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1. Einleitung

1.1. Coronaviren und SARS-CoV-2

Coronaviren gehdren zu den Plusstrang-Ribonukleinsaure (RNA) Viren. Sie
haben einen Durchmesser von circa 120 nm und innerhalb ihrer Hulle findet sich
ein Kapsid mit dem RNA-Genom (ca. 30 kB)*. Der Name der Coronaviren stammt
vom lateinischen Wort fur Krone ,corona“ ab, da die Virusoberflache mit ihren

Fortsatzen, den so genannten Spikes, elektronenmikroskopisch hieran erinnert?.

Es gibt innerhalb des Stammes der Coronaviren nach aktuellem Wissensstand
sieben humanpathogene Coronaviren (hCoV). Sie teilen sich in die Gattungen
Alpha-Coronaviren und Beta-Coronaviren auf. Im Unterschied dazu infizieren

Gamma-Coronaviren und Delta-Coronaviren keine MenschenZ.

Die hCoVs HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-0OC43, HKUL1 fuihren in der Regel zu
milden Erkaltungserkrankungen der oberen Atemwege und sind in Deutschland
und Europa weit verbreitet>>. Neben diesen bereits langer bekannten
Coronaviren, trat 2002 erstmals das damals neuartige Coronavirus ,severe acute
respiratory syndrome“ Coronavirus 1 (SARS-CoV-1) auf und zeigte, unter
anderem aufgrund ausgepragter interstitieller Pneumonien, die teilweise zu
einem akuten respiratorischen ,distress“ Syndrom (ARDS) flhrten, eine hohe
Letalitat?6-1°,

Im Jahr 2012 wurde erstmals das ,Middle East respiratory syndrome®
Coronavirus (MERS-CoV) festgestellt, welches nach seinem ersten Auftreten in
Saudi-Arabien benannt wurde, und ebenfalls mit einer hohen Letalitat

einherging!?.

In der chinesischen Stadt Wuhan wurde 2019 erstmals, im Rahmen eines
Ausbruches einer neuen Erkrankung, die zuné&chst vor allem durch atypische
Lungenentziindungen mit teilweise schweren wund todlichen Verlaufen
imponierte, das ,severe acute respiratory syndrome® Coronavirus 2 (SARS-CoV-
2) nachgewiesen!?14, Das aus dieser Infektion resultierende akute Krankheitsbild

wurde in der Folge als Coronavirus-Krankheit 2019 (,coronavirus disease 2019,



COVID-19) bezeichnet und es erfolgte im Marz 2020 die Einstufung als
Pandemie durch die World Health Organisation (WHO)*®. COVID-19 breitete sich
im Folgenden auf der ganzen Welt aus und fihrte zu Millionen infizierten
Menschen und Todesféllen!®. Im Verlaufe der Pandemie entstanden immer
wieder Varianten von SARS-CoV-2 mit veranderter Infektiositat, Virulenz und
Morbiditat. Insbesondere die Méglichkeit zur Immunflucht ist hierbei von zentraler
Bedeutung. Deshalb wurden so genannte ,Variants of Concern® klassifiziert.
Wichtige Beispiele hierfiir sind die Varianten Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351),
Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2) und Omikron (B1.1.529). Erst tber 3 Jahre
spater am 05. Mai 2023 wurde der Gesundheitsnotstand durch die WHO als
beendet erklart'®. Bis zum Mai 2023 zahlte die WHO mehr als 750 Millionen
bestétigte Infektionen und mehr als 6,9 Millionen Todesfalle?®.

1.1.1. SARS-CoV-2: Viruscharakteristika, Infektionsverlauf und

Immunsystem

SARS-CoV-2 ist ein Coronavirus aus der Gattung der Betacoronaviren und deren
Untergattung der Sarbecoviren!®?0, Das RNA-Genom von SARS-CoV-2
beinhaltet die fur Betacoronaviren typischen funktionellen Open reading frames
(ORFs) und kodiert sowohl die viralen Strukturproteine als auch Nicht-
Strukturproteine und akzessorische Proteine. Die vier Strukturproteine von
SARS-CoV-2 sind das Membranprotein, das Hullprotein, das Spike-Protein und

das Nukleokapsid-Protein'321,

Das Membranprotein ist das gréf3te Strukturprotein von SARS-CoV-2 und ist
entscheidend fur den Aufbau des Virus?2. Das Hiullprotein ist das kleinste der
Strukturproteine und bildet die auRere Hille von SARS-CoV-22324, Durch das
Spike-Protein wird die Bindung an die Wirtszelle vermittelt. Es beinhaltet 2
Untereinheiten, S1 und S22°. Die S-1 Untereinheit beinhaltet die ,Receptor-
binding domain“ (RBD), die sehr wichtig flir das Eindringen des Virus in
Wirtszellen ist, und als Hauptziel neutralisierender Antikorper identifiziert wurde,
da sie sehr immunogen ist?>26, Uber das ,receptor-binding motive* (RBM), eine
Untereinheit der RBD, bindet SARS-CoV-2 an den ,Angiotensin-Converting
Enzyme 2“ (ACE2)-Rezeptor, den Hauptrezeptor fir das SARS-COV-2 Virus?’.



Die S-2 Untereinheit wird durch Wirtsproteasen gespalten und vermittelt die

Membrantransfusion?s.

Das Nukleokapsid-Protein bindet die virale RNA, bildet das Nukleokapsid und ist
hoch immunogen?1:2629-31 Die neun akzessorischen Proteine von SARS-CoV-2
beeinflussen hauptséachlich die Immunflucht und verstarken die Virulenz von
SARS-CoV-23233,

Die Hauptibertragung der Infektion erfolgt Uber die Atemwege durch
Tropfcheninfektionen oder Aerosole34. Die Inkubationszeit ist abhangig von der
Virusvariante und reicht bei Infektionen durch das Wildtyp Virus von drei bis 14
Tagen®. Zunachst bindet SARS-CoV-2 an Epithelzellen der Atemwege, das
Virus dringt hauptsachlich durch Bindung an den ACE2-Rezeptor in diese ein?’.
In der Folge beginnt die Replikation und das Virus kann durch die Atemwege in
die Epithelzellen der Lungenalveolen wandern. Im Alveolarbereich kann sich
dann eine starke Entzindung mit Einschrdnkung des Gasaustausches
entwickeln und, u. a. durch die schnelle Replikation von SARS-CoV-2, eine starke

Immunreaktion ausgelost werden36-42,

Das Immunsystem des infizierten Wirtes reagiert auf die SARS-CoV-2 Infektion
auf verschiedenen Ebenen. Das angeborene Immunsystem, die erste
Verteidigungslinie eines Wirtes, erkennt bei Virusinfektionen, u. a. durch
Makophagen und dendritische Zellen, bestimmte molekulare Strukturen, so
genannte ,pathogen” oder ,damage-associated molecular patterns“ (PAMP and
DAMP)#3. Dies geschieht (ber ,pattern recognition“-Rezeptoren (PRRS).
Hauptsachlich erfolgt dies fir RNA-Viren, wie SARS-CoV-2, Uber ,Toll-like®
Rezeptoren (TLR) in Endosomen und durch ,RIG-I-like“ Rezeptoren (RLR) im
Zytoplasma®*. In der Folge entstehen unter anderem Inflammasome,
zytosolische Multiproteinkomplexe, und es werden Interferone produziert und
Immuneffektorzellen, wie z. B. natirliche Killerzellen, werden aktiviert*>-48. Das
angeborene Immunsystem bildet bei den allermeisten Infizierten im Verlauf der
Infektion virusspezifische B- und T-Zellen*®%8, T-Zellen tragen direkt zur
Neutralisation und Eliminierung des Virus durch das Abtoten infizierter Zellen bei,

