parameter und morphologische

Veranderungen der Blutzellen bei COVID-19-Patienten dargestellt werden.

10ygl. Robert Koch-Institut (2021), S. 1.
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4.2 SARS-CoV-2

4.2.1 Humanpathogene Coronaviren

Bei SARS-CoV-2 handelt es sich um ein neu entdecktes humanpathogenes Coronavirus aus der
Familie der Coronaviridae. Wahrend Coronaviren unter Vogeln und Saugetieren weit
verbreitet sind, sind bis heute neben SARS-CoV-2 nur sechs weitere Spezies humanpathogener
Coronaviren (HCoV) bekannt. Vier dieser HCoV — die Alphacoronaviren HCoV-229E und HCoV-
NL63 sowie die Betacoronaviren HCoV-0C43 und HCoV-HKU1 — gehoren zu den weltweit
endemisch zirkulierenden Spezies, die in erster Linie als typische Ausléser milder, selbst-
limitierender Erkrankungen des Respirationstraktes bekannt sind. Schwere Verlaufe mit
Beteiligung der unteren Atemwege sind dariiber hinaus bei Neugeborenen, dlteren Menschen

und Patienten mit Vorerkrankungen méglich.%1?

Die Betacoronaviren severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV), Middle East
respiratory syndrome—related coronavirus (MERS-CoV) und SARS-CoV-2 sind im Gegensatz zu
den bekannten endemischen Coronaviren erst vor kurzer Zeit auf den Menschen libergetreten
und kénnen schwerer verlaufende Atemwegserkrankungen hervorrufen.®® Als erste Pandemie
des 21. Jahrhunderts verursachte das SARS-CoV, das sich von der chinesischen Provinz
Guangdong aus ausbreitete, in der Zeit von 2002 bis 2003 weltweit iber 8.000 Falle des
schweren akuten Atemwegssyndroms (SARS), an dem fast 800 Menschen starben. Etwa 10
Jahre nach dem Auftreten von SARS wurde im April 2012 erstmals MERS-CoV als Ausldser der
potentiell lebensbedrohlichen Infektionskrankheit Middle East respiratory syndrome (MERS)
auf der arabischen Halbinsel nachgewiesen.'® Bis Ende Januar 2020 wurden der WHO zufolge
weltweit insgesamt 2.519 MERS-Félle und darunter 866 Todesfalle bestatigt; der Groliteil der
gemeldeten Erkrankungen trat dabei in Saudi-Arabien auf.®> Zusammen mit SARS und MERS
stellt die aktuelle COVID-19-Pandemie somit die dritte dokumentierte Ubertragung eines
zoonotischen Coronavirus auf den Menschen innerhalb von zwei Jahrzehnten dar, die zu einem

schweren Infektionsgeschehen mit globaler Reichweite fiihrt.

4.2.2 Klassifikation und Charakterisierung
Die Sequenzierung des neu entdeckten Coronavirus war der Ausgangspunkt fir die

Entschlisselung der Verwandtschaftsbeziehungen zwischen SARS-CoV-2 und bereits

1 vgl. Fehr/Perlman (2015), S. 12.

12 y/gl. Cui et al. (2019), S. 181.

13 vgl. Cui et al. (2019), S. 181.

14 vgl. Fehr/Perlman (2015), S. 12-13.

15 vgl. World Health Organization (01.02.2021), S. 1.

16 ygl. Coronaviridae Study Group of the International Committee on Taxonomy of Viruses (2020), S.
536.
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identifizierten Coronaviren. Wu et al. konnten bei einem mit SARS-CoV-2 infizierten Patienten,
der Ende Dezember im Central Hospital of Wuhan behandelt wurde, das neue Virus erstmalig
isolieren und vollstdandig sequenzieren. Die phylogenetische Analyse ergab eine grol3e
Ahnlichkeit zu einer Gruppe der SARS-like Betacoronaviren. Mittels weiterer Sequenzanalysen
aus Proben von infizierten Patienten aus Wuhan konnte gezeigt werden, dass die
Ubereinstimmung zwischen SARS-CoV und SARS-CoV-2 bezogen auf die gesamte
Nukleotidsequenz bei etwa 79% liegt, der Grad der Sequenziibereinstimmung allerdings in
Abhingigkeit von dem untersuchten Gen variiert.*#1° Als deutlich geringer stellte sich die
Ahnlichkeit zwischen SARS-CoV-2 und MERS-CoV heraus. Auf Basis dieser Ergebnisse wurde
SARS-CoV-2 der Spezies SARS-related coronavirus (SARSr-CoV) zugeordnet, zu der auch SARS-

CoV gehért. 2021

Die genetische Information von SARS-CoV-2 liegt, wie flir Coronaviren typisch, in Form einer
einzelstrangigen, positiv-orientierten Ribonukleinsaure (RNA) vor, die etwa 30.000 Nukleotide
umfasst und an beiden Enden untranslatierte Regionen aufweist, die nicht fiir Proteine
codieren.? Im codierenden Bereich der RNA liegen u.a. Gene fiir vier verschiedene
Strukturproteine, aus denen sich die Viruspartikel zusammensetzen, und einen Replikase-

Komplex, der fiir die Vervielfiltigung des Virusgenoms zustandig ist.?

4.2.3 Zelleintritt und Gewebetropismus

Morphologisch stellt sich SARS-CoV-2 in Form von kugelférmig bis pleomorphen Viruspartikeln
mit einem Durchmesser von 80-140 nm dar. In der Virushiille sind 9 bis 12 nm lange
Oberflichen-Glykoproteine verankert, die auch als Spikes bezeichnet werden.?* Funktionell
setzt sich dieses Spike-Protein aus einer S1-Domane, welche die Bindung an die
Oberflachenrezeptoren der Zielzellen vermittelt, und einer S2-Domane, welche den Eintritt des
Virus in die Zielzelle tiber den zellularen Vorgang der Endozytose bewirkt, zusammen. Als
Zielstruktur fur neutralisierende Antikorper, war das Spike-Protein schon zu Beginn der

Impfstoffentwicklung von besonderem Interesse.®

17vgl. Lu et al. (2020), S. 570.

18 \/gl. Wu et al. (2020b), S. 266-268.

¥ vgl. Zhou et al. (2020b), S. 270-271.

20 vgl. Lu et al. (2020), S. 570-572.

21 ygl. Zhou et al. (2020b), S. 271.

22 ygl. National Center for Biotechnology Information (2020).
B vgl. Wu et al. (2020b), S. 266.

24 vgl. Zhu et al. (2020), S. 730.

25 ygl. Liu et al. (2020b), S. 450—456.
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Ebenso wie SARS-CoV verwendet SARS-CoV-2 das transmembrandre Angiotensin-converting
enzyme 2 (ACE2) als Rezeptor fiir die Adsorption an die Wirtszelle.?%?” Die Fusion mit der
Zellmembran der Zielzelle und der Eintritt in diese wird dabei durch die transmembrane
Serinprotease 2 (TMPRSS2) unterstiitzt, welche das virale Spike-Protein durch proteolytische
Spaltung in eine S1- und eine S2-Untereinheit aktiviert.?® Sowohl ACE2 als auch TMPRSS2
werden in besonders hohen Konzentrationen von respiratorischen Flimmerepithelzellen und
schleimproduzierenden Becherzellen der Nasenschleimhaut exprimiert, wodurch die oberen
Atemwege als wichtige Eintrittspforte und Erregerreservoir von entscheidender Bedeutung fir
die Ubertragung des Virus sind.?° Auch Typ-ll-Pneumozyten, die zu den spezialisierten Zellen
des Alveolarepithels gehoren, exprimieren ACE2 in besonders hohen Konzentrationen;
auBerhalb des Respirationstraktes konnen die ACE2-Rezeptoren auf Enterozyten,

GefiaRendothelzellen sowie Nierenepithelzellen nachgewiesen werden.3°

In Synergie mit dem TMPRSS2-vermittelten S-Protein-Priming ist die Spaltung des Spike-
Proteins durch die wirtseigene Protease Furin fiir die Invasion der Wirtszelle von
entscheidender Bedeutung. Hierflr besitzt SARS-CoV-2 eine einzigarte Aminosaure-Insertion
zwischen der S1- und der S2-Domaéne des Spike-Proteins, die sogenannte Furin-Spaltstelle. 3132
Wahrend diese spezifische Aminosduresequenz im Fokus einer Debatte um den madglichen
Virusursprung steht, scheint die Furin-Spaltung des Spike-Proteins zudem in direktem
Zusammenhang mit der Infektiositit des SARS-CoV-2-Virus und seiner Varianten zu stehen.®
Die Furin-Spaltungsaktivitat wird aktuellen Untersuchungen zu Folge durch eine O-
Glykosylierung in der Nachbarschaft der Furin-Spaltstelle herunterreguliert, wodurch die
Penetration der Wirtszelle fiir das SARS-CoV-2-Virus erschwert wird. Virusvarianten wie die
besorgniserregenden Varianten Alpha und Delta, welche durch eine Mutation des Spike-
Proteins an der Position P681 gekennzeichnet sind, sind in der Lage, die Glykosylierung zu
hemmen und die Furin-Spaltung folglich zu steigern. Diese Modulation kdnnte ein Grund fir

die erhohte Infektiositat einiger Virusvarianten sein und ist gleichzeitig ein potentieller

Ansatzpunkt fir die Entwicklung pharmakotherapeutischer Strategien.3*

26 vgl. Lu et al. (2020), S. 573.

27 Vgl. Zhou et al. (2020b), S. 272.

28 \gl. Hoffmann et al. (2020b), 275.

29 vgl. Sungnak et al. (2020), S. 682—-684.
30 vgl. Hamming et al. (2004), S. 635.

31 vgl. Hoffmann et al. (2020a).

32 vgl. Essalmani et al. (2022).

3 vgl. Garry (2022).

34 vgl. Zhang et al. (2021b).
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Des Weiteren erhoffen sich Wissenschaftler aus der Erkenntnis, dass der Gewebetropismus
neben der Expression des ACE2-Rezeptors durch das Protein Neuropilin-1 (NRP1) beeinflusst
wird, neue Moglichkeiten einer antiviralen Therapie. Mithilfe einer spezifischen
Aminosauresequenz, welche in Folge der Furin-Spaltung entsteht, ist SARS-CoV-2 in der Lage,
NRP1, welches ebenfalls in den oberen Atemwegen, der Lunge sowie dem Riechepithel

lokalisiert werden kann, zu binden und zur Invasion von Wirtszellen zu nutzen.?*>3®

35 vgl. Cantuti-Castelvetri et al. (2020).
36 yvgl. Daly et al. (2020).
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4.3 COVID-19
4.3.1 Symptome und Manifestationen der COVID-19-Erkrankung

Unter Berticksichtigung groRer interindividueller Schwankungen belduft sich die
Inkubationszeit bis zum Eintreten initialer Symptome aktuellen Untersuchungen zu Folge auf
etwa vier bis sechs Tage. Auch die klinische Prasentation ist extrem variabel und weist ein
breites Symptomspektrum auf. Es konnen sowohl symptomfreie und milde Krankheitsbilder als
auch schwere intensivpflichtige Verldufe beobachtet werden.?” Vor allem &ltere Personen und
solche mit Komorbiditaten wie arterieller Hypertonie, chronischen Lungenerkrankungen, Herz-
Kreislauf-Erkrankungen sowie Krebserkrankungen haben ein erhéhtes Risiko fir schwere
Krankheitsverldufe.®®% Laut einer australischen Ubersichtsarbeit zu diesem Thema stellt
Diabetes mellitus in diesem Zusammenhang einen besonders ausschlaggebenden Risikofaktor
dar.*® Mannliche Patienten sowie Patienten mit Uberwicht sind ebenfalls vermehrt von
schweren Verlaufen und Komplikationen betroffen und haben ein hoheres

Mortalititsrisiko.**?

Initial manifestiert sich eine SARS-CoV-2-Infektion bei der Mehrzahl der Patienten mit Fieber
und trockenem Husten. Abgeschlagenheit, Atembeschwerden, Gliederschmerzen, Hals- oder
Kopfschmerzen, Schnupfen und Appetitlosigkeit zahlen zu weiteren typischen
Manifestationen. Neben den genannten respiratorischen und grippedhnlichen Symptomen
konnten allerdings auch gastrointestinale Beschwerden sowie eine Beeintrachtigung des
Geruchs- und Geschmackssinns, welche als Anzeichen fiir eine Beteiligung des Nervensystems

interpretiert werden kann, dokumentiert werden.344

Nach dem Konzept des dreiphasigen Verlaufs der COVID-Erkrankung, das von Siddigi und
Mehra postuliert wurde, folgt auf die initiale Infektionsphase mit hoher Virusreplikation in den
oberen Atemwegen eine pulmonale Phase, in der es zu einer direkt Virus-vermittelten
Schidigung des Alveolarepithels kommt.*>4%47 Als Folge der daraus resultierenden

Gewebedestruktion und Entziindungsprozesse kann sich ein Akutes Atemnotsyndrom (ARDS)

37 vgl. Robert Koch-Institut (26.11.2021).
38 vgl. Robert Koch-Institut (26.11.2021).
39 vgl. WHO-China Joint Mission, S. 12.
40 vgl. Rod et al. (2020).

41 yvgl. Ortolan et al. (2020), S. 498.

42 vgl. Popkin et al. (2020).

3 ygl. Jiang et al. (2020), S. 1545-1547.
44 vgl. Vaira et al. (2020).

4 vgl. Siddigi/Mehra (2020).

% \/gl. Wolfel et al. (2020), S. 468.

47 Vgl. Xu et al. (2020b).
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entwickeln, welches die haufigste Komplikation schwerer COVID-19-Verlaufe darstellt und zu
einer raschen Zustandsverschlechterung der COVID-19-Patienten fiihren kann. Schadigungen
anderer Organsysteme, wie beispielsweise im Rahmen eines Myokardinfarktes oder einer
akuten Niereninsuffizienz treten dabei deutlich seltener auf.*® Als histopathologisches Korrelat
des ARDS in Folge der SARS-CoV-2-Infektion konnten ein intraalveoldres Lungenddem mit
einem zellreichen Exsudat festgestellt werden. Zudem zahlen die Schadigung der Pneumozyten
sowie die Bildung hyaliner Membranen neben einer Vielzahl weiterer mikroskopischer

Verdnderungen zu den charakteristischen Autopsiebefunden.*

Schon zu Pandemiebeginn konnte festgestellt werden, dass sich das ARDS der COVID-19-
Patienten hinsichtlich klinischer, radiologischer, atemmechanischer und laborchemischer
Befunde von dem typischen ARDS unterscheidet. So konnte eruiert werden, dass zwischen
Symptombeginn und Einsetzen des ARDS bei COVID-19-Patienten im Schnitt etwa 8 bis 12 Tage
liegen, was liber der in der Berliner Definition des ARDS festgelegten Zeitspanne von maximal
einer Woche liegt.>®*! Dariiber hinaus wiesen friihe Studienergebnisse aus Italien darauf hin,
dass schwer erkrankte und beatmete COVID-19-Patienten im Kontrast zum typischen ARDS
eine Uberraschend hohe Lungendehnbarkeit bei gleichzeitig ausgepragter Hypoxie
prasentieren, was den Autoren zufolge durch ein Fehlen der reflektorischen Vasokonstriktion
der Lungengefdle und folglich einer Hyperperfusion nicht ventilierter Lungenareale begriindet
werden kann.>? Weitere Untersuchungen fiihrten zur aktuell etablierten Lehrmeinung, welcher
zu folge zwei unterschiedliche Phanotypen der COVID-19-assoziierten respiratorischen
Insuffizienz existieren, woraus die aulRerordentliche Relevanz differenzierter und individueller
intensivmedizinischer Therapieschemata fir die unterschiedlichen Patientengruppen

resultiert.>

4.3.2 Diagnostik

Fiir die Diagnostik der SARS-CoV-2-Infektion stellt der direkte Virusnachweis mittels der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) den aktuellen Goldstandard dar. Hierbei wird die virale RNA
in einem ersten Schritt mit Hilfe des Enzyms reverse Transkriptase in komplementare DNA
(cDNA) umgeschrieben und anschlieRend amplifiziert. Die Probenentnahme sollte den
Richtlinien des RKI zu Folge in erster Linie aus den oberen Atemwegen erfolgen. Der

Nasopharynxabstrich stellt dabei den Standard der Materialgewinnung dar, alternativ kann

48 vgl. Jiang et al. (2020).

49 Vgl. Xu et al. (2020b).

50 Vgl. Li/Ma (2020).

51 vgl. Ranieri et al. (2012), S. 2528.

52 vgl. Gattinoni et al. (2020b), S. 1299-1300.
3 Vgl. Gattinoni et al. (2020a).
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allerdings auch ein Oropharynxabstrich oder Probenentnahme aus den tiefen Atemwegen

durchgefiihrt werden.>

Als Ergdnzung der virologischen Diagnostik hat sich die Bildgebung mittels
Computertomographie (CT) insbesondere fiir die Diagnostik fortgeschrittener COVID-19-
Ekrankungen mit pulmonaler Beteiligung bewahrt.>® Studienergebnissen zu Folge kann der CT-
Aufnahme des Thorax im direkten Vergleich eine hohere Sensitivitat als der PCR-Testung
zugewiesen werden, weshalb ihr Einsatz als Screening Methode bei Verdacht auf eine COVID-
Pneumonie diskutiert wurde.*® Zu den charakteristischen CT-Befunden, welche eine
Klassifikation des Schweregrades der COVID-19-Pneumonie sowie eine Risikostratifizierung der
Patienten ermdglichen, gehdren unter anderem Milchglastriibungen, Konsolidierungen und

Verdickungen der inter- und intralobuldren Septen.>’

54 Vvgl. Robert Koch-Institut (25.01.2021).
55 vgl. Long et al. (2020).

56 Vgl. Ail et al. (2020), 40.

57 Vgl. Ye et al. (2020).
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4.4 Pathophysiologie der COVID-19-Erkrankung und hamatologische

Parameter
Im Kontext der extrapulmonalen, systemischen Manifestationen der COVID-19-Erkrankung
werden verschiedene Erklarungsansatze, wie die Schadigung des Endothels, die Entstehung
einer systemischen Endotheliitis, thromboembolische Prozesse und eine Dysregulation der
Immunantwort diskutiert. Diese Pathomechanismen hangen in besonderem Ausmal} mit
Elementen und Funktionen des hamatologischen und hamatopoetischen Systems zusammen.
Daher sind die Auswirkungen der SARS-CoV-2-Infektion auf die Anzahl und Funktion der
unterschiedlichen Blutzellen und damit auf die Parameter des Blutbildes von besonderem
Interesse. Die folgende Darstellung verbindet zentrale Aspekte der Pathophysiologie der
COVID-19-Ekrankung mit den physiologischen Grundlagen der Immunantwort und den

beobachteten Verdnderungen der hdmatologischen Parameter.