spielen aber auch in der Immunmodulation und der Rekrutierung von
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virusspezifischen B-Zellen sowie flr das Immungedachtnis eine wichtige
Rolle®%%80  Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass die T-Zell-Immunitéat
zentral fur die Kontrolle der Schwere der Erkrankung im Rahmen der akuten
Erkrankung ist®06%62 Die Entwicklung von Anti-SARS-CoV-2 Antikorper
wiederum ist vor allem entscheidend fur die Neutralisierung des Virus. Die
meisten Rekonvaleszenten entwickeln Antikérper gegen das Spike-Protein,
inklusive der RBD, und das Nukleokapsid-Protein®35 Neutralisierende
Antikorper sind oft gegen die RBD gerichtet, kdnnen die Bindung des viralen
Spike-Proteins an den ACE2-Rezeptor blockieren und wurden bis zu einem Jahr
nach Infektion nachgewiesen®8’. Generell sind hohere Titer an
neutralisierenden Antikdrpern bei schweren Verlaufen haufiger®. Ebenso ist
bekannt, dass die humorale Immunantwort starker ausgepragt ist nach
schwererer COVID-19 Erkrankung und das SARS-CoV-2-spezifische Antikorper
tber die Zeit abnehmen®06869  |nsgesamt ist die adaptive Immunantwort, die
durch SARS-CoV-2-spezifische Antikdrper und SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-
Antworten vermittelt wird, nicht nur wichtig fur die Virusneutralisation und den
Schutz vor schweren Verlaufen und Todesfallen, sondern auch zum Schutz vor
Reinfektion®370, Die SARS-CoV-2 spezifische T-Zell-immunitat nach initialer
Infektion bleibt im Gegensatz zur humoralen Immunitat Gber langere Zeitraume
erhalten und kann gegeniiber SARS-CoV-2 rasch reaktiviert werden>372,
Insgesamt entwickelt sich bei SARS-CoV-2 Rekonvaleszenten ein SARS-CoV-
2-spezifisches Immungedéachtnis, das bei erneuter Exposition zum Virus zu einer

schnellen Immunreaktion beitragt’>73.

1.1.2. Uberblick Uiber den zeitlichen Verlauf einer SARS-CoV-2 Infektion
und die COVID-19 Nomenklatur

Im Laufe der COVID-19 Pandemie zeigte sich, dass viele durch SARS-CoV-2
infizierte Personen auch nach der akuten Erkrankung noch Beschwerden
beklagen’. Die groRe Anzahl an COVID-19 Fallen fihrte zu rasch wachsendem
Interesse an der Untersuchung von postinfektiosen Langzeitschaden,
insbesondere  da diese auch eine groBe Herausforderung fur

Gesundheitssysteme und Gesellschaften weltweit darstellen’.  Eine
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Vereinheitlichung der Nomenklatur als Basis fir weitere Forschung, Diagnostik
und Therapie wurde notwendig und entsprechende Empfehlungen wurden durch
das ,National Institute for Health and Care Excellence® (NICE) in Grof3britannien,
die WHO und in der deutschen Sl-Leitlinie (federfihrend von der Deutschen
Gesellschaft fur Pneumologie erstellt) aufgestellt’s-’8. Abbildung 1 gibt einen
Uberblick tber den zeitlichen Verlauf einer SARS-CoV-2 Infektion und die
aktuelle COVID-19 Nomenklatur.

Post-COVID-Syndrom
Subakute COVID-19 Erkrankung | - Symptomen > 12 Wochen nach Infektion
- Synonym: weiterhin - Symptome kdnnen nicht durch eine alternative
COVID-19 symptomatische COVID-19 Diagnose erklart werden
- Akute Erkrankung - Keine Definition von bestimmten Symptomen,
EARSTQDV'Z d Erkrankung - Symptome 4 - 12 Wochen keine minimale Anzahl an Symptomen
In’;gst?gr'?n un Symptome < 4 nach Infektion - Teilweise fluktuierende Symptomatik
Wochen nach - Oft Symptomcluster
Infektion
Long-COVID
Symptomen > 4 Wochen nach Infektion
Symptome kénnen nicht durch eine alternative Diagnose erklart werden

| Inkubationszeit >[ Symptomatische Erkrankung >

Abbildung 1: Zeitlicher Ablauf einer SARS-CoV-2 Infektion und aktuelle COVID-19 Nomenklatur.
Ablauf und Nomenklatur nach der Klassifikation der NICE COVID-19 rapid Guideline mit
Anpassungen basierend auf der WHO Delphi Konsens Definition und der deutschen S1-Leitlinie
Long/ Post-COVID.

Unter COVID-19 im engeren Sinne versteht man die akute Erkrankung mit
Symptomen bis vier Wochen nach SARS-CoV-2 Infektion. Eine subakute
COVID-19 Erkrankung, auch ,weiterhin symptomatisches COVID-19" genannt,
bezeichnet Symptome, die vier bis zw6lf Wochen nach der Infektion bestehen.
post-COVID-Syndrom wiederum wird definiert als Auftreten oder Fortbestehen
von Symptomen drei Monate nach akuter COVID-19 Erkrankung, die nicht durch
eine alternative Ursache erklart werden kdnnen. In Erganzung wird der Begriff
Long-COVID verwendet, um Symptome zu beschreiben, die nach akutem
COVID-19 bestehen bleiben oder auftreten, einschlielich sowohl von
anhaltendem symptomatischem COVID-19 (von vier bis zwolf Wochen) als auch
des post-COVID-Syndroms (mehr als zwolf Wochen)’6:77.79, Die hier aufgefuihrten
drei Definitionen sind sehr &hnlich, wenn auch nicht komplett identisch. So fordert
die WHO-Definition abweichend von den beiden anderen Definitionen ein

Existieren von postinfekticsen Beschwerden iber mindestens zwei Monate?®. In
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dieser Arbeit wurde die Klassifikation des NICE als Grundlage fur die

Nomenklatur verwendet.

1.1.3. COVID-19

Nach SARS-CoV-2 Ubertragung, zumeist Uber die Atemwege durch
Tropfcheninfektionen oder Aerosole, und einer Inkubationszeit von drei bis 14
Tagen kommt es zur akuten Erkrankung COVID-1934%. Die Schwere der
Krankheitsverlaufe ist sehr unterschiedlich und reicht von asymptomatischen bis
zu todlichen Verlaufen®-82, Ebenso sind die Beschwerden, die bei COVID-19
auftreten sehr heterogen. Haufig zeigen sich Fieber, Schittelfrost, Kurzatmigkeit,
Husten, Auswurf, H&amoptysen, Rhinorrhoe, Halsschmerzen, thorakale
Schmerzen, Kopfschmerzen, Mudigkeit, Schwache, Myalgien, Ubelkeit,
Erbrechen, Durchfall sowie Anosmie und Ageusie®-84, Die Erkrankung fuhrt zu
vielfaltigen ~ Komplikationen ~und  Sch&den, wie unter anderem
Lungenentzindungen mit akutem ARDS, Thrombosen, Embolien, Schlaganfélle,
Herzschaden, Herzrhythmusstérungen, Nierenerkrankungen, Leberschaden,
Rhabdomyolyse, Sepsis und neurologischen Erkrankungen®38, die auch zum
Tode fuhren konnen. Die berichtete Schwere und Letalitat von COVID-19
divergiert in einzelnen Untersuchungen stark und hangt neben der infizierenden
Virusvariante von den medizinischen Ressourcen der jeweiligen L&ander,
demographischen Aspekten, dem Einfluss von COVID-19 Impfungen, den
verfigbaren antiviralen Therapien, politischen Entscheidungen und dem zum
Zeitpunkt der Infektionswelle vorherrschenden Sozialverhalten ab®-%*. Eine
grof3e Untersuchung in China, die circa 70.000 bis Februar 2020 aufgetretene
Falle untersuchte und somit einen guten Uberblick tiber die Erkrankungsschwere
der Infektion durch das initiale Wildtypvirus bietet, berichtete Gber 81 %
asymptomatische und milde Verlaufe, 14 % schwere Verlaufe mit Beatmung auf
einer Intensivstation und 5 % kritische Verlaufe mit Multiorganversagen,
septischem Schock oder respiratorischem Versagen®. Bei der Variante Alpha
(B.1.1.7) zeigte sich am ehesten eine erhdhte Aufnahmerate in Krankenhauser
und auf Intensivstationen sowie eine erhohte Sterblichkeit verglichen zum

Wildtypvirus®-1%, Fir Beta (B.1.351) ergaben sich erhéhte Aufnahmeraten in
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Krankenh&auser und auf Intensivstationen, mit der héchsten Hospitalisierungsrate
aller Varianten, und eine erhdhte Mortalitat verglichen zum Wildtypvirus98:100.101,
Delta (B.1.617.2) wiederum hatte die hochsten Aufnahmeraten auf
Intensivstationen Uiberhaupt und die hochste Mortalitat°%1°t, Omikron (B1.1.529)

schlussendlich zeigte eine geringere Krankheitsschwere als Delta und Alpha®“.

1.1.4. Post-COVID-Syndrom

Das post-COVID-Syndrom ist definiert als Vorhandensein von Symptomen drei
Monate nach akuter COVID-19 Erkrankung, die nicht durch eine alternative
Ursache erklart werden kénnen (siehe auch Kapitel 1.1.2). Trotz der Fortschritte
in der Vereinheitlichung der COVID-19 Nomenklatur ist eine Definition
bestimmter Symptome, die vorhanden sein muissen, um ein post-COVID-

Syndrom zu diagnostizieren weiterhin nicht vorhanden°2,

Das post-COVID-Syndrom zeigt ein sehr heterogenes Kklinisches Bild mit
Symptomen  unterschiedlichster  Organsysteme. Die Haufigkeit der
postinfektiossen Symptome variiert zwischen den vielen verschiedenen Studien
wobei die haufigsten berichteten Symptome Mudigkeit, Luftnot, Geruchs- oder
Geschmacksveranderungen, Kopfschmerzen, Muskelschmerzen,
Gelenkschmerzen, Husten, kognitive Beeintréachtigungen und Schlafstérungen
sind’495103-109 " Eg st bekannt, dass postinfektiosse Symptome héaufiger nach
schweren COVID-19 Verlaufen auftreten’495108.109  Asymptomatische bis
mittelschwere Verlaufe, die im ambulanten Bereich stattfinden, machen die
Mehrheit aller COVID-19 Falle aus, wahrend nur 5-10 % der akuten Patienten ins
Krankenhaus eingeliefert werden, aber auch nach maximal mittelschwerer
COVID-19 Erkrankung treten postinfektiose Langzeitsymptome in relevanter
Haufigkeit auf’#95199, Die Anzahl der postinfektiésen Symptome nach COVID-19
nimmt mit der Zeit ab, aber auch bereits verschwundene Symptome kénnen
wieder auftreten®110111  (Jper zwolf Wochen nach Infektion zeigten sich im
Rahmen einer Untersuchung, die im Raum Tdbingen durchgefihrt wurde, eine
Pravalenz des post-COVID-Syndroms von 46 % bei nicht-hospitalisierten und 73
% bei hospitalisierten Rekonvaleszenten’. Das post-COVID-Syndrom kann zu

relevanten Einschrankungen im Leben Betroffener fihren und es wurde kirzlich
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berichtet, dass 11 % aller Patienten nach milder COVID-19 Erkrankung auch
noch sieben Monate nach Infektion im téglichen Leben und Arbeitsalltag
eingeschrankt waren2, Patienten mit erhdhtem Risiko fur post-COVID-Syndrom
zu identifizieren ist folglich eine der zentralen Aufgaben von behandelnden

Arzten und Gesundheitssystemen im Allgemeinent13,

Derzeit ist die Pathophysiologie des post-COVID-Syndroms noch nicht
vollstandig verstanden, es gibt keine pathognomonischen Kklinischen
Untersuchungsergebnisse oder laborchemischen Befunde und die Erkenntnisse
sind teilweise sogar widerspruchlich, wobei eine dysregulierte Immunantwort, die
Bildung von Autoantikdrpern, direkte Virustoxizitéat, eine Endothelschadigung,
endokrine Veranderungen und die Dysregulation des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems eine Rolle zu spielen scheinen’®114-122. Mehrere Studien
haben gezeigt, dass ein hoheres Alter, ein hdherer ,Body mass index* (BMI), das
weibliche Geschlecht und eine hohere Anzahl von Symptomen bei
Krankheitsbeginn mit einem groReren Risiko fir post-COVID-Syndrome

einhergehen?3-126,

1.2. Fragestellung dieser Arbeit

Das Wissen uber Art und Auftreten postinfektioser Symptome nach SARS-CoV-
2 Infektion, die Pathophysiologie des post-COVID-Syndroms und die Rolle der
humoralen Immunantwort, sowie mogliche Risikofaktoren ist im Laufe der
COVID-19 Pandemie rapide gewachsen. Aber immer noch sind viele Fragen
offen und die Erkenntnisse teilweise widersprichlich. Insbesondere im Hinblick
auf, im Rahmen der Akuterkrankung, nichthospitalisierte Rekonvaleszente mit
milderen COVID-19 Verlaufen ist der Wissenstand weiter unvollstandig, da die

Mehrzahl der Studien bei hospitalisierten Personen durchgefihrt wurde.

Das Hauptziel dieser Arbeit ist zu untersuchen, ob es einen Zusammenhang von
post-COVID-19 Symptomen mit humoralen SARS-CoV-2 spezifischen
Immunantworten gibt, um so neue Pradiktoren und Biomarker des post-COVID-
Syndroms zu identifizieren. Um dieses Ziel zu erreichen sollen folgende

Untersuchungen durchgefiihrt bzw. folgende Fragestellungen adressiert werden:
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Die Darstellung postinfektioser Symptome sechs Monate nach milder bis
moderater SARS-CoV-2 Infektion in einer Kohorte von 51
Rekonvaleszenten, die nicht hospitalisiert waren.

Die Untersuchung, ob eine Korrelation zwischen Auftreten postinfektioser
Symptome und der humoralen Immunantwort (Anti-Spike Antikdrper und
Anti-Nukleokapsid Antikorper) in der subakuten Phase und der post-
COVID-Phase des Verlaufs der SARS-CoV-2 Infektion in dieser Kohorte
besteht.

Die Untersuchung, ob eine Korrelation zwischen Auftreten postinfektioser
Symptome und weiteren klinischen Parametern (Alter, Geschlecht und

BMI) der untersuchten Personen besteht.
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign und Spender

Die in dieser Arbeit ausgewerteten Daten wurden in einer monozentrischen,
experimentellen Studie, die durch die Klinische Kooperationseinheit
Translationale Immunologie (unter Leitung von Frau Prof. Walz) von 04/2020 bis
08/2020 durchgefuhrt wurde, erhoben. Das primare Ziel dieser Studie war
zunéachst die Charakterisierung der SARS-CoV-2 T-Zell-Antworten nach COVID-
19. Die Studie wurde von der lokalen Ethikbehdrde genehmigt und wurde gemaf
deren Richtlinien durchgeftihrt (179/2020/BO2).

Die Blutproben von 51 rekonvaleszenten Erwachsenen nach asymptomatischer,
leichter oder mittelschwerer SARS-CoV-2 Infektion (n = 51) wurden zwischen
04/2020 und 08/2020 am Universitatsklinikum Tidbingen gesammelt. Die
Einteilung zum Schweregrad der Erkrankung erfolgte nach den WHO-
Kriterien!1®, Es wurde von allen Teilnehmern der Studie eine Einwilligung nach
umfassender Aufklarung gemafd des Protokolls der Deklaration von Helsinki
eingeholt.

Eine Infektion mit dem SARS-CoV-2-Virus wurde anhand eines Nasen-Rachen-
Abstrichs mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) - Test nachgewiesen. Die
Blutproben zum frihen Zeitpunkt (Zr) wurden 35 bis 56 Tage nach positiver PCR
entnommen, im Median nach 40 Tagen, die Blutentnahme zum spéten Zeitpunkt
(Zs) erfolgte zwischen dem 141. bis 183. Tag, im Median nach 159 Tagen, nach
positiver PCR.

Die Daten zu klinischen Charakteristika, den analysierten SARS-CoV-2
spezifischen Antikorperspiegeln und den postinfektiosen Symptomen wurden vor
Beginn des Dissertationsprojekt erhoben. Ergebnisse der, in der klinischen
Kooperationseinheit Translationale Immunologie durchgefiuihrten, Gesamtstudie,
in die diese Dissertation eingebettet ist, wurden bereits in anderen Arbeiten

verdffentlicht (siehe auch Kapitel 7 Erklarung zum Eigenanteil)80:127-129,
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2.2, Probensammlung und Antikorper Analysen

Anti-SARS-CoV-2-Nukleokapsid, Anti-SARS-CoV-2-Spike Immunglobulin G
(1gG) und Anti-SARS-CoV-2-Spike Immunglobulin A (IgA) Antikorper wurden zu
den Zeitpunkten Zr und Zs bestimmt. Mittels Elecsys® Anti-SARS-CoV-2-
Immunoassay (Roche Diagnostics) wurden Anti-SARS-CoV-2 Nukleokapsid
Antikdrper Indexwerte (einschlie8lich IgG und IgA) bestimmt. Fur Anti-SARS-
CoV-2-Spike 1gG und IgA Antikorper erfolgte die Bestimmung der Titer mittels
des Euroline Anti-SARS-CoV-2® Test (Euroimmune).