4.4.1 COVID-19-assoziierte Koagulopathie und Verdanderung der
Gerinnungsparameter
Im Verlauf der COVID-19-Pandemie wurde ein Zusammenhang zwischen der SARS-CoV-2-
Infektion und dem Auftreten von thromboembolischen Ereignissen beobachtet. Einer
systematischen Ubersichtsarbeit zufolge liegt die Pravalenz vendser Thromboembolien (VTE)
im Verlauf der COVID-19-Erkrankung im Mittel bei 14%.°® Neben den venés-thrombotisch und
thromboembolischen Ereignissen konnten zusatzlich arteriell-thrombotische Komplikationen
mit einer erhéhten Rate an myokardialen und zerebralen Ischamien verzeichnet werden.>
Diese Komplikationen treten in besonderem Ausmal’ bei COVID-19-Patienten mit schweren
Krankheitsverldufen und intensivmedizinischer Behandlung auf und stehen in Verbindung mit

einem erhdhten Mortalititsrisiko.®°

Die COVID-19-assoziierte Aktivierung des Gerinnungssystems mit dem Resultat eines
prothrombotischen Zustandes ist in seiner Pathogenese noch nicht vollstandig verstanden und
lasst sich aktuellen Forschungsergebnissen zufolge auf ein komplexes Zusammenspiel zwischen
SARS-CoV-2, der pulmonalen und systemischen Hyperinflammation sowie einer Schadigung
des GefiaRendothels zuriickzufiihren.®? Wahrend Tang et al. im Februar 2020 zeigten, dass bei
der Mehrzahl der an COVID-19 verstorbenen Patienten eine disseminierte intravasale
Gerinnung (DIC) anhand der Kriterien der International Society on Thrombosis and

Haemostasis (ISTH) diagnostiziert werden konnte, wurde im Verlauf der Pandemie fiir das

8 Vgl. Nopp et al. (2020), S. 1182-1184.
9 vgl. Boonyawat et al. (2020).

80 vgl. Malas et al. (2020), S. 5.

61 vgl. Iba et al. (2020).
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SARS-CoV-2 ausgeldste hamostaseologische Ungleichgewicht der Begriff der COVID-19-

assoziierten Koagulopathie (CAC) eingefiihrt.5%%3

Als charakteristisches histopathologisches Korrelat der Hyperkoagulabilitdt prasentieren
COVID-19-Patienten Mikrothromben in Lungenkapillaren sowie in arteriellen und vendsen
LungengefiaRen.®*®® Dariiber hinaus konnten in Obduktionsstudien okkludierende
Mikrothromben in zahlreichen weiteren Organen, wie der Leber, Niere und dem Herzen
nachgewiesen werden. Diese Befunde unterstiitzen die Theorie einer COVID-19-assozierten
Mikroangiopathie, welche maRgeblich an der Entstehung des Multiorganversagens bei schwer

erkrankten COVID-19-Patienten beteiligt sein kénnte.¢¢’

Dabei korrelieren mehrere Gerinnungsparameter zum Aufnahmezeitpunkt mit der Schwere
des klinischen Verlaufs und der Prognose der Patienten. So konnte gezeigt werden, dass die
Prothrombinzeit und D-Dimer-Konzentration bei Aufnahme héher waren, wenn die Patienten
im Laufe des stationdren Aufenthaltes intensivmedizinisch behandelt werden mussten.®®
Erhéhte D-Dimer-Spiegel, eine verlangerte Prothrombinzeit sowie erniedrigte Antithrombin-
und Fibrinogenkonzentrationen bei Aufnahme sind zudem zuverlassige Pradiktoren einer
erhéhten Mortalitat von COVID-19-Patienten.® In verschiedenen Studien wurde eine D-Dimer-
Konzentration tber 1,0 pg/ml bzw. 2,0 ug/ml als unabhéngiger Risikofaktor einer erhéhten

Krankenhaussterblichkeit definiert.”%”?

4.4.2 Veranderungen der Thrombozyten

Die Thrombozytopenie ist eine hdufig beobachtete Blutbildveranderung bei COVID-19-
Patienten und stellt einen unabhangigen Risikofaktor flr eine erhdhte
Krankenhaussterblichkeit dar.””® Guan et al. zu Folge tritt die Thrombozytopenie bei 35,2%
aller COVID-19-Patienten zum Aufnahmezeitpunkt und dabei signifikant haufiger bei Patienten
mit schweren Verldufen auf.”* Auch weitere Studien konnten zeigen, dass die

Thrombozytenzahlen bei schwer Erkrankten und Patienten, die an COVID-19 verstarben,

62 vgl.Tang et al. (2020), S. 845.

8 vgl. Iba et al. (2021).

84 vgl. Dolhnikoff et al. (2020).

85 vgl. Ackermann et al. (2020), S. 125.
86 vgl. Varga et al. (2020).

67 vgl. Rapkiewicz et al. (2020), S. 4-7.
68 Vgl.Huang et al. (2020), S. 501.

9 vgl. Tang et al. (2020), S. 845.

70 vgl. Zhang et al. (2020a), S. 1327.

"1 vgl.Zhou et al. (2020a), S. 1058.

72 vgl. Liu et al. (2020c).

3 vgl. Yang et al. (2020b).

74 Vgl. Guan et al. (2020), S. 1716(siehe Tabelle 2).
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deutlich erniedrigt waren.”>”® Fiir die Entstehung der Thrombozytopenie bestehen mehrere
Erklarungsansatze: Neben einer SARS-CoV-2-vermittelten Suppression der
Megakaryozytenausreifung werden eine Autoantikdrper-vermittelte
Thrombozytendestruktion, eine direkte Interaktion zwischen Virus und Thrombozyten sowie
ein ibermaRiger Thrombozytenverbrauch durch eine Virus-getriggerte Hyperkoagulabilitat
und intravasale Gerinnung diskutiert.”” Interessanterweise konnten Qu et al. zeigen, dass das
Auftreten eines Peaks in der Thrombozytenkonzentration bei gleichzeitig hohem
Thrombozyten-Lymphozyten-Quotienten wahrend des stationaren Aufenthaltes mit einer
schlechten Prognose in Zusammenhang gebracht werden kann. Dies kénnte den Autoren
zufolge auf eine Aktivierung der Thrombozyten durch die GiberschieBende Immunreaktion des

Korpers auf die SARS-CoV-2-Infektion hindeuten.”

Neben den beobachteten quantitativen Thrombozytenverdanderungen konnte im Rahmen von
lichtmikroskopischen Betrachtungen der Blutausstriche von COVID-19-Patienten das
vermehrte Auftreten abnorm vergréoRerter Thrombozyten festgestellt werden. Neben diesen
charakteristischen Riesenthrombozyten finden Veranderungen der Granulierung sowie die
Ausbildung zytoplasmatischer Pseudopodien in der Literatur Erwahnung. Dariber hinaus
werden in mehreren Studien zirkulierende Megakaryozyten als Korrelat einer gestoérten
Thrombozytopoese sowie eine Agglomeration der Thrombozyten und deren Aggregation an

der Oberfliche von Leukozyten beschrieben.”®8081.8283

4.4.3 Die unspezifische Inmunantwort auf die SARS-CoV-2-Infektion

Kommt es zur Aufnahme virushaltiger Partikel, so stellen die phagozytierenden Zellen des
angeborenen Immunsystems, darunter Makrophagen und Granulozyten, die beispielsweise im
Bereich des lymphatischen Gewebes der Schleimh&dute des Nasen-Rachen-Raums sowie der
Bronchien mit dem Virus in Kontakt treten, die erste Abwehrfront gegen den viralen Erreger
dar.8*® Mithilfe sogenannter Mustererkennungsrezeptoren oder Pattern-Recognition-
Rezeptoren (PRRs) kénnen diese den eindringenden Erreger anhand spezifischer

Strukturmotive, die auch als Pathogen-assoziierten molekularen Muster (PAMPs) bezeichnet

5 Vgl. Zhou et al. (2020a), S. 1057.
76 vgl. Lippi et al. (2020).

77Vgl. Mina et al. (2020), S. 2794.
78 Vgl. Qu et al. (2020).

72 Vgl. Singh et al. (2020).

80 vgl. Jones/Ireland (2020).

81 vgl. Like et al. (2020).

82 vgl. Zini et al. (2020).

8 vgl. Berber et al. (2021).

84 vgl. Robert Koch-Institut (26.11.2021).
8 Vgl. Paces et al. (2020), S. 380.
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werden, erkennen und lber die Synthese verschiedener Zytokine die Immunantwort
einleiten.® Im Falle von SARS-CoV-2 erkennen intrazelluldre PRRs das virale Erbgut sich aktiv
replizierender Viren, das in Form doppelstriangiger RNA vorliegt.?” Die daraus resultierende
Synthese von Interferonen (IFN) ist maRgeblich an der Einleitung der Effektorsysteme des
unspezifischen Immunsystems beteiligt. Sowohl in den genannten Immunzellen als auch in
virusinfizierten Zellen, wie beispielsweise den leicht zuganglichen Epithelzellen der
Schleimhaute, wird die Expression von IFN-a und IFN-B, die zu den antiviral wirksamen Typ-I-
Interferonen gehoren, induziert. Durch die Wirkung dieser Interferonklassen kann die
Virusreplikation in infizierten Zellen gestoppt und in nicht-infizierten Nachbarzellen ein
sogenannter antiviraler Zustand induziert werden. 8% Natirliche Killerzellen (NK-Zellen), die
zu dem zelluldren Anteil des unspezifischen Immunsystems gehdren und durch ihre sofortige
Aktionsbereitschaft gekennzeichnet sind, werden aktiviert und sind in der Lage, die Apoptose

virusinfizierter Zellen auszuldsen.®®

4.4.4 Veranderungen der neutrophilen Granulozyten

Durch ihre phagozytdren Eigenschaften sowie die Fahigkeit, die antimikrobiellen Inhaltstoffe
ihrer Granula per Exozytose freizusetzten, stehen die neutrophilen Granuolzyten im Zentrum
der angeborenen Immunabwehr.%! Dariiber hinaus sind sie in der Lage, extrazelluldre
Fasernetzwerke aus DNA, die sogenannten Neutrophil Extracellular Traps (NETs), zu bilden.
Diese Chromatinfasern kénnen pathogene Mikroorganismen im Extrazelluldarraum
immobilisieren und abtéten und werden zusammen mit verschiedenen antimikrobiell
wirksamen Proteinen von stimulierten neutrophilen Granulozyten in einem Vorgang, der als
NETose bezeichnet wird, freigesetzt.®? Aktuellen Erkenntnissen zu Folge wird die NETose durch
SARS-CoV-2 getriggert und spielt eine wichtige Rolle in der Entstehung der COVID-19-
assoziierten Lungenschadigung und Hyperinflammation.®® Zudem konnte gezeigt werden, dass
die neutrophilen Granulozyten der COVID-19-Patienten auf molekularer Ebene Anzeichen
einer funktionellen Aktivierung sowie einer irreguldren Degranulation aufweisen und darlber

hinaus eine suppressive Wirkung auf T-Lymphozyten ausiiben.%

8 vgl. Hof et al. (2019), S. 91.

87 Vgl. Paces et al. (2020), S. 380.

8 vgl. Paces et al. (2020), S. 380.

8 vgl. Hof et al. (2019), S. 115-117.
% vgl. Hof et al. (2019), S. 185.

9 vgl. Hof et al. (2019), S. 86.

92 vgl. Hof et al. (2019), S. 114,

9 vgl. Veras et al. (2020).

% Vgl. Reusch et al. (2021).
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In verschiedenen Studien zeichnet sich ein eindeutiger Trend hin zu einer erhdhten
Konzentration der neutrophilen Granulozyten bei COVID-19-Patienten ab. Diese
charakteristische Neutrophilie tritt vor allem bei schweren Verlaufen auf und grenzt die
COVID-19-Erkrankung entscheidend von anderen viralen Infektionserkrankungen ab. Es konnte
ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer hoheren Konzentration an neutrophilen
Granulozyten bei Aufnahme und einem intensivpflichtigen Krankheitsverlauf bestatigt
werden.?>% Dariiber hinaus stellen erhdhte absolute Neutrophilenkonzentrationen im Verlauf
des Krankenhausaufenthaltes einen Risikofaktor fir die Entwicklung eines ARDS sowie fiir eine
erhéhte Krankenhaussterblichkeit dar.%”.% Als weiterer aussagekraftiger und mittlerweile
etablierter Pradiktor eines schweren Krankheitsverlaufes sowie einer erhohten Fallsterblichkeit

erwies sich ein erhéhter Neutrophilen/Lymphozyten-Quotient (NLR).%%1%

Da die neutrophilen Granulozyten mit 50-80 Prozent den Hauptanteil an den
Gesamtleukozyten ausmachen, hat die Veranderung der Neutrophilenkonzentrationen einen
entscheidenden Einfluss auf die Leukozytenkonzentrationen.®? So konnten Wang et al. zeigen,
dass parallel zu der erh6hten Neutrophilenkonzentration auch die Erh6hung der gesamten
Leukozytenkonzentration zu den COVID-19-typischen Veranderungen zahlt und mit einem

schweren Krankheitsverlauf und einem erhdhten Sterblichkeitsrisiko korreliert.?

Neben dem Auftreten der quantitativen Neutrophilie konnte eine Reihe charakteristischer
morphologischer Verdanderungen der neutrophilen Granulozyten festgestellt werden. In
zahlreichen Studien werden abnorme Kernformationen, darunter C- oder ringférmige
Zellkerne, beschrieben. Als kennzeichnende Veranderung stellte sich zudem eine
charakteristische Hyposegmentierung des Zellkerns bei gleichzeitiger Hyperkondensation des
Chromatins heraus, wodurch die Neutrophilen den im Rahmen der Pelger-Huét-Anomalie
auftretenden Pelger-Zellen dhneln und folglich als Pseudo-Pelger-Zellen Erwdhnung finden.
Interessanterweise konnte festgestellt werden, dass eine ausgepragte Hyposegmentierung der

Neutrophilen mit einem schweren Krankheitsverlauf assoziiert ist.1%3

% Vgl. Wang et al. (2020a), S. 1064 (Tabelle 2).
% Vgl. Huang et al. (2020), S. 502 (Tabelle 2).
9 Vgl. Wu et al. (2020a), S. 938.

% Vgl. Wang et al. (2020a), S. 1066.

% vgl. Liu et al. (2020a).

100 vgl. Yang et al. (2020a), S. 5.

101 g, Hallbach (2019), S. 411-412.

102 ygl. Wang et al. (2020a), S. 1065-1066.

103 vgl. Nazarullah et al. (2020).
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Zu den beobachteten zytoplasmatischen Verdanderung zahlt neben der Ausbildung von
Vakuolen, zytoplasmatischen Einschliissen und einer partiell auftretenden toxischen
Granulation insbesondere die charakteristische Hypogranulierung des Zytoplasmas der
neutrophilen Granulozyten.'®*1%Zudem wird das Auftreten von Vorlduferzellen der
Leukopoese im Sinne einer Linksverschiebung in Koexistenz mit kernhaltigen roten Blutzellen
als leukoerythroblastisches Blutbild beschrieben, welches als morphologisches Korrelat einer

beeintrichtigten Himatopoese gewertet werden kann,106:107:108,109

4.4.5 Verdanderung der Makrophagen und Monozyten

Makrophagen haben einen entscheidenden Einfluss auf die Regulation der Immunantwort, da
sie eine Reihe von Zytokinen, darunter die Interleukine (IL) IL-1, IL-6 und IL-12 synthetisieren,
welche unter anderem Endothelzellen aktivieren, die Migration von Immunzellen in das
Gewebe unterstiitzen und Uber die Stimulation von T- und B-Lymphozyten einen engen
Verkniipfungspunkt zum angeborenen Immunsystem darstellen. Auch der Tumornekrosefaktor
(TNF)-a wird von Makrophagen produziert und ist durch die Steigerung der GefaRpermeabilitat
und der Unterstlitzung der Extravasation von Leukozyten an der Entstehung einer lokalen

Entziindungsreaktion beteiligt.°

In der Autopsie von COVID-19-Patienten konnten Makrophagen in pneumonischen Infiltraten
des Lungengewebes sowie in weiteren Organen, wie beispielsweise im Niereninterstitium und
in der weiRen Substanz des Gehirns nachgewiesen werden 1112113 Feng et al. konnten
dariiber hinaus zeigen, dass ACE2-exprimierende Makrophagen, die in Milz und Lymphknoten
lokalisiert wurden, SARS-CoV-2-Nukleoproteine enthalten und durch eine erhéhte IL-6-
Produktion charakterisiert sind, weshalb angenommen wird, dass es bei COVID-19-Patienten
zu einer inaddquaten Aktivierung der Makrophagen kommt.11*15 Dije klinische Prasentation
sowie die erhohten Zytokin-Konzentrationen schwer erkrankter COVID-19-Patienten zeigen

zudem wesentliche Uberschneidungen mit dem Krankheitsbild der hamophagozytischen

104 vgl. Singh et al. (2020).