Gemal den Angaben des Herstellers wurde der 96-Well Euroline Anti-SARS-
CoV-2® Test (Euroimmune, 2606A_A_DE_CO03, Stand: 22. April 2020) auf einem
automatisierten BEP 2000 Advance System (Siemens Healthcare Diagnostics
GmbH) durchgefuhrt. Der ,Enzyme-linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) weist
Anti-SARS-CoV-2 IgG und IgA nach, welche gegen die S1-Doméne des viralen
Spike-Proteins (einschlie3lich der immunologisch relevanten RBD) gerichtet
sind. Die Untersuchung basiert auf einem  Assay-spezifischen
Kalibrationsprozesses, der das Verhaltnis der Probenabsorption zur
Kalibratorabsorption angibt. Durch das Verhaltnis oberhalb eines vom Hersteller
angegebenen Schwellenwerts wird die endgultige Interpretation der
Nachweisbarkeit bestimmt: positiv (Verhaltnis = 1,1), grenzwertig (Verhaltnis 0,8
- 1,0) oder negativ (Verhaltnis < 0,8). Die Werte der Anti-Spike IgG und Anti-Spike
IgA Antikérper werden in den Abbildungen als Verhdltnis (ber dem
Schwellenwert angegeben. Die Qualitatskontrolle wurde an jedem Testtag
gemal den Anweisungen des Herstellers durchgefihrt.

Der Elecsys® anti-SARS-CoV-2-Immunoassay ist ein Elektrochemilumineszenz-
Immunoassay (ECLIA), welcher von der Roche Diagnostics GmbH entwickelt
wurde. Er wurde gemald den Angaben des Herstellers (V. 1.0, Stand Mai 2020)
verwendet und ist fir den Nachweis von hochaffinen GesamtantikGrpern
(einschlief3lich 1gG und IgA) gegen das Nukleokapsid-Protein von SARS-CoV-2
in Humanserum bestimmt. Die Auslesung erfolgte auf dem Cobas e411-
Analysegerat (Roche Diagnostics). Negative Ergebnisse wurden durch einen
Cut-off-Index von < 1,0 definiert. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikorper sind
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in den Abbildungen als Indexwerte angegeben. Die Qualitatskontrolle wurde an

jedem Testtag gemal den Anweisungen des Herstellers durchgefihrt.

2.3. Erhebung allgemeiner Charakteristika der Spender und
postinfektioser Symptome

Anhand eines Fragebogens erfolgten die Erfassung allgemeiner Charakteristika
der Spender (Geschlecht, Alter, Grol3e, Gewicht), sowie die Selbsteinschatzung
von zehn postinfektiossen Symptomen, inklusive Schweregrad, zum Zeitpunkt Zs
(141 bis 183 Tage nach positiver SARS-CoV-2-PCR). Der Schweregrad konnte

als keine, leichte, mittelschwere oder schwere Symptome angegeben werden.

Die Einzelsymptome wurden anhand ihrer Natur in 4 Ubergeordnete Kategorien
eingeteilt: allgemeine Symptome (Mudigkeit und verminderte Leistungsfahigkeit),
veranderte Sinneswahrnehmung (Geruchs- und Geschmacksveranderungen
und Horminderung), neuropsychiatrische Symptome (Unruhe, Palpitationen,
Reizbarkeit und Kopfschmerzen) und pulmonale Symptome (Husten und
Dyspnoe). Die Spender wurden als symptomatisch fiir eine Kategorie gewertet

bei Auftreten von mindestens eines Symptoms der jeweiligen Kategorie.

Der Symptomscore zur Abschatzung der Gesamtsymptomlast wurde durch die
Summe der Schweregrade der Symptome (keine = 0, leicht = 1, mittelschwer =

2, schwer = 3) aufgrund der Selbsteinschatzung der Spender gebildet.

Um eine altersspezifische Korrelation der Symptomlast und der SARS-CoV-2-
spezifischen humoralen Immunantwort zu untersuchen, wurden die Spender in 3
Alterskohorten unterteilt: unter Dreif3igjahrige, Drei3ig- bis Funfzigjahrige und

Uber Funfzigjahrige.

Der BMI wurde anhand des Gewichts und der Grol3e errechnet. Entsprechend
den WHO-Kriterien erfolgte die Einteilung der Spender in drei Gruppen:
normalgewichtige Personen mit einem BMI unter 25, praadipdse Personen mit

einem BMI von 25 bis 30 und adip6se Personen mit einem BMI ber 30.

2.4, Software und statistische Methoden
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Die Auswertung der Daten erfolgt mit Hilfe von JMP Pro (SAS Institute, V. 16).
Es werden die jeweils geeigneten statistischen Tests wie, z. B. Mann-Whitney-U
oder Kruskal-Wallis-Test, verwendet. Die Darstellung der Daten erfolgt anhand
des Mittelwerts mit Standardabweichung (SD), Boxplots mit Median und mit 25.
und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker, sowie einzelner Datenpunkte. P-Werte
unter 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet. Die Diagramme wurden
mittels GraphPad Prism (V. 9.1.2) erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Uberblick der Spender

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Daten von 51 Rekonvaleszenten nach
milder bis moderater SARS-CoV-2 Infektion analysiert. Zum Zeitpunkt der
COVID-19 Erkrankung waren diese im Mittel 43,4 (SD £ 13,7) Jahre alt. Die
Geschlechterverteilung war gleichmalf3ig mit 26 Frauen und 25 Mannern. Der BMI
lag im Mittel bei 25 (SD * 3). Normalgewichtig waren mit einem BMI bis 25 kg/m?
50% aller untersuchten Personen, bei 41 % lag eine Praadipositas mit einem BMI
von 25 - 29,9 kg/m? vor und 9 % waren adipds mit einem BMI > 30 kg/m2. Von
den 51 Rekonvaleszenten war keiner schwer an COVID-19 erkrankt, gemal3 den
WHO Kriterien oder wurde hospitalisiert’0. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tber

die Charakteristika der untersuchten Population®128,

Tabelle 1: Charakteristika der Spender
n: Anzahl. BMI: Body Mass Index (adaptiert an Hackenbruch et al. und Bilich et al.t0.128),

Spender

Anzahl 51
Geschlecht (n [%])

Weiblich 26 (51)
Mannlich 25 (49)
Alter (Jahren)

Mittelwert 43
Standardabweichung 14
Median 43
Spannweite 21 - 66
Verteilung des Alters (n [%])

< 30 Jahre 13 (26)
30 — 50 Jahre 20 (39)
> 50 Jahre 18 (35)
BMI (kg/m?)

BMI vorhanden (n [%]) 44 (86)
Mittelwert 25
Standardabweichung 3
Median 25
Spannweite 20-33
Verteilung des BMI (n [%])

> 30 kg/m2 4 (9)
25 — 30 kg/m2 18 (41)
< 25 kg/m2 22 (50)
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3.2. Postinfektiose Symptome (H&aufigkeit, Art und Verteilung

postinfektioser Symptome)

Bei 76 % der Spender zeigte sich mindestens ein postinfektiéses Symptom am
Zeitpunkt Zs (141 bis 183 Tage nach positivem PCR-Test auf SARS-CoV-2). Im
Median wurden zwei postinfektiose Symptome angeben (Spannweite 0 bis 9
Symptome). Drei oder mehr postinfektiocse Symptome gaben 41 %, ein bis zwei
postinfektiosse Symptome 35 % und gar keine postinfekticsen Symptome 24 %
aller untersuchten Personen an (Tabelle 2)1%,

Fatigue (45 %), Geruchs- oder Geschmacksstorung (29 %), Kopfschmerzen (28
%) und Leistungsminderung (28 %) waren die haufigsten postinfektiosen
Symptome. Dartber hinaus berichteten die Spender lUber Reizbarkeit (22 %),
Dyspnoe (16 %), Unruhe (14 %), Palpitationen (14 %), Husten (12 %) und
Horminderung (10 %) (Tabelle 2)'28,

Die Symptome wurden basierend auf Ihrer Natur 4 Kategorien zugeordnet. Bei
Auftreten mindestens eines postinfektiosen Symptomes der jeweiligen Kategorie
wurden die Rekonvaleszenten als symptomatisch fur diese Kategorie gewertet.
Es zeigten sich allgemeine Symptome (Mudigkeit, Leistungsminderung) bei 69
%, veranderte Sinneswahrnehmungen (Geruchs- oder Geschmacksstorung,
Horminderung) bei 43 %, neuro-psychiatrische Symptome (Unruhe,
Palpitationen, Reizbarkeit und Kopfschmerzen) bei 45 % und pulmonale

Symptome (Dyspnoe, Husten) bei 25 % aller untersuchten Personen (Tabelle 2)
128

Basierend auf der Anzahl der berichteten Beschwerden und deren
Schweregraden wurde ein summierter Symptomscore gebildet. Im Median
wiesen die Rekonvaleszenten drei Scorepunkte auf (Reichweite 0-17 Punkt). Bei
37% aller Personen zeigten sich mehr als drei Scorepunkte, bei 39 % ein bis drei

Scorepunkte und bei 24 % null Scorepunkte (Tabelle 2)128,

Nur 14 Personen schrieben die angegebenen Beschwerden einer post-

infektiosen Genese nach durchgemachter COVID-19 Erkrankung zu®%128, |n

22



dieser Arbeit wurden alle angegebenen Symptome fir die durchgefuhrten

weiterfihrenden Untersuchungen berticksichtigt (Tabelle 2).

Rekonvaleszente Personen, die einen Symptomscore tber drei aufwiesen oder
drei oder mehr Symptome zeigten, wurden in dieser Arbeit als Patienten mit post-
COVID-Syndrom betrachtet. Tabelle 2 gibt einen detaillierten Uberblick tiber die
aufgetretenen postinfektiosen Symptome (Tabelle 2)60.128,

Tabelle 2: Postinfektiése Symptome

Zs: spater Zeitpunkt, 141 bis 183 Tage nach positiver PCR (adaptiert an Hackenbruch et al. und

Bilich et al.60.128),

Anzahl postinfektiéser Symptome an Zs (n)

Median 2
Spannweite 0-9
Anzahl postinfektioser Symptome an Zs (n [%])

>3 21 (41)
1-2 18 (35)
0 12 (24)
Einzelsymptome an Zs (n [%])

Fatigue 23 (45)
Geruchs- oder Geschmacksstoérung 15 (29)
Kopfschmerzen 14 (28)
Leistungsminderung 14 (28)
Reizbarkeit 11 (22)
Dyspnoe 8 (16)
Unruhe 7 (14)
Palpitationen 7 (14)
Husten 6 (12)
Hoérminderung 5 (10)
Kategorisierte Symptome an Zs (n [%])

Allgemeine Symptome 25 (49)
Verdnderte Sinneswahrnehmung 22 (43)
Neuro-psychiatrische Symptome 23 (45)
Pulmonale Symptome 13 (25)
Symptomscore an Zs (Punktwert)

Median 3
Spannweite 0-17
Verteilung des Symptomscores an Zs (n [%])

> 3 19 (37)
1-3 20 (39)
0 12 (24)
Selbsteinschéatzung der Spender an Zs (n [%])

Asymptomatische Spender 12 (24)
Symptomatische Spender 39 (76)
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- COVID-19 zugeschrieben 14 (27) |

3.3. Allgemeine Charakteristika und postinfektiose Symptome

Die untersuchten Personen wurden im Hinblick auf ihr Geschlecht aufgeteilt und
auf Unterschiede in der Anzahl der Symptome oder des Symptomscores
untersucht. Hierbei zeigte sich zwischen weiblichen und méannlichen
Rekonvaleszenten kein Unterschied (p-Werte: 0,527 und 0,668; Abbildung 2A
und B).
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Abbildung 2: Geschlecht und Anzahl der postinfektiosen Beschwerden sowie postinfektiose
Symptomlast.

Anzahl der Symptome (A), sowie Symptomscore (B) wurden zum Zeitpunkt Zs (spéter Zeitpunkt
141 bis 183 Tage nach positiver PCR) erhoben. Die Spender wurden anhand ihres angegebenen
Geschlechts unterteilt (weiblich/ mannlich). Die Daten werden als Boxplots mit 25. und 75.
Perzentile und Min/Max-Whisker dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test
berechnet. p, p-Wert.

Ein Vergleich des Alters der Spender und der Anzahl an postinfektibsen
Symptomen ergab, dass Personen mit zunehmendem Lebensalter signifikant
mehr Symptome zeigten (p-Wert: 0,029, Abbildung 3A). Ebenso imponierte bei

alteren Rekonvaleszenten ein signifikant hGherer Symptomscore (p-Wert: 0,029,
Abbildung 3C).

Zur weiterfuhrenden Untersuchung wurde die Population in drei Altersgruppen (<
30 Jahre, 30 — 50 Jahre und > 50 Jahre) aufgeteilt. Hierbei zeigten sich bei den
unter Dreil3igjahrigen signifikant weniger postinfektiose Symptome sowohl
verglichen mit den DreilBig- bis Funfzigjahrigen als auch mit den Uber
Funfzigjahrigen (P-Werte: 0,043 und 0,045; Abbildung 3B). Zwischen den
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Drei3ig- bis Funfzigjahrigen und den uber Funfzigjahrigen fand sich kein
Unterscheid (p-Wert: 0,988; Abbildung 3B). Ebenso imponierten sowohl
zwischen den unter Dreil3igjahrigen und den Dreil3ig- bis Funfzigjahrigen als auch
zwischen den unter Drei3igjahrigen und den Uber Funfzigjahrigen signifikant
unterschiedliche Symptomscores mit hoheren Werten fur die jeweils altere
Gruppe (p-Werte: 0,043 und 0,035; Abbildung 3D). Zwischen den Dreil3ig- bis
Funfzigjahrigen und den Uber Funfzigjahrigen fand sich auch im Hinblick auf den
Symptomscore kein Unterscheid (p-Wert: 0,941; Abbildung 3D).
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Abbildung 3: Alter und Anzahl der postinfektiosen Beschwerden sowie postinfektiose
Symptomlast.

Die Anzahl der Symptome (oben), sowie der Symptomscore (unten) wurden zum Zeitpunkt Zs
(spater Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR) erhoben. Die Spender wurden anhand
ihres Alters in 3 Gruppen unterteilt (B und D). Die Daten werden als Streudiagramm (A und C)
und als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker (B und D) dargestellt. Die p-
Werte und die r-Werte wurden mittels einfacher linearer Regression (A und C) und mittels
Kruskal-Wallis-Test (B und D) berechnet. p, p-Wert; r2, Bestimmtheitsmal.
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Eine Analyse des BMIs der untersuchten Personen und der Anzahl der
Symptome ergaben keine Korrelation (p-Wert: 0,507; Abbildung 4A).
Gleichermallen war keine Korrelation zwischen BMI und den erhobenen

Symptomscores festzustellen p-Wert: 0,476 Abbildung 4C).

Im nachsten Schritt wurden die Personen in Normalgewichtige (BMI < 25),
Personen mit Praadipositas (BMI 25 — 30) und adiptse Rekonvaleszente (BMI >
30) aufgeteilt. Es zeigte sich lediglich ein nicht signifikanter Trend zu mehr
Symptomen bei Personen mit einem BMI von 25 - 30 verglichen zu
Rekonvaleszenten mit einem BMI unter 25 (p-Wert: 0,064; Abbildung 4B). Im
Vergleich eben dieser praadipdsen Personen mit Normalgewichtigen ergab sich
ein signifikant hoherer Symptomscore fir die praadipése Gruppe (p-Wert: 0,041;
Abbildung 4D). Zwischen allen anderen Gruppen fanden sich keine signifikanten
Unterschiede (p-Werte: 0,913, 0,301, 0,971 und 0,132; Abbildung 4B und D).
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Abbildung 4: Body Mass Index und Anzahl der postinfektiosen Beschwerden sowie
postinfektiose Symptomlast.

Die Anzahl der Symptome (A und B), sowie der Symptomscore (C und D) wurden zum Zeitpunkt
Zs (spater Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR) erhoben. Die Spender wurden anhand
ihres BMIs in 3 Gruppen unterteilt (B und D). Die Daten werden als Streudiagramm (A und C) und
als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker (B und D) dargestellt. Die p-Werte
und die r2-Werte wurden mittels einfacher linearer Regression (A und C) und mittels Kruskal-
Wallis-Test (B und D) berechnet. p, p-Wert; r2, Bestimmtheitsmal3.