105 yvgl. Zini et al. (2020).

106 vgl. Liike et al. (2020).

107 vgl. Nazarullah et al. (2020).

108 vgl. Sadigh et al. (2020).

109 vgl. Jones/Ireland (2020).

110 vgl, Hof et al. (2019), S. 115-116.
11 vgl. Yao et al. (2020), S. 541.

112 ygl. Barton et al. (2020), S. 731.
113 vgl. Tabary et al. (2020), S. 2-4.
114 vgl. Feng et al. (2020).

115 vgl. Paces et al. (2020), S. 382.
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Lymphohistiozytose (HLH), welche im Zusammenhang mit einer SARS-CoV-2-Infektion

entsprechend den HLH-Kriterien diagnostiziert wurde.!®

Das Pendant der gewebestandigen Makrophagen stellen die im Blut zirkulierenden Monozyten
dar, die in peripheren Blutausstrichen begutachtet werden kénnen und bei COVID-19-
Patienten in einigen Fallen durch morphologische Verdnderungen charakterisiert sind. 1’
Hierbei wird das Auftreten aktivierter Monozyten mit zytoplasmatischen Auffalligkeiten, wie
der Ausbildung von Vakuolen oder Granulationen, sowie einer Anisozytose beschrieben.® Ein
eindeutiger Trend im Hinblick auf quantitative Veranderungen der Monozytenkonzentration

zeichnet sich jedoch nicht ab.'*®

4.4.6 Die spezifische Inmunantwort und Veranderung der Lymphozyten

Durch die Zytokinproduktion der Zellen des angeborenen Immunsystems und die
Antigenprésentation wird ein flieRender Ubergang zur Einleitung der adaptiven Immunantwort
ermoglicht, bei der aktivierte T- und B-Lymphozyten nach der Erkennung der
erregerspezifischen Antigene zu der Eliminierung des Virus beitragen.’®® In diesem
Zusammenhang stellt die COVID-19-assoziierte Lymphopenie einen der charakteristischsten
hamatologischen Befunde mit entscheidender prognostischer Aussagekraft dar. Guan et al.
konnten bei der Auswertung der Daten von 1099 Patienten aus tiber 500 Krankenhdusern in
China zeigen, dass 83,2% aller COVID-19-Patienten und 96,1% aller COVID-19-Patienten mit
schweren Verldufen bei Aufnahme eine Lymphopenie aufweisen.'?! Die niedrigsten
Lymphozytenkonzentrationen kénnen dabei etwa eine Woche nach Symptombeginn gemessen
werden und steigen, sofern es zu einer Rekonvaleszenz kommt, wahrend der Erholungsphase
wieder bis auf die Normwerte an.'?? Patienten, die an der SARS-CoV-2-Infektion versterben,
zeigen hingegen einen kontinuierlichen Abfall der Lymphozytenkonzentrationen wahrend des
stationiren Aufenthaltes.!?® Basierend auf der Beobachtung des longitudinalen Verlaufs der
Lymphozytenkonzentration erstellten Tan et al. ein Modell, nach welchem ein relativer
Lymphozytenanteil von weniger als 20% an Tag 10-12 sowie weniger als 5% an Tag 17-19 nach
Symptombeginn prognostisch besonders ungiinstig sind.** Verschiedene Studien konnten

dariber hinaus nachweisen, dass die Lymphopenie einen unabhdngigen Risikofaktor fir

116 yvgl. McGonagle et al. (2020).

117 vgl. Liike et al. (2020).

118 vgl. Singh et al. (2020).

119 ygl. Zhang et al. (2021a).

120 vgl. Hof et al. (2019), S. 119.

121 vgl. Guan et al. (2020), S. 1715(siehe Tabelle 2).
122 ygl. Zhou et al. (2020a).

123 vgl. Wang et al. (2020a), S. 1066.

124 vgl. Tan et al. (2020).
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schwere Krankheitsverldufe, den Aufenthalt auf einer Intensivstation, das Auftreten eines

ARDS und eine erhdhtes Mortalitatsrisiko darstellt.1>126:127

Weitere Erkenntnisse ermdglicht die differenzierte Betrachtung der einzelnen Lymphozyten-
Subpopulationen. Die Unterteilung kann hierbei anhand der sogenannten Cluster of
Differentiation (CD)-Molekiilen, die von Zellen je nach Entwicklungsstand und Differenzierung
in Form spezifischer Oberflichenproteine exprimiert werden, vorgenommen werden.? Es
stellte sich heraus, dass sowohl die Anzahl der CD4 positiven T-Helferzellen und
regulatorischen T-Zellen als auch der zytotoxischen CD8 positiven T-Lymphozyten und der NK-
Zellen bei COVID-19-Patienten und insbesondere bei Patienten mit schweren
Krankheitsverldufen deutlich erniedrigt sind.'?>'% Zudem wird nach dem aktuellen
Forschungsstand davon ausgegangen, dass die SARS-CoV-2-Infektion sich nicht nur in einer
quantitativen Veranderung der Lymphozyten widerspiegelt, sondern auch Auswirkungen auf
deren Funktionsfahigkeit hat. So konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass sowohl die
unterschiedlichen Subgruppen der T-Lymphozyten als auch die NK-Zellen Anzeichen einer
ausgepragten funktionellen Erschépfung prasentieren und eine Korrelation zwischen dieser
Funktionseinschrankung und der Schwere der COVID-19-Erkrankung besteht.’3%132 Bezogen auf
die spezifische Immunantwort des Wirtes, die auf der Funktionsfahigkeit der Lymphozyten

basiert, wird daher eine ausgepragte immunsuppressive Wirkung von SARS-CoV-2 diskutiert.!33

Auf morphologischer Ebene prasentieren die Lymphozyten meist ein pleomorphes, reaktives
Zellbild mit dem charakteristischen Auftreten von grofRen granulierten Lymphozyten (LGL-
Zellen). Es konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass das Auftreten dieser
atypischen Lymphozyten charakteristisch fiir milde Krankheitsverlaufe ist und ein hoher Anteil
an LGL-Zellen insbesondere in der Phase der Rekonvaleszenz festgestellt werden kann.13413>
Neben weiteren Verdanderungen der Lymphozyten - wie Vakuolen, Kerndeformationen oder

Pseudopodien - wurden in mehreren Studien zirkulierende Plasmazellen und plasmozytoide

Lymphozyten beschrieben, welche die Stimulierung der B-Lymphozyten widerspiegeln, die im

125 vgl. Huang et al. (2020), S. 502.
126 vgl. Wu et al. (2020a), S. 938.
127 ygl. Wang et al. (2020a), S. 1066.
128 ygl. Hof et al. (2019), S. 85.

129 ygl. Zhang et al. (2020b), S. 2.
130 vgl. Qin et al. (2020).

131 vgl. Zheng et al. (2020).

132 vgl. Diao et al. (2020).

133 vgl. Paces et al. (2020), S. 382.
134 vgl. Zini et al. (2020).

135 vgl. Pozdnyakova et al. (2021).
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Rahmen der adaptiven Immunantwort fiir die Produktion spezifischer Antikorper

verantwortlich sind. 136:137,138,139,140,141

136 vgl. Singh et al. (2020).
137 vgl. Jones/Ireland (2020).
138 vgl. Liike et al. (2020).

139 vgl. Zini et al. (2020).

140 vgl. Lee/Teo (2020).

141 vgl. Sadigh et al. (2020).
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4.5 Fragestellung

COVID-19 ist eine systemische Erkrankung, die durch komplexe Wechselwirkungen mit der
immunologischen Antwort des Wirtes charakterisiert ist und signifikante Veranderungen der
Hamatopoese und Hamostase bewirkt. Im Rahmen der interdisziplinaren Studie ,,Biomarker
der COVID-19-Erkrankung” am Universitatsklinikum Marburg sollen klinisch-chemische,
serologische, zytomorphologische, immunphanotypische und molekularbiologische Parameter
untersucht werden, um mittels einer Risikostratifikation die Faktoren aufzuspiiren, die den
Verlauf der COVID-Erkrankung negativ beeinflussen und durch gezielte therapeutische Ansatze
die Auswirkungen dieser Faktoren zu verringern. Im Speziellen befasst sich diese Arbeit mit der
Auswertung der Differentialblutbilder und Blutausstriche der COVID-19-Patienten im
Zusammenhang mit der Schwere des individuellen Krankheitsverlaufes. Da die Beurteilung der
Differentialblutbilder ein ubiquitar verfligbares, unkompliziertes und effizientes Hilfsmittel in
der medizinischen Versorgung darstellt, sollen das diagnostische sowie prognostische Potential

der quantitativen und qualitativen hamatologischen Parameter analysiert werden.
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5 Methoden

5.1 Studiendesign
Die Studie startete nach Erteilung des positiven Ethikvotums durch die Ethikkommission des

Fachbereichs Medizin am 10.04.2020 (NR.57/20).

Alle Patienten mit einem Alter von Uber 18 Jahren, die sich mit Verdacht auf eine COVID-19-
Erkrankung am Universitatsklinikum Marburg vorstellten, wurden nach Unterzeichnung der
Einverstandniserklarung in die Studie eingeschlossen. Routinemafig wurde bei den Patienten
unmittelbar vor Beginn der ambulanten oder stationaren Behandlung die COVID-19-Testung
mittels des molekularbiologischen Nachweises von SARS-CoV-2 aus respiratorischem

Abstrichmaterial nach dem Goldstandard der PCR durchgefiihrt.

Fiir die Entnahme und den Transport der Proben wurden die Tupfersysteme CITOSWAB® Virus
Collection and Transport Kit (CITOTEST®, Jiangsu, China) und Copan eSwabs™ (MAST
Diagnostica GmbH, Reinfeld, Germany) verwendet. Die Isolierung und Reinigung der viralen
RNA erfolgten mit Hilfe des Reagenzkits EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (QIAGEN GmbH, Hilden,
Germany) in Kombination mit dem automatisierten Probenverarbeitungsgerat EZ1 Advanced
XL (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany). Das Testsystem RealStar® SARS-CoV-2 RT-PCR Kit 1.0
(Altona Diagnosstics GmbH, Hamburg, Germany) ermdglichte anschlieBend den qualitativen
Nachweis zwei spezifischer Zielgene. Untersucht wurden das fiir Beta-Coronaviren spezifische
Envelope-Gen (E-Gen) des Hill-Proteins des Virus und das fiir SARS-CoV-2 spezifische Spike-
Gen (S-Gen) fiir das Spike-Protein. Beide Zielgene wurden mit unterschiedlich markierten

Sonden nachgewiesen.

Dem PCR-Testergebnis entsprechend wurde die Gruppe der SARS-CoV-2 positiv getesteten
Patienten definiert. Die Patienten, die zwar Symptome einer COVID-19-Erkrankung zeigten, bei
denen allerdings kein Erregernachweis gelang, bildeten die Kontrollgruppe. Innerhalb dieser
beiden Patientenkohorten erfolgte zudem eine Unterteilung gemaR des individuellen
Krankheitsverlaufs. Wurden Patienten wahrend des stationdren Aufenthaltes auf einer
Intensivstation behandelt, so galt ihr Krankheitsverlauf als schwer. Patienten, die
ausschlieBlich auf einer Normalstation behandelt wurden, hatten der Einteilung zufolge einen

leichten Krankheitsverlauf.

Zur Erhebung der patientenspezifischen Daten zu Komorbiditdten, Vormedikationen, initialer
Symptomatik und Symptombeginn wurden Arztbriefe aus vorherigen und dem aktuellen
Krankenhausaufenthalt sowie die Eigenanamnese der Patienten bei Aufnahme herangezogen.

Die Vitalparameter wurden in der zentralen Notaufnahme ermittelt und zusammen mit den
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Ergebnissen der initialen klinischen Untersuchung erfasst. Im Rahmen der apparativen
Diagnostik wurden die Befundungen der CT-Thorax-Aufnahmen, die innerhalb der ersten Tage
des stationaren Aufenthaltes angefertigt wurden, im Hinblick auf Anzeichen fiir eine virale
Pneumonie ausgewertet. Wahrend der stationdren Behandlung wurden der klinische Verlauf,
Komplikationen sowie Behandlungen und durchgefiihrte Prozeduren anhand der Eintradge in

der elektronischen Patientenakte erhoben.

5.2 Blutentnahme und Probenverarbeitung

Die Analyse der Differentialblutbilder wurde im Rahmen der klinischen Routineversorgung der
Patienten durchgefiihrt. Es waren daher keine zusatzlichen Venenpunktionen oder invasive
Malinahmen zur Gewinnung der Proben notwendig. Im Verlauf des stationdren Aufenthaltes
wurden dadurch in engen Zeitabstanden die relevanten hamatologischen Parameter ermittelt
und automatisch tber das Krankenhausinformationssystem ORBIS® (Build
08.04.35.01.1014100; Dedalus Healthcare Group AG, Bonn, Deutschland) in der elektronischen
Patientenakte erfasst. Sowohl die Erstellung des Differentialblutbildes als auch die Anfertigung
des Blutausstriches erfolgten aus einer Patientenblutprobe, die in einem 2,7 ml
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) R6hrchen entnommen wurde. Wurden im Rahmen der
Routinediagnostik Auffalligkeiten im automatisierten Differentialblutbild registriert und
Gerate-Flags gesetzt, so wurden Blutausstriche aus den zugehérigen Patientenproben zur

manuellen mikroskopischen Differenzierung angefertigt.

Im Rahmen der abteilungsiibergreifenden Studie zur Analyse der ,Biomarker der COVID-19-
Erkrankung” wurden speziell angepasste Anforderungsprofile zum Monitoring der
Studienteilnehmer erstellt, welche die geforderten Analyten in Abhangigkeit von der
stationaren Verweildauer der Patienten festlegten. Fiir folgende Zeitpunkte wurden

Anforderungsprofile definiert:

e den Aufnahmetag,
e Tag 3 des stationaren Aufenthaltes,
e jeden zweiten weiteren Tag im Verlauf,

e den Entlassungstag.

Hierbei ist hervorzuheben, dass in allen Profilen die Abnahme mindestens eines 2,7 ml EDTA-
Rohrchens vorgesehen war, aus welchem in jedem Fall ein Differentialblutbild erstellt wurde,
das ebenfalls an die elektronische Patientenakte tibermittelt wurde. Aus diesen EDTA-

Rohrchen, die das Zentrallabor in Verbindung mit den speziellen COVID-Anforderungsprofilen

erreichten, wurden in jedem Fall Blutausstriche angefertigt.
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5.3 Das Differentialblutbild

5.3.1 Messverfahren: Sysmex-Analysegerate

Die Blutproben wurden unmittelbar nach der Entnahme von den zustdandigen Stationen zum
Zentrallabor gebracht, wo sie registriert wurden und die mechanisierten Differentialblutbilder
mithilfe der Analysegerate der Sysmex® XN-9100-Serie (Sysmex, Kobe, Japan) erstellt wurden.
Im Folgenden werden die der Differenzierung der Zellpopulationen zugrunde liegenden
Verfahren basierend auf den Ausfiihrungen im Themenblatt ,,Messtechnologie der XN-Serie”

V2.0 (1/2019) der Sysmex Deutschland GmbH dargestellt.14?

5.3.2 Erythrozyten, Thrombozyten, Himatokrit und mittleres korpuskulares
Volumen
Mithilfe der Impedanztechnologie wurden Erythrozyten und Thrombozyten im Red Blood Cell
(RBC) /Platelet (PLT)-Messkanal gezahlt und ihre GréRe bestimmt. Hierzu wurden die Zellen in
einer Elektrolytlosung suspendiert und passierten durch einen Mantelstrom vereinzelt eine
Messkammer zwischen einer positiv und einer negativ geladenen Elektrode. Hierflr wurden
4ul des angesaugten Blutes separiert und das Reagenz CELLPACK® DCL/DST™ fiir eine 1:498
Verdinnung verwendet. Mithilfe der Anzahl der dabei generierten elektrischen Impulse
konnte eine Bestimmung der Erythrozyten- und Thrombozytenzahl in einem definierten
Blutvolumen erfolgen. Da die Hohe der von den Zellen in der Messkammer erzeugten Impulse
proportional zum Zellvolumen ist, konnte durch eine Kumulation der einzelnen Impulse
zusatzlich der Hamatokrit (Hkt) berechnet werden. Aus der Erythrozytenkonzentration und
dem Hkt wurde dann das mittlere korpuskuldre Volumen (MCV) der Erythrozyten automatisch

berechnet.

5.3.3 Hamoglobinkonzentration

Mithilfe der Sodium-Lauryl-Sulfat(SLS)-Methode wurde das Hamoglobin in der auf 1:747
verdinnten Blutprobe aus lysierten Erythrozyten freigesetzt und das Hameisen oxidiert.
AnschlieBend wurde die Absorption des Komplexes aus dreiwertigem Hameisen und SLS in
einer Durchflusszelle bei einer Wellenldnge von 555nm bestimmt. Die gemessene Absorption
ist dabei proportional zur Hdmoglobinkonzentration (Hb) der Blutprobe. Das hierfiir von

Sysmex® verwendete Reagenz tragt den Namen Sulfolyser®.

142 vgl. Sysmex Deutschland GmbH (2019).
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5.3.4 Mittlerer korpuskularer Himoglobingehalt und mittlere korpuskulare
Hamoglobinkonzentration

Der mittlere korpuskuldre Hamoglobingehalt (MCH) und die mittlere korpuskulare

Hamoglobin-Konzentration (MCHC) wurden rechnerisch aus den ermittelten Werten Hb, Hkt

und der Erythrozytenkonzentration bestimmt.

5.3.5 Leukozyten

Die Zdhlung und Differenzierung der Leukozyten erfolgte im White Cell Nucleated (WNR)- und
WBC-Differential (WDF)-Kanal mithilfe von Fluoreszenz-Durchfluss-Zytometrie. Hierzu wurde
die Blutprobe auf 1:61 verdiinnt, die Zellmembranen der Leukozyten durch das Lycercell™
Reagenz perforiert und die Nukleinsauren mit dem Fluoreszenzmarker Fluorcell™ markiert. Die
Blutzellen wurden durch eine optische Durchflusskiivette geleitet und mittels Messung des
Streulichts und des Fluoreszenzsignals die Leukozyten gezahlt und differenziert. Hierbei gibt
das Seitwartsfluoreszenzlicht Auskunft tiber den Nukleinsduregehalt, das Seitwartsstreulicht
Uber die innere Zellstruktur, Lobularitat und Granularitat und das Vorwartsstreulicht Gber

ZellgrofRe und Zellvolumen.

Im WNR-Kanal wurden dariiber hinaus kernhaltige Erythrozytenvorstufen gezahlt und im WDF-

Kanal zusatzlich unreife Granulozyten differenziert.

5.3.6 Parameter und Referenzwerte

Die Interpretation der erfassten hamatologischen Parameter erfolgte aus Basis der
Referenzwerte der Parameter des Differentialblutbildes in der Routinediagnostik. Die
folgenden Referenzwerte sind den Normwerttabellen des Laboratoriumsmedizinischen
Untersuchungsprogramms des ,, Institutes fir Laboratoriumsmedizin und Pathobochemie,
Molekulare Diagnostik” des Universitatsklinikum GieRen und Marburg (UKGM) am Standort
Marburg (Stand 09/2019 Version 2) entnommen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Referenzwerte Differentialblutbild
Analyt Material Referenzbereich Einheit
Basophile EDTA-Blut 0-1,75 %
Basophile (abs.) EDTA-BLUT 0-0,2 x 10%/I
Eosinophile EDTA-BLUT 0,5-5,5 %
Eosinophile (abs.) EDTA-BLUT 0,02-0,5 x 10%/I
Erythrozyten EDTA-BLUT & 4,30-5,75 x 10%%/I
Q 3,90-5,15
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Hb EDTA-BLUT 34 135-172 g/l

Q 120-154
Hkt EDTA-BLUT 3 0,40-0,51 I/l

¢ 0,36-0,45
Leukozyten EDTA-BLUT 3,9-10,2 x 10%/I
Lymphozyten EDTA-BLUT 20-44 %
Lymphozyten (abs.) EDTA-BLUT 1,1-4,5 x 10%/I
MCH EDTA-BLUT d 27,0-33,5 pg

Q 27,0-33,5
MCHC EDTA-BLUT 315-360 g/l Ery
MCV EDTA-BLUT 80-99 fl
Monozyten EDTA-BLUT 2,0-9,5 %
Monozyten (abs.) EDTA-BLUT 0,10-0,90 x 10%/I
Neutrophile EDTA-BLUT 42-77 %
Neutrophile (abs.) EDTA-BLUT 1,5-7,7 x 10°/I
Thrombozyten (abs.) EDTA-BLUT 150-370 x 10%/I

absolute Konzentration = abs.
5.4 Anfertigung des Blutausstriches

5.4.1 Ausstrichmethode

Neben der Analyse des Differentialblutbildes steht die mikroskopische Ausstrichbeurteilung im
Zentrum dieser Arbeit. Hierzu wurden aus den EDTA Proben aller Studienteilnehmer, die das
Zentrallabor in Verbindung mit den speziellen COVID-Anforderungsprofilen erreichten, durch
die Ausstrich- und Farbeautomaten der Sysmex® SP-50 Serie Blutausstriche angefertigt.
Gleiches gilt fiir die automatisierte Ausstrichherstellung, die zur Uberpriifung auffalliger
Geréate-Differenzierungen der XN-9100-Analyseautomaten durchgefiihrt wurde. Die Setzung
der spezifischen Gerate-Flags erfolgte nach dem Regelwerk des Sysmex Information System
(SIS). Bei Flags handelt es sich um Warnhinweise, die u.a. angezeigt werden, wenn die Anzahl
der Blutzelltypen auBerhalb der jeweiligen Referenzbereiche liegt oder Veranderungen in der
Morphologie der Blutzellen registriert werden. Die Beschriftung, Trocknung und Anfarbung der
Ausstriche wurde vollautomatisiert und nach standardisierten Protokollen durchgefiihrt. Der

Objekttrager wurde hierbei am oberen Rand mit den Patientendaten bedruckt.
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5.4.2 Farbemethode

Die Anfarbung der Ausstriche wurde gemaR dem folgenden Protokoll durchgefiihrt:

Tabelle 2: Férbeprotokoll
Reagenz Zeit (mm:ss)
Unverdilinnte Farbel6sung 1 May Grinwald Losung fiir SP 1,12
Verdinnte Farbelosung 1 May Griinwald Lésung fuir SP / 0,24
(PH=7.0) Pufferlésung fir SP = 1/10
Verdiinnte Farbeldsung 2 Giemsa Lésung fir SP / 3,12
(PH=7.0) Pufferlosung fir SP = 1/25
Spilzahler - 1,00
Trocknen - 3,36

5.4.3 Mikroskopische Analyse

Mikroskopiert wurde auf dem OLYMPUS BX-53-Mikroskop (Olympus, Tokio, Japan) mit
UPlanFL-Olobjektiv in 100-facher VergréRerung. Die Aufnahme der mikroskopierten Blutzellen
erfolgte mithilfe der Bildbearbeitungssoftware OLYMPUS cellSens Standard Version 2.3 (Build

18987, Olympus, Tokio, Japan).

5.5 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit Hilfe des Programms GraphPad Prism
Version 9.0.0 (GraphPad Software, San Diego, California USA) durchgefiihrt. Da hierzu ein
Datentransfer auf Computer aufRerhalb des Kliniknetzes erforderlich war, erfolgte eine
Pseudonymisierung der patientenspezifischen Daten. Die Pseudonymzuordnung erfolgte,
indem die Patienten innerhalb der COVID-19-Gruppe sowie der Kontrollgruppe entsprechend
des Zeitpunktes der Krankenhausaufnahme chronologisch und fortlaufend durchnummeriert

wurden.

Im Rahmen der deskriptiven Auswertung der Patientendaten wurden Haufigkeiten,
Mittelwerte und 95% Konfidenzintervalle (KI) berechnet. Die Darstellung der Ergebnisse
erfolgte in Form von Box-Whisker-Plot-Diagrammen mit Kennzeichnung des Medians, des

unteren und oberen Quartils sowie der Extremwerte.

Die metrischen Parameter der maschinellen Differentialblutbilder wurden mittels Mann-

Whitney-Test analysiert. Die Mittelwertvergleiche erfolgten dabei zwischen der Gruppe der
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COVID-19-Patienten mit leichtem Krankheitsverlauf und den schwer erkrankten,

intensivpflichtigen COVID-19-Patienten.

Das Auftreten der prominentesten morphologischen Auffalligkeiten in den Blutausstrichen
wurde mithilfe des Exakten Tests nach Fisher (Fisher-Yates-Test) analysiert. Hierbei wurde
untersucht, ob sich die Wahrscheinlichkeiten fiir das Auftreten von Riesenthrombozyten sowie
von einer Hypogranulierungen der neutrophilen Granulozyten in der Gruppe der COVID-19-

Patienten und der Kontrollpatienten voneinander unterscheiden.

Die Adjustierung der p-Werte fiir multiples Testen wurde mithilfe des Holm-Sidak-Tests

durchgefihrt; das Signifikanzniveau betrug a=0,05.
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6 Ergebnisse

6.1 Patientenkollektiv

Die Studienpopulation umfasst diejenigen COVID-19-Patienten, die am Universitatsklinikum
Marburg im Zeitraum vom 19.03.2020 bis zum 17.06.2020 behandelt wurden, bei Aufnahme
Uber 18 Jahre alt waren und die Einverstandniserklarung zur Studienteilnahme selbst oder
durch juristisch berechtigte Vertreter unterzeichnet haben. Hiernach ergibt sich eine
Studiengruppe von insgesamt 20 COVID-19-Patienten. Bei 19 dieser Patienten wurde SARS-
CoV-2 zum Aufnahmezeitpunkt im respiratorischen Abstrichmaterial mittels PCR
molekularbiologisch nachgewiesen; bei einem weiteren COVID-19 Patienten erfolgte der
Virusnachweis im Verlauf des stationaren Aufenthalts. Die etwa gleichgrolRe
Vergleichspopulation wird durch 22 Kontrollpatienten gebildet, die sich im gleichen Zeitfenster
am Universitatsklinikum mit einer fiir COVID-19 typischen Symptomatik vorstellten, die
allerdings negativ auf SARS-CoV-2 getestet wurden. Wahrend die Ergebnisse der maschinell
ausgewerteten Differentialblutbilder, welche tGber die elektronische Patientenakte erfasst
wurden, fir alle eingeschlossenen Patienten verfligbar sind, liegen Blutausstriche nur fir 19

der insgesamt 20 COVID-19-Patienten sowie fiir 20 der insgesamt 22 Kontroll-Patienten vor.

Das Alter der COVID-19-Patienten lag im Mittel bei etwa 66,5 Jahren; das der Kontroll-
Patienten bei etwa 70 Jahren. 80% (16/20) der COVID-19-Patienten, sowie 54,5% (12/22) der

Kontroll-Patienten waren Manner (Abbildung 1).

Insgesamt waren bei 19 der 20 COVID-19-Patienten und bei 21 der 22 Kontroll-Patienten
Komorbiditaten bekannt. An erster Stelle stand die arterielle Hypertonie, von der 14 COVID-19-
Patienten (70%) und 14 Kontrollpatienten (63,6%) betroffen waren. Kardiale Vorerkrankungen

waren bei 8 COVID-19-Patienten (40%) und 14 Kontrollpatienten (63,6%) bekannt.

Der Body-Mass-Index (BMI) wurde aus den Daten ermittelt, die zu Beginn des stationaren
Aufenthaltes erhoben wurden. Ubergewicht wurde ab einem BMI von > 25 und < 30 kg/m? und
Adipositas ab einem BMI von > 30 kg/m? definiert. Dieser Einteilung zu Folge wurde
Ubergewicht bei 35% der COVID-19-Patienten und 9,1% der Kontrollpatienten und Adipositas
bei 45% der COVID-19-Patienten und 18,2% der Kontrollpatienten festgestellt.
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6.2 Krankheitsverlauf

Zum Aufnahmezeitpunkt waren Fieber, Dyspnoe und Husten als flihrende klinische Symptome
zu verzeichnen. In der initialen korperlichen Untersuchung wurden bei 40% der COVID-19-
Patienten und 77,3% der Kontrollpatienten pathologische Atemgerausche dokumentiert. An
erster Stelle standen hierbei grob- und feinblasige Rasselgerausche. 30% der COVID-19-
Patienten und 50% der Kontrollpatienten bendtigten initial eine Sauerstoff-Gabe. Die
Vitalparameter beider Patientengruppen zum Aufnahmezeitpunkt sind in Abbildung 2

dargestellt.

Den radiologischen Befundberichten zufolge zeigten alle COVID-19-Patienten in den initialen
CT-Thorax-Aufnahmen typische Anzeichen einer viralen Pneumonie. Bei 18 der 20 COVID-19-
Patienten (90%) wurden typische Milchglasinfiltrate dokumentiert. Bei den Kontrollpatienten
wiesen die Befunde in den CT-Thorax-Aufnahmen hingegen nur in 45,5% auf eine virale

Pneumonie hin.

Die stationdre Aufenthaltsdauer betrug in der Studienpopulation im Mittel 28,5 Tage, in der
Kontroll-Gruppe lag sie bei 13,5 Tagen. Die 20 COVID-19-Patienten unterteilten sich in 15
Patienten (75%) mit einem schweren Krankheitsverlauf und Behandlung auf einer
Intensivstation, sowie 5 Patienten (25%) mit einem milderen Krankheitsverlauf, die auf einer
Normalstation gefiihrt werden konnten. In der Kontroll-Gruppe lag der Anteil der Patienten

mit Behandlung auf einer Intensivstation bei 54,5% (12/22) (Abbildung 1).

Im Verlauf des stationdren Aufenthalts war bei 55% der COVID-19-Patienten und 22,7% der
Kontrollpatienten eine invasive Beatmung indiziert; bei 50% der COVID-19-Patienten wurde
diese temporar in Bauchlage durchgefiihrt. Die mittlere Beatmungsdauer lag bei den COVID-
19-Patienten bei 27 Tagen; die Kontrollpatienten wurden im Mittel nur 4 Tage beatmet
(Abbildung 1). Eine extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO) war bei einem COVID-19-
Patienten notwendig. Sieben COVID-19-Patienten (35%) und zwei Kontrollpatienten (9,1%)
benotigten eine Hamodialyse. Bei fiinf COVID-19-Patienten wurde zudem der Januskinase-

Inhibitor Ruxolitinib (Jakavi®) eingesetzt.

Zu den meist dokumentierten Komplikationen zadhlten in beiden Studiengruppen
respiratorische Komplikationen, Sepsis, Organdysfunktionen und Elektrolytentgleisungen. 80%
(16/20) der COVID-19-Patienten, sowie 95,5% (21/22) der Kontroll-Patienten konnten wieder
entlassen werden; 4 COVID-19-Patienten und ein Kontroll-Patient verstarben wahrend des

stationaren Aufenthaltes.
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Eine zusammenfassende Darstellung der patientenspezifischen Variablen zeigt folgende

Tabelle:
Tabelle 3: Charakteristika der eingeschlossenen Patienten
COVID-19- Kontrollpatienten
Patienten (n=20) | (n=22)
Demographische Daten
Median (95% Kl)
Alter (Jahre) 66,5 (62,0-75,0) ‘ 70 (58,0-80,0)
N (%)
Minnliches Geschlecht 16 (80,0) | 12 (54,5)
Komorbidititen
N (%)
Gesamt 19 (95,0) 21 (95,5)
Nikotinabusus 2 (10,0) 8(36,4)
Arterielle Hypertonie 14 (70,0) 14 (63,6)
Adipositas (BMI > 30 kg/m?) 9 (45,0) 4 (18,2)
Ubergewicht (BMI > 25 kg/m?, < 30 kg/m?) | 7 (35,0) 2(9,1)
Diabetes mellitus 7 (35,0) 2(9,1)
Hyperlipoproteinamie 3(15,0) 2(9,1)
Kardiale Vorerkrankungen 8 (40,0) 14 (63,6)
Periphere arterielle Verschlusskrankheit 0(0,0) 2(9,1)
(PAVK)
Chronisch obstruktive Lungenerkrankung | 0 (0,0) 4 (18,2)
(COPD)
Asthma Bronchiale 1(5,0) 0(0,0)
Niereninsuffizienz 3(15,0) 7 (31,8)
Erkrankungen des rheumatischen 2 (10,0) 1(4,5)
Formenkreises
Neurologische und neuromuskulare 8 (40,0) 7 (31,8)
Erkrankungen
Tumorerkrankungen 5(25,0) 6(27,3)
Immunsuppression 4 (20,0) 3(13,6)
Erkrankungen der Leber 2 (10,0) 3 (13,6)
Erkrankungen der Schilddrise 2 (10,0) 4 (18,2)
Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts 8 (40,0) 6(27,3)
Allergische Erkrankungen 3(15,0) 1(4,5)
Psychiatrische Erkrankungen 2 (10,0) 6(27,3)
Suchterkrankungen 3(15,0) 2(9,1)
Vormedikation
N (%)
Antidiabetika 7 (35,0) 1(4,5)
ACE-Inhibitoren 6 (30,0) 4(18,2)
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Beta-Blocker 7 (35,0) 11 (50,0)
Angiotensin-Rezeptorblocker 2 (10,0) 3(13,6)
Lipidsenker 4(20,0) 5(22,7)
Thrombozytenaggregationshemmer 5(25,0) 7 (31,8)
Direkte orale Antikoagulantien (DOAK) 3(15,0) 4 (18,2)
Marcumar 0(0,0) 0(0,0)
Calciumantagonisten 4 (20,0) 3(13,6)
Diuretika 4 (20,0) 11 (50,0)
Systemische Glukokortikoide 0(0,0) 5(22,7)
Antiinfektiva (Antibiotika, Virostatika, 2 (10,0) 2(9,1)
Antimykotika)
Analgetika 3(15,0) 8 (36,4)
Protonenpumpeninhibitoren (PPI) 8 (40,0) 8 (36,4)
Immunsuppressiva 2 (10,0) 3 (13,6)
inhalative Steroide 1(5,0) 1(4,5)
inhalative Beta-2-Agonisten 1(5,0) 4 (18,2)
inhalative Anticholinergika 0(0,0) 3 (13,6)
Schilddrisen-Medikamente 1(5,0) 4 (18,2)
Antikonvulsiva 0(0,0) 4 (18,2)
Psychopharmaka 3 (15,0) 5(22,7)
Antineoplastische Therapie 1(5,0) 2(9,1)
Initiale Symptome
N (%)
Fieber 9 (45,0) 14 (63,6)
Husten 8 (40,0) 10 (45,5)
Dyspnoe 9 (45,0) 14 (63,6)
Bauchschmerzen 1(5,0) 2(9,1)
Ubelkeit oder Erbrechen 2(10,0) 3 (13,6)
Diarrho 4 (20,0) 0(0,0)
Kopfschmerzen 1(5,0) 1(4,5)
Abgeschlagenheit 2 (10,0) 3(13,6)
Gliederschmerzen 2 (10,0) 1(4,5)
Tachykardie 1(5,0) 1(4,5)
Odeme 0(0,0) 5(22,7)
Verschlechterung des Allgemeinzustandes | 5 (25,0) 4 (18,2)
Vitalparameter bei Aufnahme

Median (95% Kl)

Herzfrequenz (1/min) 84,5 (76,0- 90,0 (77,0-100,0)
100,0)
Systolischer Blutdruck (mmHg) 139,0(127,0- 140,0 (128,0-156,0)
165,0)

Diastolischer Blutdruck (mmHg)

78,5 (62,0-85,0)

76,0 (70,0-92,0)
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Atemfrequenz (1/min)

20,0 (16,0-28,0)