Zusammenfassend wiesen unter dreil3igjahrige Spender signifikant weniger
Symptome auf als beide Gruppen alterer Personen (p-Werte: 0,043 und 0,045;
Abbildung 3B). Passend hierzu hatten unter Drei3igjahrige einen signifikant
niedrigeren Symptomscore als Drei3ig- bis Funfzigjahrige und Uber
Funfzigjahrige (p-Werte: 0,043 und 0,035; Abbildung 3D). In Bezug auf den BMI
konnte ein signifikant hoherer Symptomscore bei Spendern mit einem BMI von
25 bis 30 im Vergleich zu normalgewichtigen Personen festgestellt werden mit

dem gleichen Trend fir die Anzahl der Beschwerden ohne statistische
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Signifikanz (p-Werte: 0,041, 0,064; Abbildung 4D und C). Geschlechtsspezifische
Unterschiede beziglich der Symptomanzahl und des Symptomscores konnten

nicht nachgewiesen werden.

3.4. Humorale Immunantwort und postinfektiose Symptome

Es wurden am frihen Zeitpunkt Zr (35 bis 56 Tage nach positiver PCR) und am
spaten Zeitpunkt Zs (141 bis 183 Tage nach positiver PCR) Anti-Nukleokapsid
Antikorper, Anti-Spike IgG Antikorper und Anti-Spike IgA Antikorper bestimmt.
Positive Anti-Nukleokapsid Antikorper zeigten sich an beiden Zeitpunkten fur
88% der untersuchten Personen. Im Unterschied hierzu sank die
Serokonversionsrate von Anti-Spike Antikorpern sowohl bei IgG von 84 % auf 75
% als auch bei IgA von 80 % auf 71 % im zeitlichen Verlauf nach durchgemachter
SARS-CoV-2 Infektion (Tabelle 3)50:128,

Tabelle 3: Antikdrperreaktion und Serokonversionsraten

Zr: friher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR. Zs: spéter Zeitpunkt 141 bis 183 Tage
nach positiver PCR (adaptiert an Hackenbruch et al. und Bilich et al.60.128),

SARS-CoV-2 Antikorper Testpositivitat (n [%])

Anti-Nukleokapsid Antikorper

Anti-Nukleokapsid Antikdrper Zr 45 (88)
Anti-Nukleokapsid Antikdrper Zs 45 (88)
Anti-Spike 1gG Antikorper

Anti-Spike 1gG Antikorper Zr 43 (84)
Anti-Spike IgG Antikérper Zs 38 (75)
Anti-Spike IgA Antikdrper

Anti-Spike IgA Antikdrper Zr 41 (80)
Anti-Spike IgA Antikdrper Zs 36 (71)

3.41. Humorale Immunantwort und Anzahl der postinfektiosen

Symptome

Es wurden die untersuchten Personen nach der Anzahl der berichteten
postinfektiosen Symptome in zwei Gruppen eingeteilt (< 2 Symptome (n = 30)
versus = 3 Symptome (n = 21) = post-COVID-Syndrom), um die SARS-CoV-2
spezifische  humorale Immunantworten bei  Rekonvaleszenten  mit
unterschiedliche vielen postinfektiosen Symptomen zu analysieren. Die Gruppe
der Personen mit post-COVID-Syndrom wies signifikant hohere Anti-

Nukleokapsid Antikdrperspiegel an Zr und Zs sowie signifikant erhéhte Anti-Spike
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IgG Antikorperspiegel bei Zr und einen Trend zu erhdhten Anti-Spike 1gG
Antikorperspiegeln auch bei Zs auf (p-Werte: 0,007, 0,045, 0,024 bzw. 0,062;
Abbildung 5A, D, B, und E). Zwischen beiden Gruppen zeigte sich im Hinblick auf
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel kein Unterschied an beiden Zeitpunkten (p-
Werte: 0,368, 0,458; Abbildung 5C und F)*%,
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Abbildung 5: Anzahl der Symptome (2 Gruppen) und Antikdrperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikorperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikdrperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friiher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden nach
der Anzahl der postinfektiosen Symptome zum Zeitpunkt Zs in 2 Gruppen aufgeteilt. Die Werte
der Anti-Spike IgG Antikorper und Anti-Spike IgA Antikorper sind als Verhéltnis tber dem
Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikérper sind als Indexwert
angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-W hisker
dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. p, p-Wert (adaptiert an
Hackenbruch et al.1?8).

Zur Untersuchung von Unterschieden in der SARS-CoV-2-spezifischen
humoralen Immunantwort speziell zwischen asymptomatische Personen und

Personen mit ein bis zwei postinfektiosen Symptomen wurde die Gruppe der
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Rekonvaleszenten ohne post-COVID-Syndrom in eben diese beiden
Untergruppen weiter unterteilt. Es wurden drei Gruppen ausgewertet (O
Symptome (n = 12), 1 - 2 Symptome (n = 18), 2 3 Symptome (n = 21) = post-
COVID-Syndrom)?*?8,

Passend zu den vorherigen Ergebnissen im Vergleich von nur 2 Gruppen fanden
sich in der post-COVID-Syndrom Gruppe sowohl im Vergleich zu
asymptomatischen Personen und solchen mit ein bis zwei Symptomen signifikant
erhohte Anti-Nukleokapsid Antikérperspiegel an Zr (p-Werte: 0,035 bzw. 0,019;
Abbildung 6A). Am Zeitpunkt Zs zeigte sich ein ahnlicher, aber nicht signifikanter
Trend (p-Werte: 0,161 bzw. 0,059; Abbildung 6D). Anti-Spike IgG
Antikdrperspiegel waren bei Rekonvaleszenten mit post-COVID-Syndrom an Zr
ebenso erhoht, wobei sich nur zwischen Personen mit ein bis zwei und = drei
Symptomen eine statistische Signifikanz zeigte (p-Wert: 0,032; Abbildung 6B).
Auch am Zeitpunkt Zs fiel derselbe Trend zu hoheren Anti-Spike IgG
Antikorperspiegeln bei Personen mit post-COVID-Syndrom auf. Jedoch erreichte
dieser sowohl im Vergleich zu asymptomatischen als auch zu Rekonvaleszenten
mit ein bis zwei Symptomen keine statistische Signifikanz (p-Werte: 0,269 bzw.
0,057; Abbildung 6E). Zwischen den nicht post-COVID-Syndrom Gruppen, den
asymptomatischen Personen und Rekonvaleszenten mit ein bis zwei
Symptomen, gab es bei den Anti-Nukleokapsid und Anti-Spike 1gG
Antikdrperspiegeln zu den beiden Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede
(p-Werte: 0,849, 0,597, 0,751 und 0,446; Abbildung 6A, D, B und E). Ebenso wie
im Vergleich von zwei Gruppen fanden sich im Hinblick auf Anti-Spike IgA
Antikdrperspiegel auch zwischen allen drei Gruppen zu keinem Zeitpunkt
statistische relevante Unterschiede (p-Werte: 0,341, 0,896, 0,225, 0,703, 0,667,
0,490; Abbildung 6C und F)*%8,
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Abbildung 6: Anzahl der Symptome (3 Gruppen) und Antikdrperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikorperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikdrperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden nach
der Anzahl der angegebenen Symptome zum Zeitpunkt Zs in 3 Gruppen aufgeteilt. Die Werte der
Anti-Spike 1gG Antikdrper und Anti-Spike IgA Antikérper sind als Verhéltnis tUber dem
Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikorper sind als Indexwert
angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker
dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Kruskal-Wallis-Test berechnet. p, p-Wert (adaptiert an

Hackenbruch et al.1?8).