19,0 (16,0-26,0)

Korpertemperatur (°C)

37,1 (36,8-37,8)

37,15 (36,7-37,8)

N (%)
Sauerstoffbedarf 6 (30,0) 11 (50,0)
Auskultationsbefund bei Aufnahme
N (%)
Pathologische Atemgerdusche (gesamt) 8 (40,0) 17 (77,3)
Rasselgerdusche 6 (30,0) 12 (54,5)
Verminderte Atemger&usche 0(0,0) 5(22,7)
Ohne pathologischen Befund 5(25,0) 5(22,7)
Bildgebung (CT-Thorax)
N (%)
Befund typisch fiir virale Pneumonie 20 (100,0) ‘ 10 (45,5)
Verlauf
N (%)
Schwerer Krankheitsverlauf 15 (75,0) 12 (54,5)
Nichtinvasive Beatmung 12 (60,0) 14 (63,6)
Invasive Beatmung 11 (55,0) 5(22,7)
extrakorporale Membranoxygenierung 1(5,0) 0(0,0)
(ECMO)
Bauchlagerung 10 (50,0) 1(4,5)
Katecholamingabe 13 (65,0) 5(22,7)
Hamodialyse 7 (35,0) 2(9,1)
Antibiotika 17 (85,0) 19 (86,4)
Virostatika 5(25,0) 4 (18,2)
Antimykotika 3(15,0) 1(4,5)

Behandlungsdauer

Median (95% KI)

Aufenthaltsdauer (Tage)

28,5 (19,0-39,0)

13,5 (8,0-23,0)

Beatmungsdauer (Tage)

27,0 (18,0-41,0)

4,0 (2,0-9,0)

Komplikationen

N (%)
Respiratorische Komplikationen 17 (85,0) 17 (77,3)
Sepsis 16 (80,0) 19 (86,4)
Organdysfunktionen 17 (85,0) 10 (45,5)
Elektrolytentgleisungen 10 (50,0) 10 (45,5)

Outcome
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N (%)
Entlassen 16 (80,0) 21 (95,5)
Verstorben 4 (20,0) 1(4,5)

n = GréfSe der Studiengruppe, N = Anzahl der Patienten mit Merkmalsausprégung
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Abbildung 1: Zeitliche Charakteristika der eingeschlossenen Patienten
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Abbildung 2: Vitalparameter der eingeschlossenen Patienten bei Aufnahme
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6.3 Auswertung der Differentialblutbilder und morphologischen
Charakteristika der peripheren Blutzellen

6.3.1 Erythrozyten
Die Hamoglobinkonzentration der COVID-19-Patienten liegt bei Aufnahme im Mittel bei 125,5
g/l. Dabei zeigen 11 der 20 COVID-19-Patienten (55%) bei Aufnahme per Definition eine

Andmie mit Hdmoglobinwerten unterhalb des Referenzbereiches (Hb &<135 bzw. $<120).

Weitere 7 COVID-19-Patienten entwickeln bei initial normwertigen
Hamoglobinkonzentrationen eine Anamie wahrend des stationdren Aufenthaltes. In der
Gruppe der intensivpflichtigen COVID-19-Patienten, welche bei Aufnahme geringere Hb-
Konzentrationen zeigen als die COVID-19-Patienten mit mildem Verlauf (123,0 g/l vs. 139,0
g/l), sind die Werte wahrend der stationdren Behandlung zudem von einer fallenden Tendenz

gekennzeichnet.

In den peripheren Blutausstrichen der COVID-19-Patienten sind bei mehreren Patienten Zellen
der Erythropoese zu identifizieren. Die auftretenden kernhaltigen Vorstufen der Erythrozyten
lassen sich dabei den polychromatischen sowie orthochromatischen Erythroblastenstadien
zuordnen. Ein blaulich-violettes Zytoplasma sowie ein kompakter Kern, der teilweise noch
diinne Furchen und Felderungen aufweist, sind die Erkennungsmerkmale der
polychromatischen Erythroblasten. Das Zytoplasma der orthochromatischen Erythroblasten,
die zusatzlich durch einen homogen gefarbten dunklen Zellkern mit pyknotischer
Chromatinverdichtung gekennzeichnet sind, erscheint hingegen deutlich rétlicher (Abbildung
3). Zudem féllt eine violette Tingierung einzelner Erythrozyten auf, die durch eine basophile
Punktierung zustande kommt, welche liber den gesamten Erythrozyten verteilt ist (Abbildung
4). Diese morphologischen Auffalligkeiten der roten Zellreihe kénnen sowohl in den
Blutausstrichen der COVID-19-Patienten als auch in denen der Kontrollpatienten beobachtet

werden.
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a b C
d e f
Abbildung 3: Zellen der Erythropoese in den Blutausstrichen verschiedener COVID-19-Patienten.

a-c polychromatische Erythroblasten; d-f orthochromatische Erythroblasten

a b C
d e f a ’
Abbildung 4: Basophile Tiipfelung der Erythrozyten in den Blutausstrichen verschiedener COVID-19-Patienten

6.3.2 Leukozyten

Die Leukozytenkonzentration liegt in der Gruppe der COVID-19-Patienten zum
Aufnahmezeitpunkt im Mittel bei 7,55 x 10%/I. 7 der 20 COVID-19-Patienten (35%) zeigen bei
Aufnahme eine Leukozytose (Leukozytenkonzentration >10,2 x 10%/1); 9 weitere COVID-19-
Patienten entwickeln im Verlauf der stationaren Behandlung bei initial normwertigen
Leukozytenkonzentrationen oder einer Leukopenie (Leukozytenkonzentration <3,9 x 10%/1)

eine Leukozytose.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchung der einzelnen Leukozyten-Subgruppen

aufgefihrt.
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6.3.2.1 Granulozyten

Die Konzentrationen der neutrophilen Granulozyten betragt in der Gruppe der COVID-19-
Patienten zum Aufnahmezeitpunkt im Mittel 5,85 x 10%/I, wobei 8 der 20 COVID-19-Patienten
(40%) im initialen Differentialblutbild eine Neutrophilie (Neutrophilenkonzentration >7,7 x

10%/1) zeigen.

Morphologisch prasentieren die neutrophilen Granulozyten eine Vielzahl an Auffalligkeiten
und Dysplasien. Im Vergleich zu der normal ausgepragten Granulation des Zytoplasmas der
neutrophilen Granulozyten in den Blutausstrichen der Kontrollpatienten (Abbildung 5), ist die
mikroskopisch erkennbare Hypogranulation des Zytoplasmas in den Ausstrichen der COVID-19-
Patienten besonders charakteristisch (Abbildung 6). Im direkten Vergleich der beiden
Studienkollektiven kann festgestellt werden, dass die Hypogranulation bei den COVID-19-
Patienten signifikant haufiger beobachtet werden kann als in der Kontrollgruppe (47,37% vs.
15,0%; p*=0,0407) (Abbildung 7). Interessanterweise fallt zudem auf, dass von insgesamt 9
COVID-19-Patienten, die zum Aufnahmezeitpunkt hypogranulierte Neutrophile zeigen, 5
Patienten im Verlauf des stationdren Aufenthaltes eine deutliche Zunahme der Granularitat
entwickeln (Abbildung 8; Veranderung der Granularitat im Verlauf durch Pfeile

gekennzeichnet).

Abbildung 5: Normal ausgeprégte Granulation des Zytoplasmas der neutrophilen Granulozyten in den
Blutausstrichen verschiedener Kontrollpatienten
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Abbildung 6:
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Hypogranulation des Zytoplasmas der neutrophilen Granulozyten in den Blutausstrichen
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Abbildung 7:
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Auftreten der Hypogranulation der neutrophilen Granulozyten in den Blutausstrichen der
eingeschlossenen Patienten (p*=adjustierter p-Wert)
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Abbildung 8:

Granulierung des Zytoplasmas der
verschiedener COVID-19-Patienten.

a = Hypogranulation im initialen Blutausstrich; b = Zunahme der Granularitdt in eine
Ausstrich

neutrophilen Granulozyten

in den Blutausstrichen

m spdteren



Ergebnisse 40

Weitere zytoplasmatische Auffalligkeiten der neutrophilen Granulozyten umfassen das
Auftreten von Vakuolen sowie von D6hle-Kérperchen und toxischen Granulationen. Bei
insgesamt 10 COVID-19-Patienten imponieren Granulozyten mit mehreren kleinen Vakuolen,
welche sich als scharf begrenzte, runde Aussparungen im Zytoplasma darstellen (Abbildung 9,
a-i). Die D6hle-Korperchen sind als unregelmaRig begrenzte ovale oder langliche basophile
Stellen im Zytoplasma zu identifizieren und hier exemplarisch in den Ausstrichen zweier
COVID-19-Patienten dargestellt (Abbildung 9, j-k schwarze Pfeile). Granulozyten, die eine
toxische Granulation in Form deutlich hervortretender dunkler bis azurophiler Granula
prasentieren, sind in der Gruppe der COVID-19-Patienten nur sehr vereinzelt zu identifizieren

(Abbildung 9, I).
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Abbildung 9: Zytoplasmatische Charakteristika der neutrophilen Granulozyten in den Blutausstrichen
verschiedener COVID-19-Patienten.
a-i zytoplasmatische Vakuolen; j-k Déhle-Kérperchen (schwarze Pfeile); | toxische Granulation
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Neben den zytoplasmatischen Auffalligkeiten imponieren Anomalien der Kernmorphologie. 18
COVID-19-Patienten prasentieren zu mindestens einem Zeitpunkt im Krankheitsverlauf eine
verringerte Kernsegmentation mit bilobierten, pelgeroiden Zellkernen. Die zweisegmentigen

Kerne stellen sich dabei rundlich und plump oder auch brillenférmig dar (Abbildung 10).
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Abbildung 10:



Ergebnisse 43

Neben der pelgeroiden Kernsegmentierung, ist das Bild der neutrophilen Granulozyten durch
eine Reihe weiterer dysplastischer Kernformationen charakterisiert. So sind monolobierte
neutrophile Granulozyten mit vollstandig fehlender Kernsegmentierung und auffallig dichtem,
stark kondensierten Kernchromatin bei einer Vielzahl der Patienten zu sehen (Abbildung 11).
Auch eine auffillige Anordnung dicht kondensierter Kernsegmente in teilweise kreuzférmigen
Formationen sowie ringférmige Kerne kénnen identifiziert werden (Abbildung 12, Abbildung

13).

$é

$ ®

Abbildung 11: Monolobierte neutrophile Granulozyten mit auffdlliger Chromatinkondensation in den
Blutausstrichen verschiedener COVID-19-Patienten

o

Abbildung 12: Dysplastische Kernformationen mit pyknotisch verdichtetem Kernchromatin der neutrophilen
Granulozyten in den Blutausstrichen verschiedener COVID-19-Patienten
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Abbildung 13:
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Neutrophile Granulozyten mit ringférmigen Kernen in den Blutausstrichen verschiedener COVID-
19-Patienten

In den Blutausstrichen der COVID-19-Patienten imponiert zudem eine links verschobene

Granulopoese mit einem vermehrten Auftreten von Myelozyten und Metamyelozyten. Der

Zelldurchmesser der Myelozyten ist gegeniiber den reifen Granulozyten leicht erhdht; der Kern

ist rundlich bis unregelmaRig oval geformt und weist eine noch relativ feine Chromatinstruktur

auf. Im Gegensatz dazu sind die Zellkerne der Metamyelozyten deutlicher eingebuchtet und

das Chromatin erscheint zunehmend grobscholliger (Abbildung 14).

Abbildung 14:

links verschobene Granulopoese in den Blutausstrichen verschiedener COVID-19-Patienten.
a-b Myelozyten; c-e Metamyelozyten
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6.3.2.2 Monozyten
Die Monozytenkonzentrationen der COVID-19-Patienten betragen zum Aufnahmezeitpunkt im
Mittel 0,54 x 10°/1, wobei 3 der 20 COVID-19-Patienten (15%) bei Aufnahme eine Monozytose

(Monozytenkonzentration >0,9 x 10%/I) zeigen.

Morphologisch sind die Monozyten in den Blutausstrichen der COVID-19-Patienten durch eine
ausgepragte zytoplasmatische Vakuolisierung charakterisiert (Abbildung 15). Die Zellform der
Monozyten ist ausgesprochen polymorph und in der Mehrzahl der Falle durch eine
unregelmalige Kontur des Zytoplasmas, welches meist eine feine Granulierung aufweist,
gekennzeichnet. Die Kerne zeigen ein teils dichtes bis feinstrukturiertes Chromatin und sind
ebenfalls durch eine variable Form gekennzeichnet. Im Vergleich der COVID-19-Patienten mit
der Kontrollgruppe lassen sich beziiglich des Auftretens dieser morphologischen

Charakteristika keine quantifizierbaren Unterschiede feststellen.

a b t
%
o
d e f
g h i
Abbildung 15: Ausgeprdgte Vakuolisierung der Monozyten in den Blutausstrichen verschiedener COVID-19-
Patienten

Es ist jedoch zu bemerken, dass die mittlere Monozytenkonzentration der schwer erkrankten
COVID-19-Patienten zum Aufnahmezeitpunkt signifikant geringer ist als in der Gruppe der
COVID-19-Patienten mit leichtem Krankheitsverlauf (0,38 x 10%/I vs. 0,67 x 10%/I; p*=0,0402)
(Abbildung 16).
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Monozytenkonzentration der COVID-19-Patienten
bei Aufnahme
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Abbildung 16: Vergleich der Monozytenkonzentration der eingeschlossenen COVID-19-Patienten mit milden und

schweren Krankheitsverldufen zum Aufnahmezeitpunkt (p*=adjustierter p-Wert)

6.3.2.3 Lymphozyten

Die absoluten Lymphozytenkonzentrationen der COVID-19-Patienten betragen bei Aufnahme
im Mittel 0,71 x 10°%/I. Das Auftreten atypischer Lymphozyten gehért sowohl in der Gruppe der
COVID-19-Patienten als auch in der Kontrollgruppe zu den prominenten Charakteristika der
peripheren Blutausstriche. Dabei zeigen alle COVID-19-Patienten in mindestens einem
Ausstrich Lymphozyten, die morphologisch vom ruhenden Standardlymphozyten abweichen
und sich der aktuellen Nomenklatur zufolge der Kategorie der ,vermutlich reaktiven
Lymphozyten” zuordnen lassen.'®® Diese aktivierten Lymphozyten sind durch einen im
Vergleich zum Standardlymphozyten vergroRerten Zelldurchmesser und eine verringerte Kern-
Plasma-Relation bei ausladenderem Zytoplasma gekennzeichnet. Der relativ blasse
Zytoplasmasaum ist meist verbreitert, exzentrisch gelagert und weist in einigen Fallen eine
basophile Randbetonung auf. Die Kerne sind durch eine unregelmaRige, teilweise
eingebuchtete Form und durch eine relativ feine Chromatinstruktur gekennzeichnet. Als
charakteristisches Merkmal prasentieren eine Vielzahl der aktivierten Lymphozyten neben
einer perinukledren Aufhellung eine zentrale Aufhellungszone im Kern, die einem Nukleolus

entspricht. (Abbildung 17)

143 vgl. Baurmann et al. (2011).
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Abbildung 17: Atypische Lymphozyten in den Blutausstrichen verschiedener COVID-19-Patienten

Neben den reaktiven Lymphozyten pragen LGL-Zellen das mikroskopische Bild. Zytologisch sind
die LGL-Zellen bei variabler Form und GréRe meist durch ein verbreitertes und vergleichsweise
blass-basophiles Zytoplasma gekennzeichnet, welches durch einen unregelmaRig begrenzten
Randsaum sowie punktférmige, azurophile Granulationen charakterisiert ist. Die meist oval
geformten Zellkerne weisen zum Teil Einkerbungen sowie prominente Nukleolen auf. Dariiber
hinaus finden sich Lymphozyten mit irregularen, villésen Zytoplasmaausziehungen sowie
vereinzelte zirkulierende Plasmazellen, welche durch eine ovale Zellform und eine relativ
starke Basophilie des Zytoplasmas gekennzeichnet sind. Der Kern der Plasmazellen liegt

exzentrisch und weist dichtes, scholliges Chromatin auf. (Abbildung 18)



Ergebnisse 48

a b o (&
-
& . o
.. e @

d e f
".':
% &
i,

g h i

Abbildung 18: Morphologische Charakteristika der Lymphozyten in den Blutausstrichen verschiedener COVID-

19-Patienten. a-g LGL-Zellen; h Lymphozyt mit villésen Zytoplasmaausziehungen; i Plasmazelle

Diese morphologischen Charakteristika kbnnen sowohl in der Gruppe der COVID-19-Patienten
als auch in der Kontrollgruppe beobachten werden, ohne dass hierbei ein quantifizierbarer
Unterschied zwischen den Studienpopulationen festzustellen ist. Es ist jedoch zu beobachten,
dass schwer erkrankte COVID-19-Patienten im initialen Differentialblutbild eine signifikant
geringere Konzentration nicht-atypischer Lymphozyten im Vergleich mit nur leicht erkrankten

COVID-19-Patienten zeigen (0,69 x 10%/I vs. 1,141 x 10°%/I; p* = 0,0402) (Abbildung 19).
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Konzentration nicht-atypischer Lymphozyten
der COVID-19-Patienten bei Aufnahme
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Abbildung 19: Vergleich der Konzentration nicht-atypischer Lymphozyten der eingeschlossenen COVID-19-

Patienten mit milden und schweren Krankheitsverldufen zum Aufnahmezeitpunkt
(p*=adjustierter p-Wert)

6.3.3 Thrombozyten

Die mittlere Thrombozytenkonzentration der COVID-19-Patienten betragt zum
Aufnahmezeitpunkt 231,5 x 10°/I. 2 der COVID-19-Patienten (10%) zeigen bei Aufnahme eine
Thrombophilie (Thrombozytenkonzentration >370 x 10°%/1) und 3 COVID-19-Patienten (15%)

eine Thrombopenie (Thrombozytenkonzentration <150 x 10%/1).

Eine prominente Auffalligkeit in den Blutausstrichen der COVID-19-Patienten stellt das
Auftreten von deutlich vergréBerten Thrombozyten dar, welche bei insgesamt 18 COVID-19-
Patienten beobachtet werden kénnen. Verglichen mit den Kontrollpatienten, treten
Riesenthrombozyten damit signifikant haufiger in den initialen Blutausstrichen der COVID-19-
Patienten auf (94,74% vs. 60,0%; p= 0,0390) (Abbildung 20). Der Zellrand der
Riesenthrombozyten, welche gemessen am Zelldurchmesser meist die GréRe der Erythrozyten
Ubersteigen, ist nicht klar abgrenzbar und durch retikuldre Zytoplasmaauslaufer

gekennzeichnet. Zudem ist teilweise eine zytoplasmatische Vakuolisierung zu erkennen

(Abbildung 21).
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Riesenthrombozyten im initialen Blutausstrich

301

204

104

Anzahl an Patienten

* p*=0,0390
I 1

3 keine Riesenthrombozyten
Hm Riesenthrombozyten

COVID-19-Patienten Kontrollpatienten

Abbildung 20:

Abbildung 21:

Auftreten von Riesenthrombozyten in den Blutausstrichen der eingeschlossenen Patienten zum
Aufnahmezeitpunkt (p*=adjustierter p-Wert)
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Eine zusammenfassende Darstellung der quantitativen hamatologischen Parameter der

eingeschlossenen Patienten zum Aufnahmezeitpunkt zeigen die folgenden beiden Tabellen:

Tabelle 4: Hdmatologische Parameter der eingeschlossenen Patienten bei Aufnahme
Parameter COVID-19- Kontrollpatienten
Patienten (n=22)
(n=20)
Hb [g/L] Median 125,5(117,0- 123,5 (115,0-139,0)
(95% Kil) 139,0)
3<135 bzw. 9<120 N/n (%) 11/20 (55,00) 12/22 (54,55)
Erythrozyten [x 10'%/I] Median 4,45 (4,20-5,10) | 4,50 (3,80-4,80)
(95% KI)
Hk [L/L] Median 0,38 (0,34-0,43) | 0,39 (0,34-0,42)
(95% Kil)
MCH [pg] Median 28,5 (28,0-29,0) | 29,0 (27,0-30,0)
(95% Kil)
MCV [fl] Median 83,5 (82,0-85,0) | 87,0 (84,0-90,0)
(95% Kil)
MCHC [g/L Erythrozyten] Median 342,5 (337,0- 334,0(321,0-342,0)
(95% KI) 352,0)
Leukozytenkonzentration
Absolut [x 10%/1] Median 7,55 (6,32- 8,305 (5,420-15,40)
(95% Kil) 11,20)
>10,2 x 10%/I N/n (%) 7/20 (35,00) 8/22 (36,36)
<3,9 x 10%/I N/n (%) 3/20 (15,00) 2/22(9,09)
Basophilenkonzentration
Absolut [x 10%/1] Median 0,01 (0,000- 0,02 (0,000-0,045)
(95% Kil) 0,030)
Eosinophilenkonzentration
Absolut [x 10%/1] Median 0,00 (0,00-0,03) | 0,075 (0,030-0,140)
(95% KI)
Neutrophilenkonzentration
Absolut [x 10%/1] Median 5,850 (3,810- 5,565 (3,120-11,12)
(95% KI) 9,700)
>7,7 x 10%/I N/n (%) 8/20 (40,00) 7/22(31,82)
<1,5 x 10%/I N/n (%) 0/20 (0,00) 1/22 (4,55)
Monozytenkonzentration
Absolut [x 10%/1] Median 0,540 (0,350- 0,465 (0,260-0,740)
(95% Kil) 0,670)
>0,9 x 10%/I N/n (%) 3/20 (15,00) 3/22 (13,64)
<0,1 x 10%/I N/n (%) 0/20 (0,00) 2/22 (9,09)
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Parameter COVID-19- Kontrollpatienten
Patienten (n=22)
(n=20)
Lymphozytenkonzentration
(Lymphozyten gesamt)
Absolut [x 10°%/I] Median 0,71 (0,44-0,98) | 1,03 (0,71-1,87)
(95% KI)
Lymphozytenkonzentration
(nicht atypische Lymphozyten)
Absolut [x 10%/1] Median 0,770 (0,410- 0,925 (0,540-1,370)
(95% KI) 1,010)
Neutrophilen/Lymphozyten- Median 9,195 (4,460- 6,415 (3,700-19,85)
Quotient (95% KI) 14,94)
Thrombozytenkonzentration
Absolut [x 10%/1] Median 231,5(181,0- 199,0 (138,0-322,0)
(95% Kil) 293,0)
>370 x 10%/I N/n (%) 2/20 (10,00) 4/22 (18,18)
<150 x 10%/I N/n (%) 3/20 (15,00) 6/22 (27,27)

n = GréfSe der Studiengruppe, N = Anzahl der Patienten liber oder unter den Cut-off-Werten

Tabelle 5: Hématologische Parameter der COVID-19-Patienten mit schwerem und leichten
Krankheitsverlauf bei Aufnahme
Parameter COVID-19-Patienten COVID-19-Patienten
mit schwerem mit leichtem
Krankheitsverlauf Krankheitsverlauf
(n=15) (n=5)
Hb [g/L] Median | 123,0(108,0-138,0) 139,0 (124,0-169,0)
(95% Kl)
3<135 bzw. 9<120 N/n (%) | 9/15 (60,00) 2/5 (40,00)
Erythrozyten [x 10%%/L] Median | 4,40 (3,90-5,10) 4,50 (4,20-5,85)
(95% Kl)
Hk [L/L] Median | 0,37 (0,33-0,45) 0,40 (0,35-0,47)
(95% KI)
MCH [pg] Median | 28,0(27,0-29,0) 30,0 (29,0-32,0)
(95% KI)
MCV [fl] Median | 83,0(79,0-85,0) 84,0 (82,0-90,0)
(95% KI)
MCHC [g/L Erythrozyten] Median | 338,0(328,0-346,0) 352,0(347,0-360,0)
(95% Kl)
Leukozytenkonzentration
Absolut [x 10%/1] Median | 7,45 (5,01-11,20) 7,65 (5,83-22,90)
(95% Kl)

>10,2 x 10%/I

N/n (%)

5/15 (33,33)

2/5 (40,00)
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Parameter COVID-19-Patienten COVID-19-Patienten
mit schwerem mit leichtem
Krankheitsverlauf Krankheitsverlauf
(n=15) (n=5)
<3,9 x 10%/I N/n (%) | 3/15 (20,00) 0/5 (0,00)
Basophilenkonzentration
Absolut [x 10%/I] Median | 0,01 (0,00-0,04) 0,01000 (0,00-0,03)
(95% KI)
Eosinophilenkonzentration
Absolut [x 10%/1] Median | 0,00 (0,00-0,02) 0,03 (0,00-0,19)
(95% KI)
Neutrophilenkonzentration
Absolut [x 10%/1] Median | 6,30 (2,93-9,79) 5,13 (3,81-19,04)
(95% Kl)
>7,7 x 10%/I N/n (%) | 6/15 (40,00) 2/5 (40,00)
<1,5 x 10%/I N/n (%) | 0/15 (0,00) 0/5 (0,00)
Monozytenkonzentration
Absolut [x 10%/1] Median | 0,38 (0,34-0,63) 0,67 (0,58-1,10)
(95% Kl)
>0,9 x 10%/I N/n (%) | 1/15 (6,67) 2/5 (40,00)
<0,1 x 10%/I N/n (%) | 0/15 (0,00) 0/5 (0,00)
Lymphozytenkonzentration
(Lymphozyten gesamt)
Absolut [x 10%/1] Median | 0,710 (0,390-1,120) 0,755 (0,170-2,720)
(95% KI)
Lymphozytenkonzentration
(nicht atypische Lymphozyten)
Absolut [x 10%/1] Median | 0,69 (0,23-0,98) 1,41 (0,72-1,69)
(95% KI)
Neutrophilen/Lymphozyten- Median | 9,24 (5,47-15,78) 3,04 (2,70-23,22)
Quotient (95% Kl)
Thrombozytenkonzentration
Absolut [x 10°%/I] Median | 227,0(170,0-293,0) 266,0 (162,0-410,0)
(95% KI)
>370 x 10%/I N/n (%) | 1/15(6,67) 1/5 (20,00)
<150 x 10%/I N/n (%) | 3/15(20,00) 0/5 (0,00)

n = GrofSe der Studiengruppe, N = Anzahl der Patienten liber oder unter den Cut-off-Werten
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7 Diskussion

7.1 Erythrozyten

Die Anamie ist ein typischer Begleitbefund systemischer Infektionen und tritt besonders haufig
bei hospitalisierten Patienten auf, die intensivmedizinisch behandelt werden.?** Obwohl bis
zum aktuellen Zeitpunkt uneinheitliche Daten zur Pravalenz der Andamie bei COVID-19-
Patienten publiziert worden sind, war daher zu erwarten, dass ein Grof3teil der
eingeschlossenen Patienten niedrige Hb-Konzentrationen aufweisen wirde. Es konnte gezeigt
werden, dass bei 55% aller eingeschlossenen COVID-19-Patienten bei Aufnahme eine Andamie
diagnostiziert werden konnte. Dieser Wert ist allerdings nur bedingt mit publizierten Angaben
vergleichbar, da die Hb-Konzentration stark von Alter, Geschlecht und Grunderkrankungen der
Patienten abhangt und dadurch im Besonderen von den Charakteristika der Studienpopulation
beeinflusst wird. Die intensivpflichtigen Patienten zeigten zudem verglichen mit leicht
erkrankten COVID-19-Patienten bei Aufnahme und im Verlauf des Krankenhausaufenthaltes
niedrigere Hb-Konzentrationen. Dieser Zusammenhang entspricht dabei den allgemeinen

Erwartungen und ist wenig spezifisch fir die COVID-19-Erkrankung.

Im Hinblick auf die Pathogenese der COVID-19-assoziierten Anamie legen Ergebnisse von
Bergamaschi et al. nahe, dass diese mit groRer Wahrscheinlichkeit auf die systemische
Entzindungsreaktion zurlickzufiihren ist. An der Genese der Infektandmie sind
proinflammatorische Zytokine sowie das Akute-Phase-Protein Hepcidin malRRgeblich beteiligt.
Uber eine verminderte Mobilisation von Eisen aus dem retikuloendothelialen System und eine
geringere intestinale Resorption bewirken diese Entziindungsmediatoren eine Stérung der
Eisenhomoostase. Dariiber hinaus flihren sie zu einer Beeintrachtigung der Erythropoese und

Uber die Aktivierung von Makrophagen zu einem gesteigerten Erythrozytenabbau.*

Die beobachteten Veranderungen der Erythrozyten in den Blutausstrichen der COVID-19-
Patienten kdnnen in diesem Zusammenhang als morphologischer Ausdruck einer solchen
Dyserythropoese interpretiert werden. In der mikroskopischen Auswertung konnte eine
polychromatische Darstellung der Erythrozyten beobachtet werden, welche auf einer
starkeren Anfarbbarkeit mit basischen Farbstoffen beruht und ein typisches morphologisches
Korrelat der Retikulozytose darstellt.}*® Wie zu erwarten war, konnten zudem Erythroblasten
im peripheren Blut der COVID-19-Patienten nachgewiesen werden. Diese morphologischen

Veranderungen spiegeln einen hamatopoetischen Stresszustand wider, welcher in Folge der

144 vgl. Vincent et al. (2002).
145 vgl. Weiss et al. (2019).
146 vgl. Loffler et al. (2004), S. 31-33.
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SARS-CoV-2-Infektion entsteht und mit einer reaktiven Veranderung der Erythropoese
einhergeht. Zusammenfassend ldsst sich somit feststellen, dass die COVID-19-Patienten dieser
Studie typische, infektassoziierte Auffalligkeiten der quantitativen Erythrozytenindizes sowie

der Erythrozytenmorphologie prasentierten.

7.2 Leukozyten

Die Leukozyten sind ein essentieller Bestandteil der immunologischen Abwehrmechanismen
und dementsprechend haufig werden Veranderungen der Leukozytenzahlen sowie der
relativen Verteilung der Subtypen im Zusammenhang mit Infektionen und
Entziindungsprozessen beobachtet. Dabei ist die Leukozytose im klinischen Alltag ein haufiger
und gleichzeitig unspezifischer Befund, der auf vielfaltige Ursachen zuriickgefiihrt werden
kann. Wahrend bakterielle Infektionen typischerweise mit einer ausgepragten, reaktiven
Leukozytose einhergehen, werden bei Virusinfektionen meist nur geringgradige Leukozytosen

und nicht selten auch Leukopenien beobachtet.147:148

Wider Erwarten zeigten in dieser Studie jedoch 35% der eingeschlossenen COVID-19-Patienten
bei Aufnahme eine Leukozytose und auch in aktuellen Veréffentlichungen werden erhéhte
Leukozytenkonzentrationen bei COVID-19-Patienten beschrieben. Retrospektive Studien an
teilweise deutlich gréReren Patientenkollektiven konnten dariiber hinaus zeigen, dass ein
statistischer Zusammenhang zwischen der Hohe der Leukozytenkonzentration zum
Aufnahmezeitpunkt und der Prognose der COVID-19-Patienten besteht. So konnte
nachgewiesen werden, dass hohere Leukozytenkonzentrationen mit einem erhéhten Risiko fiir
eine intensivmedizinische Behandlung und die Entwicklung eines ARDS sowie mit einer

erhohten Krankenhaussterblichkeit korrelieren.14%:50.151,152,153

Um den Anstieg der Leukozytenkonzentrationen bei den COVID-19-Patienten jedoch bewerten
zu kénnen, ist eine Differenzierung der quantitativen Verschiebungen und morphologischen

Veranderungen innerhalb der Leukozytensubpopulationen zwingend erforderlich.

147 vgl. Kroschinsky et al. (2007).
148 vgl. Reinhardt/Ritter (2018).
149 vgl. Huang et al. (2020).

150 vgl. Wang et al. (2020a).

151 vgl. Wu et al. (2020a).

152 vgl. Deng et al. (2020).

153 vgl. Zhou et al. (2020a).



Diskussion 56

7.2.1 Granulozyten

Neben physischen und psychischen Belastungssituationen, welche mit erhéhten Katecholamin-
und Glucocorticoidspiegeln einhergehen, sind meist Infektionen und Entziindungsgeschehen
bakterieller Genese Ausldser einer reaktiven Granulozytose. Demgegeniber stehen eine Reihe
viraler Erreger, darunter Rételn- und Influenzaviren, welche bekanntermaRen mit einer
Granulozytopenie bzw. Neutropenie einhergehen.®* Dass in dieser Arbeit 40% der COVID-
19-Patienten bei Aufnahme eine Neutrophilie prasentieren und bei keinem COVID-19-
Patienten eine Neutropenie festgestellt werden konnte, ist daher eine fiir virale Infektionen
untypische Beobachtung. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass die neutrophilen
Granulozyten den Hauptanteil der Gesamtleukozyten ausmachen, erklart dieser Befund
allerdings die Erhohung der Leukozytenkonzentrationen, die bei den eingeschlossenen COVID-
19-Patienten festgestellt werden konnte. Zudem wird die Neutrophilie auch in aktuellen
Publikationen als typische COVID-19-assoziierte Veranderung mit entscheidender

prognostischer Aussagekraft beschrieben. 1°6:157:158

Die Bedeutung der neutrophilen Granulozyten fir die Pathogenese der COVID-19-Erkrankung
kann dabei anhand des Konzeptes von Siddigi und Mehra verdeutlicht werden. Sie
formulierten die These, dass ein schwerer systemischer Verlauf der COVID-19-Erkrankung nicht
durch die Pathogenitat des Virus selbst, sondern vielmehr durch eine inaddquat libersteigerte
Immunantwort vermittelt wird. **° Da bei schwer erkrankten COVID-19-Patienten ein
ausgepragtes proinflammatorisches Zytokinprofil beobachtet werden konnte, wird in diesem
Zusammenhang auch von einem sogenannten Zytokin-Sturm-Syndrom gesprochen. 1*° Dieser
Zytokinsturm resultiert unter anderem in der Aktivierung der neutrophilen Granulozyten,
welche maRgeblich an der Entstehung der systemischen Hyperinflammation, welche in einem

Multiorganversagen resultieren kann, beteiligt sind.'®1¢?

Daher kann die Bestimmung der Konzentration der neutrophilen Granulozyten wichtige

Informationen fiir die Beurteilung des Krankheitsverlaufes der COVID-19-Patienten liefern. Im

154 vgl. Reinhardt/Ritter (2018).
155 vgl. Kroschinsky et al. (2007).
156 vgl. Wang et al. (2020a).

157 vgl. Huang et al. (2020).

158 vgl. Wu et al. (2020a).

159 vgl. Siddigi/Mehra (2020).

160 vgl. Mehta et al. (2020).

161 vgl. Gustine/Jones (2021), S. 9.
162 vgl. Veras et al. (2020).
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klinischen Alltag sollte die Neutrophilie dabei als Risikofaktor fiir schwere systemische COVID-

19-Verlaufe gewertet und in die Therapieentscheidungen einbezogen werden.