Insgesamt zeigten sich bei der Korrelation zwischen Symptomanzahl und

humoraler Immunantwort signifikant héhere Anti-Nukleokapsid und Anti-Spike
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IgG Antikorperspiegel bei Personen mit post-COVID-Syndrome im Vergleich zu
asymptomatischen Personen und Rekonvaleszenten mit wenigen Beschwerden.
Fur Anti-Spike IgA Antikoérperspiegel konnten keine Unterschiede zwischen den

Gruppen festgestellt werden!?8,

3.4.2. Humorale Immunantwort und postinfektiose Symptomlast

Um die Auswirkungen der Gesamtsymptomlast der postinfektiosen Symptome
auf die SARS-CoV-2 spezifische humorale Immunantwort zu untersuchen
wurden die Spender anhand des Symptomscores in zwei Gruppen eingeteilt
(Scorewert < 3 (n = 32) versus Scorewert > 3 (n = 19) = post-COVID-Syndrom).
Die Personen mit post-COVID-Syndrom zeigten signifikant erhdhte Anti-
Nukleokapsid Antikorperspiegel an Zr mit demselben, aber statistisch nicht
signifikanten Trend an Zs und signifikant héhere Anti-Spike IgG Antikdrperspiegel
an Zr und Zs (p-Werte: 0,019, 0,070, 0,031 bzw. 0,033; Abbildung 7A, C, B und
E). Im Unterschied zu den anderen beiden Antikdrperspiegeln fanden sich im
Hinblick auf Anti-Spike IgA Antikérperspiegel zwischen Personen mit post-
COVID-Syndrom und Rekonvaleszenten mit einem Symptomscore von drei oder
weniger zu keinem der beiden Zeitpunkte Unterschiede (p-Werte: 0,316, 0,219;
Abbildung 7C und F)?8,
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Abbildung 7: Symptomlast (2 Gruppen) und Antikbrperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 19G Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden
anhand ihres errechneten Symptomscores zum Zeitpunkt Zs in 2 Gruppen aufgeteilt. Die Werte
der Anti-Spike IgG Antikorper und Anti-Spike IgA Antikorper sind als Verhéltnis tber dem
Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikérper sind als Indexwert
angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker
dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. p, p-Wert (adaptiert an
Hackenbruch et al.128).

Fur weitergehende Analysen im Hinblick auf Unterschiede in der SARS-CoV-2-
spezifischen humoralen Immunantwort innerhalb der Gruppe ohne post-COVID-
Syndrom wurde diese Gruppe mit drei oder weniger postinfektiosen Symptomen
in asymptomatische Rekonvaleszente und Personen mit einem Symptom-
Scorewert von 1 bis 3 aufgeteilt. Es wurden folglich nun 3 Gruppen ausgewertet
(Scorewert =0 (n = 12), Scorewert 1 — 3 (n = 20), Scorewert > 3 (n = 19) = post-
COVID-Syndrom).
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Im Vergleich von nun drei Gruppen zeigten sich fur die Personen mit post-
COVID-Syndrom erhohte Anti-Nukleokapsid Antikorperspiegel an Zr im
Vergleich zu asymptomatischen Personen und Rekonvaleszenten mit einem
niedrigen Symptom-Score mit ein bis drei Scorepunkten auf (p-Werte: 0,049 bzw.
0,045; Abbildung 8A), mit ahnlicher Tendenz auch bei Zs ohne statistische
Signifikanz (p-Werte: 0,162 und 0,103; Abbildung 8D). Anti-Spike 1gG
Antikorperspiegel zeigten sich bei Rekonvaleszenten mit einem Symptomscore
von drei oder mehr im Vergleich zu beiden anderen Gruppen an Zr und Zs erhoht,
wobei sich eine statistische Signifikanz nur verglichen mit Personen mit einem
Score von eins bis drei zeigte (p-Werte: 0,128, 0,040, 0,167 und 0,036; Abbildung
8B und E). Zwischen den beiden nicht post-COVID-Syndrom Untergruppen, den
asymptomatischen Personen und den Rekonvaleszenten mit einem
Symptomscore von eins bis drei, ergab sich zu keinem der beiden Zeitunkte fur
Anti-Nukleokapsid oder Anti-Spike IgG Antikorperspiegel ein Unterschied (p-
Werte: 0,923, 0,712, 0,892 und 0,381; Abbildung 8A, D, B und E). Erneut, wie
bereits im Hinblick auf die Anzahl der Symptome, liel3en sich zwischen allen drei
Gruppen keine Unterschiede der Anti-Spike IgA Antikorperspiegel zu einem der
beiden Zeitpunkte feststellen (p-Werte: 0,391, 0,903, 0,177, 0,520, 0,441 und
0,221; Abbildung 8C und F)*28,
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Abbildung 8: Symptomlast (3 Gruppen) und Antikdrperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friiher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden
anhand ihres errechneten Symptomscores zum Zeitpunkt Zs in 3 Gruppen aufgeteilt. Die Werte
der Anti-Spike 1gG Antikdrper und Anti-Spike IgA Antikdrper sind als Verhaltnis Uber dem
Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikorper sind als Indexwert
angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker
dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Kruskal-Wallis-Test berechnet. p, p-Wert (adaptiert an
Hackenbruch et al.128),

Zusammenfassend fanden sich fur Personen mit post-COVID-Syndrom, analog
zur Symptomanzabhl, signifikant erhohte Anti-Nukleokapsid und Anti-Spike 1gG
Antikorperspiegel im Vergleich zu asymptomatischen Personen und

Rekonvaleszenten mit niedrigem Symptomscore. Auch hier konnten bei den Anti-

Spike IgA Antikorperspiegeln keine Unterschiede festgestellt werden!?8,
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3.4.3. Humorale Immunantwort und einzelne postinfektiose Symptome

Im Folgenden wurde die Uberpriifung eines Zusammenhanges von SARS-CoV-
2-spezifischer humoraler Immunantwort und den 10 einzelnen postinfektiosen

Symptomen durchgefuhrt.

Zwischen Rekonvaleszenten, die eine Leistungsminderung angaben, und
diesbeziiglich beschwerdefreien Personen fand sich im Hinblick auf Anti-
Nukleokapsid, Anti-Spike 1gG und Anti-Spike IgA Antikdrperspiegel an beiden
Zeitpunkten kein statistisch signifikanter Unterschied (p-Werte: 0,381, 1,000,
0,268, 0,321, 0,635 und 0,381; Abbildung 9A, D, B, E, C und F)*?8,
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Abbildung 9: Leistungsminderung und Antikdrperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 19G Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spéater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden in
Personen mit und Personen ohne Leistungsminderung (ja/ nein) zum Zeitpunkt Zs in 2 Gruppen
aufgeteilt. Die Werte der Anti-Spike 1gG Antikdrper und Anti-Spike IgA Antikdrper sind als
Verhaltnis Uber dem Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikdrper sind
als Indexwert angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-
Whisker dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. p, p-Wert
(adaptiert an Hackenbruch et al.128),
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Ebenso zeigten sich bei Spendern mit angegebener Fatigue und
Rekonvaleszenten ohne Fatigue Kkein Unterschied bezogen auf Anti-
Nukleokapsid, Anti-Spike 1gG und Anti-Spike IgA Antikdrperspiegel an beiden
Zeitpunkten (p-Werte: 0,182, 0,374, 0,179, 0,147, 1,00, 0,399; Abbildung 10A, D,
B, E, C und F)*%,
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Abbildung 10: Fatigue und Antikdrperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 19G Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikérperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friiher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden in
Personen mit und Personen Fatigue (ja/ nein) zum Zeitpunkt Zs in 2 Gruppen aufgeteilt. Die Werte
der Anti-Spike IgG Antikorper und Anti-Spike IgA Antikorper sind als Verhaltnis tUber dem
Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikérper sind als Indexwert
angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker
dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. p, p-Wert (adaptiert an
Hackenbruch et al.128),

Im Vergleich von Personen mit und ohne berichtete Geruchs- und
Geschmacksveranderungen ergaben sich im Hinblick auf Anti-Nukleokapsid,
Anti-Spike 1gG und Anti-Spike IgA Antikdrperspiegel an beiden Zeitpunkten keine

statistisch signifikanten Unterschiede (p-Werte: 0,184, 0,180, 0,423, 0,738, 0,707
und 0,277; Abbildung 11A, D, B, E, C und F)*?8,
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Abbildung 11: Geruchs- und Geschmacksveranderungen und Antikorperantworten.
Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friiher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden in
Personen mit und Personen ohne Geruchs- und Geschmacksveranderungen (ja/ nein) zum
Zeitpunkt Zs in 2 Gruppen aufgeteilt. Die Werte der Anti-Spike IgG Antikorper und Anti-Spike IgA
Antikdrper sind als Verhaltnis Uber dem Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-
Nukleokapsid Antikdrper sind als Indexwert angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25.
und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-W hitney-
U-Test berechnet. p, p-Wert (adaptiert an Hackenbruch et al.128),

Zwischen Spendern, die Uber eine Hérminderung berichteten, und diesbeziglich
beschwerdefreien Rekonvaleszenten lieRen sich im Hinblick auf Anti-
Nukleokapsid, Anti-Spike 1gG und Anti-Spike IgA Antikdrperspiegel an beiden