Die Entstehung der Neutrophilie kann dabei durch eine kurzfristige Umverteilung von
Neutrophilen aus den marginalen GefaBpools in die Blutzirkulation sowie durch die
Mobilisierung des Reservepools im Knochenmark bewirkt werden. In diesem Zusammenhang
kénnen Myelozyten und Metamyelozyten, die in dieser Untersuchung im peripheren Blut der
COVID-19-Patienten identifiziert werden konnten, als Korrelat der reaktiv gesteigerten
Granulopoese interpretiert werden. Die Dohle-Koérperchen, die in den zirkulierenden
Granulozyten beobachtet werden konnten, entsprechen Resten des rauen endoplasmatischen

Retikulums und weisen damit ebenfalls auf eine verkiirzte Zellreifung hin.s:

In der mikroskopischen Analyse der Blutausstriche fielen zudem Pseudo-Pelger-Zellen,
rundkernige Granulozyten sowie ringférmige Kernstrukturen auf. AuRerdem war das
Kernchromatin einiger Granulozyten durch eine auffallige Chromatinkondensation
gekennzeichnet. Diese Dysplasiezeichen sind ebenfalls als Folgeerscheinungen einer
beeintrachtigten Granulopoese zu interpretieren und werden auch in aktuellen Publikationen
im Zusammenhang mit der SARS-CoV-2-Infektion beschrieben 164165166, 167,168 ym den
Zusammenhang zwischen diesen Dysplasiezeichen der neutrophilen Granulozyten und
moglichen Beeintrachtigungen ihrer Funktion im Detail nachvollziehen zu kénnen, sind
weiterfiihrende Untersuchungen mittels DNA- und mRNA-Sequenzierung,
Durchflusszytometrie und Massenspektrometrie von entscheidender Bedeutung. Aktuelle
Forschungsergebnisse weisen jedoch auf eine dysregulierte Expression der - fiir die Ausbildung
der NETs essentiellen Enzyme - Myeloperoxidase und Elastase in neutrophilen Granulozyten

der COVID-19-Patienten hin.®°

Neben einer gesteigerten Vakuolisierung konnte in der morphologischen Auswertung eine
ausgepragte Hypogranulation des Zytoplasmas der neutrophilen Granulozyten festgestellt
werden, welche bei den COVID-19-Patienten verglichen mit der Kontrollgruppe signifikant
haufiger auftrat. Im longitudinalen Verlauf konnte eine Normalisierung der Granulierung bei
den betroffenen COVID-19-Patienten beobachtet werden. Die Beschreibung dieser

dynamischen Veranderung der Zytoplasmagranularitdt in Zusammenhang mit einer SARS-CoV-

163 vgl. Fuchs et al. (2016), S. 142-147.
164 vgl. Singh et al. (2020).

165 vgl. Liike et al. (2020).

166 vgl. Zini et al. (2020).

167 vgl. Nazarullah et al. (2020).

168 \vgl. Berber et al. (2021).

169 vgl. Muralidharan et al. (2022).
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2-Infektion ist bislang nicht beschrieben. Die bei COVID-19-Patienten signifikant haufiger
auftretende Hypogranulierung der neutrophilen Granulozyten kdnnte moglicherweise als
zusatzliches Kriterium flr der initiale Diagnosestellung herangezogen werden. Um die
prognostische Bedeutung der Hypogranulation genauer zu explorieren, ware jedoch eine
Beurteilung der Blutausstriche groRerer Patientenpopulationen mit unterschiedlichen

schweren COVID-19-Verldufen erforderlich.

7.2.2 Monozyten

Das mononukledr-phagozytare System stellt eine Hauptquelle der Zytokinproduktion dar und
ist maRgeblich an der Entstehung des Hyperinflammationssyndrom bei schwer erkrankten
COVID-19-Patienten beteiligt. Wahrend unter Beriicksichtigung der aktuellen
Forschungsergebnisse von einer inadaquaten Aktivierung der Makrophagen in Folge einer
SARS-CoV-2-Infektion ausgegangen werden kann, ist die Datenlage zu quantitativen
Veranderungen der im peripheren Blut zirkulierenden Monozyten, begrenzt.?’!"! |n dieser
Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass die mittlere Monozytenkonzentration der schwer
erkrankten COVID-19-Patienten bei Aufnahme signifikant geringer ist als in der Gruppe der
COVID-19-Patienten mit leichten Krankheitsverldaufen. Diese Ergebnisse implizieren, dass die
Monozytenkonzentration einen Parameter mit prognostischem Potential darstellt und die
Identifikation von COVID-19-Patienten mit einem héheren Risiko fiir schwere

Krankheitsverlaufe bereits zum Aufnahmezeitpunkt ermdglicht.

Dies passt zu den Beobachtungen von Qin et al., die bei der Auswertung der Daten von
insgesamt 425 COVID-19-Patienten feststellen konnten, dass schwer erkrankte COVID-19-
Patienten einen signifikant geringeren relativen Anteil an Monozyten aufweisen als Patienten
mit mildem Verlauf.}”? Es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass die Resultate der publizierten
Arbeiten im Hinblick auf die prognostische Aussagekraft der Monozytenkonzentrationen
uneinheitlich und durch eine geringe Evidenz gepragt sind. So stehen zwei weiteren
Publikationen, die tendenziell niedrigere Monozytenkonzentrationen in Zusammenhang mit
der Entstehung eines ARDS, der intensivpflichtigen Behandlung sowie dem Tod der COVID-19-
Patienten setzen, der Veroffentlichung von Yang et al. gegeniiber, welche eine signifikante
Korrelation zwischen schweren Krankheitsverlaufen und hoheren Monozytenkonzentrationen

nachweisen konnten. 13174175 Es sind daher weitere Untersuchungen notwendig, um die

170 vgl. Gustine/Jones (2021).

171 vgl. Wang et al. (2020b).

172 y/gl. Qin et al. (2020), S. 762-765.
173 vgl. Wu et al. (2020a).

174 vgl. Berber et al. (2021).

175 vgl. Yang et al. (2020a).
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Auswirkungen der SARS-CoV-2-Infektion auf Funktion und Zahl der Monozyten vollstandig zu

verstehen und die Ursache der Diskrepanzen in der aktuellen Datenlage zu ergriinden.

In der Auswertung der Blutausstriche konnte gezeigt werden, dass die Monozyten der COVID-
19-Patienten durch eine ausgepragte Vakuolisierung charakterisiert sind. Diese
zytoplasmatische Veranderung weist dabei auf eine enzymatische Aktivitat der Lysosomen und
eine gesteigerte Aktivierung der Monozyten hin. ’® Im Hinblick auf einen méglichen
Zusammenhang zwischen den morphologischen und quantitativen Veranderungen der
Monozyten kann auf die Ergebnisse der Untersuchung von Zhang et al. verwiesen werden.
Interessanterweise konnten diese zeigen, dass COVID-19-Patienten bei verringerter absoluter
Monozytenkonzentration gleichzeitig einen erhéhten Anteil vergroRRerter, atypischer
Monozyten aufwiesen, die durch eine ausgepragte Vakuolisierung sowie eine héhte IL-6, IL-10
und TNF-a-Sekretion charakterisiert waren. Der Anteil dieser aktivierten Monozyten korreliert
dabei mit der Schwere der Krankheitsverldufe und der Prognose der COVID-19-Patienten.”” Es
kann daher vermutet werden, dass neben den Makrophagen auch die im Blut der COVID-19-
Patienten zirkulierenden Monozyten aktiviert werden und an der Entstehung des

Hyperinflammationssysndroms beteiligt sind.’®

Gleichzeitig gibt es Anhaltspunkte dafiir, dass es bei schwer erkrankten COVID-19-Patienten zu
einer reaktiv gesteigerten Monopoese mit einer verstarkten Freisetzung unreifer,
funktionsuntiichtiger Monozyten kommt, welche zu einer Insuffizienz der Immunantwort bei
gleichzeitiger Steigerung der Hyperinflammation beitragen kénnten.7*8 |n welchem
Zusammenhang die morphologischen und funktionellen Veranderungen der Monozyten mit
der absoluten Monozytenkonzentration stehen, ist jedoch zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht

abschlieRend ergriindet und bedarf weiterer Untersuchungen.

7.2.3 Lymphozyten

Wahrend virale Infektionen typischerweise mit einer reaktiven Erh6hung der
Lymphozytenkonzentrationen einhergehen, hat sich die Lymphopenie als labordiagnostischer
Kardinalbefund der COVID-19-Erkrankung herausgestellt.®! Die Mechanismen, die der
Entstehung der Lymphopenie bei COVID-19 Patienten zugrunde liegen, sind jedoch noch nicht

vollstandig aufgeklart. Unter Annahme des Konzeptes der Hyperinflammation als

176 vgl. Fuchs et al. (2016), S. 10.

177 vgl. Zhang et al. (2021a).

178 vgl. Zhou et al. (2020c).

179 ygl. Mann et al. (2020).

180 ygl. Schulte-Schrepping et al. (2020).
181 ygl. Reinhardt/Ritter (2018), S. 313.
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pathophysiologische Grundlage der systemischen COVID-19-Manifestation wird vermutet, dass
der Zytokinsturm moglicherweise zu einer Apoptose der Lymphozyten und einer Suppression
ihrer Proliferation fiihren kénnte.’®? Zudem kénnte die Lymphopenie méglicherweise auf eine
Schadigung der sekundar lymphatischen Organe, welche bei COVID-19-Patienten durch eine
ausgepragte Gewebeatrophie und Zelldegeneration charakterisiert sind, zurlickzufiihren sein.
18 Dariiber hinaus werden eine direkte Virusinvasion mit konsekutivem Untergang der
Lymphozyten sowie eine Schadigung der Lymphozyten durch metabolische Entgleisungen mit

erhéhten Laktatspiegeln im Rahmen der SARS-CoV-2-Infektion diskutiert. 184185 18

Aktuelle Studien kommen jedoch lbereinstimmend zu dem Ergebnis, dass es sich bei der
Lymphopenie um einen ausschlaggebenden Prognosefaktor handelt, welcher mit einem
schweren Krankheitsverlauf der COVID-19-Patienten korreliert. ¥’ Auch in dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass schwer erkrankte COVID-19-Patienten bei Aufnahme signifikant
geringere Konzentrationen nicht-atypischer Lymphozyten aufweisen als COVID-19-Patiente mit
leichten Krankheitsverldufen. In Ubereinstimmung mit dem aktuellen wissenschaftlichen
Konsens verdeutlicht dieses Ergebnis das prognostische Potential, dass die Bestimmung der

Lymphozytenkonzentration zum Aufnahmezeitpunt der COVID-19-Patienten bietet.

Neben den quantitativen Veranderungen in den Differentialblutbildern zeigen die
Lymphozyten in den Blutausstrichen der COVID-19-Patienten zudem ein ausgepragt reaktives
Zellbild. Es konnten zahlreiche atypische Lymphozyten und LGL-Zellen beobachtet werden,
welche als morphologisches Korrelat aktivierter T-Lymphozyten und NK-Zellen interpretiert
werden kénnen.'® Hierbei handelt es sich zwar um COVID-typische, allerdings relativ
unspezifische Veranderungen. Um eine effiziente Einschatzung des Krankheitsverlaufs sowie
der Prognose der COVID-19-Patienten zu erméglichen, kann der Fokus im klinischen Alltag
daher auf die Begutachtung der quantitativen Lymphozytenkonzentrationen im
Differentialblutbild gelegt werden. Dass jedoch auch die morphologische Beurteilung der
Lymphozyten nicht nur Potential als Screeningparameter fiir eine SARS-CoV-2-Infektion besitzt,
sondern auch eine praktische Relevanz fiir die Prognoseabschatzung und Therapieplanung

haben kann, zeigen die Ergebnisse zahlreicher Studien, welche eine Korrelation zwischen der

182 ygl. Diao et al. (2020).

183 ygl. Zhang et al. (2020b), S. 2.

184 vgl. Xu et al. (2020a), S. 3.

185 vgl. Fischer et al. (2007).

186 \gl. Tan et al. (2020), S. 2.

187 vgl. Terpos et al. (2020).

188 \g|. Loffler et al. (2004), S. 66-67.
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Existenz atypischer Lymphozyten und einer glinstigen Prognose der COVID-19-Patienten

belegen.®

7.3 Thrombozyten
Obwohl die Thrombopenie, welche hinsichtlich ihrer zugrunde liegenden Mechanismen noch
nicht im Detail aufgeklart werden konnte, als unabhangiger Risikofaktor fiir schwere

190 zeigten die

Krankheitsverlaufe und eine unglinstige Prognose identifiziert werden konnte
COVID-19-Patienten dieser Studie bei Aufnahme zum gréRten Teil normwertige
Thrombozytenkonzentrationen. Lediglich bei 3 COVID-19-Patienten mit schweren Verldufen,
die wahrend des stationdren Aufenthaltes intensivmedizinisch versorgt wurden, konnte eine
geringfligige Thrombopenie festgestellt werden. Interessanterweise definierten Iba et al. in
einer Publikation aus Januar 2021 die COVID-19-assoziierte Koagulopathie als eigene Entitat,
welche zwar Ahnlichkeiten zu bekannten Gerinnungsstérungen aufweist, im Gegensatz zu dem
Krankheitsbild der DIC jedoch beispielsweise durch eine relativ unveranderte
Thrombozytenzahl charakterisiert ist. Auch weitere hamatoseologische Laborwerte wie die
partielle Thromboplastinzeit und die Prothrombinzeit zeigen im Rahmen der CAC
vergleichsweise geringfiigige Abweichungen von den Referenzwerten. Um eine Friitherkennung
und adidquate Uberwachung der COVID-19-Patienten insbesondere im Hinblick auf die
Koagulpathie-assoziierten Komplikationen zu erméglich, sollte die hamatoseologische

Diagnostik daher in jedem Fall um weitere Globalparameter der Gerinnung wie die D-Dimer-

und Fibrinogenkonzentration erginzt werden.!

Trotz der weitestgehend unauffalligen Thrombozytenkonzentrationen stellt das Auftreten
zahlreicher Riesenthrombozyten eine charakteristische morphologische Auffalligkeit in den
Blutausstrichen der COVID-19-Patienten dar, welche auch in der aktuellen Literatur Erwdahnung
findet. 19219319419 |nteressanterweise zeigte sich, dass die Riesenthrombozyten bei den
eingeschlossenen COVID-19-Patienten signifikant haufiger auftreten als in der Gruppe der
Kontrollpatienten. Diese Beobachtung kann als Hinweis auf ein ausgepragtes
Inflammationsgeschehen bei COVID-19-Patienten und einen daraus folgenden erhéhten

Knochenmarkstress mit einer Beeintrachtigung der Thrombozytopoese interpretiert werden.

189 yvgl. Zini/d'Onofrio (2022), S. 6.
190 vgl. Amgalan/Othman (2020).
11 vgl. Iba et al. (2021).

192 vgl. Singh et al. (2020).

193 vgl. Jones/Ireland (2020).

194 vgl. Liike et al. (2020).

195 yvgl. Zini et al. (2020).
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Die genauen Mechanismen, lber die SARS-CoV-2 die Bildung und Freisetzung der
Thrombozyten beeinflusst, sind allerdings zum aktuellen Zeitpunkt nicht im Detail aufgeklart.
Neben einer direkten Interaktion des Virus mit den hamatopoetischen Stammzellen hat
moglicherweise eine virusvermittelte Veranderung der Thrombopoietin-Wirkung einen Einfluss
auf die Bildung und Freisetzung der Thrombozyten. Zudem wird vermutet, dass verschiedene
Zytokine, welche im Rahmen der COVID-19-assoziierten Hyperinflammation freigesetzt
werden, auf die Megakaryozyten-Reifung Einfluss nehmen kénnten. ' Die GréBenzunahme
und die Ausbildung zytoplasmatischer Pseudopodien periphere zirkulierender Thrombozyten
konnen zudem als Korrelat einer funktionellen Aktivierung der Thrombozyten interpretiert
werden, wodurch sich die morphologischen Veranderungen evident in das prothrombotische

Zustandsbild der COVID-19-Erkrankung einfiigen lieRBen.'%”

Ungeachtet der nur unvollstandig verstandenen pathophysiologischen Mechanismen weisen
die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass es sich bei dem Auftreten vergroRerter
Thrombozyten um ein morphologisches Charakteristikum handelt, welches ergdanzend fir die
initiale Diagnostik von COVID-19-Patienten herangezogen werden kann. Damit wird zudem
verdeutlicht, dass die morphologische Analyse der Blutausstriche auch bei unauffalligen
Differentialblutbildern zusatzliche Erkenntnisse liefern kann und einen wichtigen
diagnostischen Bestandteil in der klinischen Versorgung der COVID-19-Patienten darstellen

sollte.

19 vgl. Zhang et al. (2020c).
197 vgl. Comer et al. (2021).
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7.4 Limitationen der Studie

Hinsichtlich des Designs dieser Studie sowie der Ergebnisinterpretation sind verschiedene
Limitationen zu beachten. Zum einen sind die Patientengruppen lediglich durch eine relativ
geringe Anzahl rekrutierter Patienten gekennzeichnet, wodurch die statistische Trennscharfe
beeintrachtigt wird und der Einfluss patientenspezifischer Merkmale auf die Ergebnisse der
Analysen steigt. Dabei unterscheiden sich die Patienten der Studienpopulationen
beispielsweise hinsichtlich ihrer Vor- und Begleiterkrankungen, welche in diesem
Zusammenhang mogliche Confounder darstellen. Die Repradsentativitdt der Ergebnisse kénnte
folglich durch eine gréRere Anzahl an Studienteilnehmern gesteigert werden. Als weitere
Confounder sind pharmakotherapeutische Interventionen wie beispielsweise die
Corticosteroid-Gabe zu nennen, welche Potential haben, Verdnderungen hamatologischer

Parameter zu bewirken.

Eine weitere Limitation liegt in der Zuordnung der Patienten in die Vergleichsgruppen
entsprechend des Schweregrades der COVID-19-Erkrankung. Einzig die Aufnahme auf eine
Intensivstation wurde als Definitionskriterium fur einen schweren Krankheitsverlauf
verwendet. Die Auspragung der respiratorischen Insuffizienz, Komplikationen sowie die
Notwendigkeit intensivmedizinischer Interventionen blieben bei der Einteilung der

Schweregrade hingegen auller Acht.

Zudem muss darauf hingewiesen werden, dass es sich bei den eingeschlossenen COVID-19-
Patienten lediglich um hospitalisierte Patienten handelt, deren Krankheitsverlauf einen
Schweregrad erreichte, welcher eine stationare Aufnahme erforderlich machte. Ein
zusatzlicher Vergleich der untersuchten Studienpopulationen mit nicht-hospitalisierten mild-
erkrankten oder asymptomatischen COVID-19-Patienten konnte daher eine wichtige
Ergdanzung der Ergebnisse dieser Studie ermoglichen. Auch eine Fortfiihrung der
Datenerhebung (iber den Zeitpunkt der stationaren Entlassung hinaus kénnte neue
Erkenntnisse bezliglich der hamatologischen Veranderungen in der Phase der Rekonvaleszenz

ermoglichen.

Grundsatzlich ist anzumerken, dass bedingt durch das Studiendesign lediglich die Beziehung
zwischen den untersuchten Variablen analysiert wurde. Die beobachteten Korrelationen geben
zwar Hinweise auf mogliche pathophysiologische Zusammenhange, implizieren jedoch keine
Kausalitat. Auch die Daten, welche die Grundlage der statistischen Auswertung bilden, stehen
im Zusammenhang mit moéglichen Fehlerquellen. So sind im Hinblick auf die Parameter des
Differentialblutbildes generelle praanalytische Fehler sowie moégliche Fehlbewertungen bei der

automatischen Zellzahlung nicht auszuschlieBen. Die mikroskopische Auswertung der
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Blutausstriche basiert demgegeniber auf einer visuellen Interpretation. Die Ergebnisse der
morphologischen Analyse sind daher, obwohl sie durch die photographische Dokumentation
einer Reevaluation zugefiihrt werden kénnen, durch eine potentielle Subjektivitat und
Interobserver-Variabilitat gekennzeichnet. Zudem wird die Aussagekraft der Blutausstriche
entscheidend durch die Qualitat der Ausstrichherstellung sowie die Lagerung der

Blutausstriche beeinflusst.

Es ist daher anzumerken, dass die Beurteilung der Zellmorphologie alternativ zur manuellen
Mikroskopie der Blutausstriche auch durch digitale Bildanalysesysteme erfolgen kénnte. Durch
eine maschinelle Zellklassifikation ware es dabei moglich, das Auftreten morphologisch
auffalliger Zellen zu validieren und die Konzentration der untersuchten Zellen zu
guantifizieren. Dies wiirde neue Moglichkeiten fir den statistischen Vergleich der
Studiengruppen erdffnen. Uber geeignete Bildanalysegerite, welche die Zellen im
Blutausstrich automatisch lokalisieren und anhand von Bildverarbeitungsalgorithmen
klassifizieren, konnte die Morphometrie somit effizient in den Hamatologie-Workflow und die

Routineversorgung der Patienten integriert werden.

Der Vergleich der Ergebnisse dieser Studie mit aktuellen Publikationen war ebenfalls durch
Herausforderungen gekennzeichnet. Hinsichtlich der Interpretation der quantitativen
Parameter ist dabei zu beriicksichtigen, dass sich die gerateabhangigen Referenzwerte fiir die
Differentialblutbilder zwischen den Studien unterscheiden und uneinheitliche Cut-off-Werte
definiert wurden. Zudem erfolgte die Zuordnung der Patienten in die jeweiligen
Vergleichsgruppen anhand unterschiedlicher primarer Endpunkte, wie beispielsweise dem
Auftreten eines ARDS, der Aufnahme auf eine Intensivstation sowie die Notwendigkeit einer
invasiven Beatmung oder ECMO. Dies erschwerte den Vergleich aktueller Publikationen sowie
die Interpretation kontrarer Ergebnisse. Auch die Vergleichbarkeit der mikroskopischen
Ergebnisse wird durch Unterschiede in der Blutausstrichherstellung mit moglicherweise

unterschiedlichen Farbeprotokollen und Lagerungszeiten erschwert.

AbschlieBend bleibt zu berlicksichtigen, dass die Corona-Pandemie fiir die wissenschaftliche
Forschung und Wissenschaftskommunikation einen historischen Prazedenzfall darstellt und
dazu gefiihrt hat, dass die Publikation von Ergebnissen zur COVID-19-Forschung nachhaltig
beschleunigt wurde. Der Stand der wissenschaftlichen Forschung, auf welchem die
Grundstruktur dieser Arbeit basiert, war einem standigen Wandel unterworfen. Hypothesen
zum Ursprung und der Ausbreitung von SARS-CoV-2 sowie der Pathogenese und der
Behandlung der COVID-19-Ekrankung weisen eine duBerst dynamische Weiterentwicklung auf,

werden regelmalig erneuert oder sogar widerlegt. Die eigenen Daten auszuwerten und
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parallel den raschen wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn nachzuvollziehen, war daher eine
anspruchsvolle Herausforderung. Sowohl die Grundlage dieser Arbeit als auch die finale
Interpretation und Diskussion der Ergebnisse im Vergleich mit den Daten in der
internationalen Literatur ist daher vorrangig auf den Zeitpunkt der Pandemie im Frihjahr 2021

zu beziehen.

7.5 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die COVID-19-Erkrankung mit charakteristischen
Veranderungen der hdmatologischen Parameter einhergeht. Die rekrutierten COVID-19-
Patienten prasentierten zum Aufnahmezeitpunkt neben einer Andmie erhéhte
Leukozytenkonzentrationen sowie eine Neutrophilie. Dariiber hinaus konnte eine signifikante
Korrelation niedriger Monozyten- und Lymphozytenkonzentrationen mit der Schwere des
klinischen Krankheitsverlaufs der COVID-19-Patienten festgestellt werden. Die Untersuchung
und Bewertung der Differentialblutbilder ermdglicht daher eine Risikostratifizierung der

COVID-19-Patienten zum Aufnahmezeitpunkt sowie im Verlauf der stationdren Behandlung.

Zudem zeigten die COVID-19-Patienten vielfiltige morphologischen Auffalligkeiten der
peripher zirkulierenden Blutzellen. Neben leukoerythroblastischen Zellen sowie zahlreichen
reaktiven Lymphozyten und LGL-Zellen pragten Pseudo-Pelger-Zellen die peripheren
Blutausstriche. Es konnte festgestellt werden, dass die COVID-19-Patienten im Gegensatz zu
den Kontrollpatienten vermehrt hypogranulierte neutrophile Granulozyten und zahlreiche
Riesenthrombozyten aufwiesen. Diese charakteristischen Dysplasiezeichen konnen daher

erganzend in die Diagnosestellung der COVID-19-Erkrankung einbezogen werden.

Bei der Blutbilduntersuchung handelt es sich um ein unmittelbar verfligbares, fiir den
Patienten wenig belastendes und kostenglinstiges diagnostisches Verfahren. Damit stellt die
Beurteilung der Differentialblutbilder und Blutausstriche ein zentrales Element in der
klinischen Versorgung der COVID-19-Patienten dar, welches sowohl in die initiale Diagnostik

als auch in die Beurteilung des Krankheitsverlaufs einbezogen werden sollte.

Weiterfiihrende Untersuchungen sind notwendig, um die Zusammenhange zwischen den
quantitativen und morphologischen Auffalligkeiten der Blutzellen und ihrer pathogenetischen
Bedeutung zu analysieren. Ein besseres Verstandnis der Mechanismen, Gber welche SARS-CoV-
2 das hamatopoetische System beeinflusst, kann dabei zu einer Optimierung der
Behandlungsstrategien und einer Reduzierung der COVID-19-assoziierten Morbiditat und

Mortalitat fihren.
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8 Zusammenfassung

Die COVID-19-Erkrankung, welche durch das neuartige Coronavirus SARS-CoV-2 ausgelost wird,
trat erstmals im Dezember 2019 in Wuhan, der Hauptstadt der Provinz Hubei in der
Volksrepublik China, auf und wurde am 11.03.2020 von der Weltgesundheitsorganisation
offiziell als Pandemie klassifiziert. Die klinische Prasentation ist sehr variabel und reicht von
symptomfreien und milden Krankheitsbildern bis hin zu schweren intensivpflichtigen
Krankheitsverlaufen, bei denen es zum Vollbild einer interstitiellen Pneumonie und
Komplikationen wie dem akuten Lungenversagen kommt. Als systemische Erkrankung betrifft
COVID-19 neben den Atemwegen auch extrapulmonale Organsysteme und geht mit
Veranderungen der Himatopoese und Himostase einher. Patienten mit schweren
Krankheitsverlaufen zeigen Anzeichen flr eine Dysregulation der Immunantwort sowie flr eine
Hyperkoagulabilitat mit einer erhéhten Pravalenz thromboembolischer Ereignisse.
Insbesondere die Neutrophilie, die Lymphopenie sowie die Thrombozytopenie zdhlen zu den
charakteristischen hamatologischen Veranderungen der COVID-19-Patienten und korrelieren
mit einer ungiinstigen Prognose. Vor diesem Hintergrund war es das Ziel dieser Arbeit, die
COVID-19-assoziierten Veranderungen in den Differentialblutbildern und Blutausstrichen

sowie deren diagnostisches und prognostischen Potential zu analysieren.

Die Studienpopulation umfasste die ersten 20 COVID-19-Patienten, die am
Universitatsklinikum Marburg im Zeitraum vom 19.03.2020 bis zum 17.06.2020 behandelt
wurden und bei denen SARS-CoV-2 mittels Polymerase-Kettenreaktion im respiratorischen
Abstrichmaterial nachgewiesen wurde. Die Vergleichspopulation wurde durch 22
Kontrollpatienten gebildet, die sich im gleichen Zeitfenster am Universitatsklinikum mit einer
flr COVID-19 typischen Symptomatik vorstellten, allerdings negativ auf SARS-CoV-2 getestet
wurden. Der Krankheitsverlauf der Patienten, die eine intensivmedizinische Behandlung
benotigten, wurde als schwer definiert; Patienten, die ausschlieBlich auf einer Normalstation
behandelt wurden, wiesen definitionsgemaR einen leichten Krankheitsverlauf auf. Die Analyse
der automatisierten Differentialblutbilder wurde im Rahmen der klinischen Routineversorgung
der Patienten durchgefiihrt. Zudem wurden aus den EDTA Proben der Studienteilnehmer
Blutausstriche fiir die manuelle mikroskopische Beurteilung angefertigt. Die statistische
Auswertung der Parameter der Differentialblutbilder erfolgten mittels Mann-Whitney-Test; die
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten morphologischer Auffilligkeiten in den Blutausstrichen

wurde mithilfe des Exakten Tests nach Fisher analysiert.

Zum Aufnahmezeitpunkt waren Fieber, Dyspnoe und Husten als fiihrende klinische Symptome

der COVID-19-Patienten zu verzeichnen. Zudem zeigten alle COVID-19-Patienten in den CT-
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Thorax-Aufnahmen Anzeichen einer viralen Pneumonie. Die stationdre Aufenthaltsdauer
betrug in der Studienpopulation durchschnittlich 31,4 Tage, wobei 15 der 20 COVID-19-
Patienten einen schweren Krankheitsverlauf prasentierten und auf einer Intensivstation

behandelt wurden.

Zu den beobachteten Veranderungen im initialen Differentialblutbild der COVID-19-Patienten
gehorten die Andmie sowie die Neutrophilie und Leukozytose. Zudem konnte nachgewiesen
werden, dass die Konzentrationen der Monozyten und der nicht-atypischen Lymphozyten der
schwer erkrankten COVID-19-Patienten zum Aufnahmezeitpunkt signifikant geringer waren als
in der Gruppe der COVID-19-Patienten mit leichtem Krankheitsverlauf. In den Blutausstrichen
prasentierten die COVID-19-Patienten ein ausgepragt leukoerythroblastisches Zellbild sowie
eine Vielzahl morphologischer Dysplasiezeichen der neutrophilen Granulozyten. Neben
Pseudopelger-Zellen sowie monolobierten und ringférmigen Kernstrukturen konnte eine
Hypogranulierung des Zytoplasmas beobachtet werden, welche bei den COVID-19-Patienten
signifikant haufiger auftrat als in der Kontrollgruppe. Interessanterweise konnte im
longitudinalen Verlauf eine Normalisierung der Granulierung bei Giber 50% der betroffenen
COVID-19-Patienten beobachtet werden. Dariiber hinaus wurde das mikroskopische Bild der
Blutausstriche durch reaktive atypische Lymphozyten und LGL-Zellen sowie eine ausgepragte
zytoplasmatische Vakuolisierung der Monozyten gepragt. Charakteristische
Riesenthrombozyten komplettierten die morphologischen Auffalligkeiten und waren bei den

COVID-19-Patienten verglichen mit den Kontrollpatienten signifikant haufiger zu beobachten.

In dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass die COVID-19-Erkrankung in Zusammenhang mit
charakteristischen Blutbildverdnderungen steht. Insbesondere die Monozyten- und
Lymphozytekonzentrationen korrelieren mit der Schwere des klinischen Krankheitsverlaufs
und ermoglichen eine Risikostratifizierung der COVID-19-Patienten zum Aufnahmezeitpunkt
sowie im Verlauf der stationaren Behandlung. Die Veranderungen in den Blutausstrichen sind
als morphologisches Korrelat eines hamatopoetischen Stresszustandes und einer
Beeintrachtigung der Erythropoese, Granulopoese und Thrombozytopoese zu interpretieren.
Charakteristischen Dysplasiezeichen, wie die Hypogranulation der neutrophilen Granulozyten
sowie das Auftreten von Riesenthrombozyten kdnnten zudem ergdnzend in die
Diagnosestellung der COVID-19-Erkrankung einbezogen werden. Die Entstehungsmechanismen
der hamatopoetischen und hamatologischen Auffalligkeiten sowie ihre pathogenetischen
Bedeutung sollten in weiteren Untersuchungen analysiert werden, um eine Optimierung der
Behandlungsstrategien und eine Reduzierung der COVID-19-assoziierten Morbiditat und

Mortalitat zu erreichen.
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9 Summary

COVID-19 is a new human infectious disease caused by the novel coronavirus SARS-CoV-2, that
was first detected in Wuhan, the capital of Hubei Province in the People's Republic of China, in
late December 2019. The disease has since spread worldwide and was officially declared a
pandemic by the World Health Organization on March 11, 2020. The clinical presentation of
COVID-19 is variable ranging from mild symptoms to severe illness. While COVID-19
predominantly affects the lungs, it is not limited to respiratory manifestations and has the
potential to affect numerous organs including the hematopoietic system. Critically ill patients
show signs of a dysregulated immune response and systemic hyperinflammation resulting in a
hypercoagulable state with an increased tendency to develop thromboembolic complications.
The most prevalent hematological findings associated with poor outcomes in patients with
COVID-19 include neutrophilia, lymphopenia and thrombocytopenia. In this study we aimed to
investigate the diagnostic and prognostic value of the hematological and hematopoietic

abnormalities observed in a complete blood count and the peripheral blood smear.

20 laboratory-confirmed COVID-19-patients, that were hospitalized in the University Clinic of
Marburg between March 19, 2020 and June 17, 2020 were included in the study cohort. For
comparison 22 patients, that were admitted to the hospital over the same period of time with
symptoms strongly suggestive of COVID-19 but negative pharyngeal swab tests, were studied
as controls. Severe illness is designated when a patient required treatment on intensive care
units. If no admission to the intensive care unit occurred during the hospital stay the course of

the disease was defined as mild.

The complete blood count was performed and evaluated using an automated analyzer. In
addition, peripheral smear samples were prepared with a blood sample taken from an EDTA
tube and examined microscopically. For statistical evaluation the parameters of the complete
blood count were expressed as median and compared with the Mann-Whitney test. To

examine the occurrence of morphological abnormalities the Fisher’s exact test was used.

On admission, most COVID-19-patients presented with fever, dyspnea or cough and
abnormalities in the chest computed tomographic images consistent with viral pneumonia
were detected among all COVID-19-patients. Median length of hospital stay was 31.4 days and
15 out of the 20 hospitalized COVID-19-patients showed severe disease and were admitted to

the intensive care unit.

The complete blood count of COVID-19-patientes on admission revealed anemia, neutrophilia

and leukocytosis. In addition, the median absolute count of monocytes and non-atypical
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lymphocytes were significantly lower in severe COVID-19-patients compared with COVID-19-

patients showing mild disease.

In peripheral blood films COVID-19-patients showed pronounced leukoerythroblastic features
as well as variety of dysplastic changes in neutrophil granulocytes including pseudo-Pelger cells
and unsegmented or ring-shaped nuclei. Furthermore, the blood film examination revealed an
increased number of hypogranular neutrophils, that were presented more frequently by
COVID-19-patientes compared to the control-group. Interestingly, this hypogranulation was
found to disappear over time with more than half of the affected COVID-19-patients showing a
normalization of the cytoplasmatic granularity during the hospitalization. Moreover, the
peripheral blood smears of COVID-19-patients were characterized by vacuolated monocytes
and a highly pleomorphic atypical lymphocyte population including large granular
lymphocytes. An increased number of giant platelets, that were found more frequently in
COVID-19-patients than in the control-group, complement the morphologic anomalies in all

three hematologic lineages.

In this study we were able to confirm that the COVID-19 is associated with a variety of
characteristic hematological alterations. Particularly the absolute counts of monocytes and
non-atypical lymphocytes were found to significantly correlate with disease severity. Given the
prognostic value of these hematologic abnormalities, the evaluation of the full blood count
may help to ensure risk stratification and effective management of COVID-19-patients. Our
morphologic observations revealed hematologic multi-lineage changes and indicated serious
perturbation of the entire hematopoiesis due to the SARS-CoV-2-infection. Especially the
hypogranulation of the neutrophil granulocytes as well as the presence of numerous giant
platelets emerged as COVID-19-specific dysplastic changes in peripheral blood films. Therefore,
complementary morphologic analysis might be helpful in the diagnosis of COVID-19-patientes.
Further studies are necessary to assess the mechanisms of interaction between SARS-CoV-2
and the hematopoietic system. Better understanding of the pathophysiology of the disease
may lead to better treatment options and eventually result in a decrease of COVID-19-

associated mortality.
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