Zeitpunkten keine statistisch signifikanten Unterschiede feststellen (p-Werte:
0,289, 0,254, 0,106, 0,428, 0,149 und 0,612; Abbildung 12A, D, B, E, C und F)*%,
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Abbildung 12: Horminderung und Antikorperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spéater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden in
Personen mit und Personen ohne Hoérminderung (ja/ nein) zum Zeitpunkt Zs in 2 Gruppen
aufgeteilt. Die Werte der Anti-Spike 1gG Antikdrper und Anti-Spike IgA Antikorper sind als
Verhaltnis Uber dem Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikdrper sind
als Indexwert angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-
Whisker dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. p, p-Wert
(adaptiert an Hackenbruch et al.128),

Im Vergleich von Rekonvaleszenten mit und ohne angegebene Palpitationen
ergaben sich im Hinblick auf Anti-Nukleokapsid, Anti-Spike 1gG und Anti-Spike
IgA Antikorperspiegel an beiden Zeitpunkten Kkein statistisch signifikanter

Unterschied (p-Werte: 0,435, 0,352, 0,298, 0,427, 1,000 und 0,154; Abbildung
13A, D, B, E, C und F)!28,
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Abbildung 13: Palpitationen und Antikérperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spéater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden in
Personen mit und Personen ohne Palpitationen (ja/ nein) zum Zeitpunkt Zs in 2 Gruppen
aufgeteilt. Die Werte der Anti-Spike 1gG Antikdrper und Anti-Spike IgA Antikorper sind als
Verhaltnis Uber dem Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikdrper sind
als Indexwert angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-
Whisker dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. p, p-Wert
(adaptiert an Hackenbruch et al.128),

Spender, die Uuber Kopfschmerzen berichteten, zeigten verglichen mit
diesbeziglich  beschwerdefreien  Personen hohere  Anti-Nukleokapsid
Antikorperspiegel an Zr, mit einem ahnlichen, wenn auch statistisch nicht
signifikanten Trend an Zs (p-Werte: 0,023 bzw. 0,316 Abbildung 14A und D). Im
Hinblick auf Anti-Spike 1gG und Anti-Spike IgA Antikdrperspiegel an beiden
Zeitpunkten kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
Rekonvaleszenten mit und ohne Kopfschmerzen (p-Werte: 0,272, 0,858, 0,194,
und 0,657; Abbildung 14B, E, C und F)?8,
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Abbildung 14: Kopfschmerzen und Antikdrperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n =51) zum
Zeitpunkt Zr (friiher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden in
Personen mit und Personen ohne Kopfschmerzen (ja/ nein) zum Zeitpunkt Zs in 2 Gruppen
aufgeteilt. Die Werte der Anti-Spike 1gG Antikdrper und Anti-Spike IgA Antikorper sind als
Verhaltnis Uber dem Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikdrper sind
als Indexwert angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-
Whisker dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. p, p-Wert
(adaptiert an Hackenbruch et al.128),

Bei Personen, die Reizbarkeit angaben, imponierten verglichen zu diesbeziglich
asymptomatischen Rekonvaleszenten signifikant hdhere Anti-Nukleokapsid
Antikorperspiegel an Zs sowie tendenziell erhdhten Anti-Nukleokapsid
Antikorperspiegel an Zr (p-Werte: 0,026 bzw. 0,065; Abbildung 15D und A).
Ebenso zeigten sich Anti-Spike IgG Antikdrperspiegel an beiden Zeitpunkten

erhoht, wobei sich eine statistische Signifikanz nur an Zr ergab (p-Werte; 0,026
und 0,056; Abbildung 15B und E)*?%.
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Abbildung 15: Reizbarkeit und Antikdrperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friiher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden in
Personen mit und Personen ohne Reizbarkeit (ja/ nein) zum Zeitpunkt Zs in 2 Gruppen aufgeteilt.
Die Werte der Anti-Spike IgG Antikdrper und Anti-Spike IgA Antikdrper sind als Verhaltnis tber
dem Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikrper sind als Indexwert
angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker
dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. p, p-Wert (adaptiert an
Hackenbruch et al.128).

Zwischen Rekonvaleszenten, die Unruhe angaben, und diesbezlglich
asymptomatischen Spendern fand sich im Hinblick auf Anti-Nukleokapsid, Anti-
Spike 1gG und Anti-Spike IgA Antikorperspiegel an beiden Zeitpunkten kein

statistisch signifikanter Unterschied (p-Werte: 0,374, 0,143, 0,468, 0,427, 0,732
und 1,000; Abbildung 16A, D, B, E, C und F)*%,
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Abbildung 16: Unruhe und Antikérperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n =51) zum
Zeitpunkt Zr (friher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spéater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden in
Personen mit und Personen ohne Unruhe (ja/ nein) zum Zeitpunkt Zs in 2 Gruppen aufgeteilt. Die
Werte der Anti-Spike 19G Antikdrper und Anti-Spike IgA Antikdrper sind als Verhéaltnis Giber dem
Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikorper sind als Indexwert
angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker
dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. p, p-Wert (adaptiert an
Hackenbruch et al.128).

Im Vergleich von Rekonvaleszenten mit und ohne Husten ergaben sich im
Hinblick auf Anti-Nukleokapsid, Anti-Spike 1gG und Anti-Spike IgA
Antikdrperspiegel an beiden Zeitpunkten kein statistisch signifikanter Unterschied

(p-Werte: 0,781, 0,826 0,225, 0,465, 0,650 und 1,000; Abbildung 17A, D, B, E, C

und F)28,
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Abbildung 17: Husten und Antikdrperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spéater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden in
Personen mit und Personen ohne Husten (ja/ nein) zum Zeitpunkt Zs in 2 Gruppen aufgeteilt. Die
Werte der Anti-Spike 19G Antikdrper und Anti-Spike IgA Antikérper sind als Verhéltnis Uber dem
Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikorper sind als Indexwert
angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker
dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. p, p-Wert (adaptiert an
Hackenbruch et al.128).

Bei Spendern mit Dyspnoe zeigten sich verglichen mit Rekonvaleszenten ohne
Dyspnoe kein Unterschied bezogen auf Anti-Nukleokapsid, Anti-Spike 1gG und
Anti-Spike IgA Antikdrperspiegel an beiden Zeitpunkten (p-Werte: 0,707, 0,300,
0,195, 0,054, 0,632 0,300; Abbildung 18A, D, B, E, C und F)*%,
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Abbildung 18: Dyspnoe und Antikdrperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n =51) zum
Zeitpunkt Zr (friher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spéater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden in
Personen mit und Personen ohne Hoérminderung (ja/ nein) zum Zeitpunkt Zs in 2 Gruppen
aufgeteilt. Die Werte der Anti-Spike 1gG Antikdrper und Anti-Spike IgA Antikorper sind als
Verhaltnis Uber dem Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikdrper sind
als Indexwert angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-
Whisker dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. p, p-Wert
(adaptiert an Hackenbruch et al.128),

Zusammenfassend zeigten sich in der Analyse von SARS-CoV-2-spezifischer
humoraler Immunantwort und einzelnen postinfektiosen Symptomen erhdhte
Anti-Nukleokapsid  Antikérper fur die postinfektibsen Einzelsymptome

Kopfschmerzen und Reizbarkeit. AuRerdem konnte beim Einzelsymptom

Reizbarkeit ein hoherer Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel festgestellt werden'?8,

Im Hinblick auf die Anti-Nukleokapsid Antikérper und Anti-Spike 1gG Antikorper
zeigten sich bei keinem der anderen Einzelsymptome signifikante Unterschiede
in der SARS-CoV-2-spezifischen Immunantwort. Ebenso ergaben sich beziiglich
der Anti-Spike IgA Antikorperspiegel bei keiner einzelnen Untersuchung

signifikante Unterschiede!?2,
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3.4.4. Humorale Immunantwort und postinfektiose Symptomkategorien

Um zu Uberprifen, ob es einen Zusammenhang zwischen SARS-CoV-2
spezifischer humoraler Immunantwort und bestimmten Arten von Symptomen
bzw. von Symptomclustern gibt, erfolgte die Einteilung der postinfektibsen
Symptome gemal ihrer Natur in vier Ubergeordnete Symptomkategorien. Die
Spender wurden als symptomatisch fur eine Kategorie gewertet bei Auftreten von

mindestens eines Symptoms der jeweiligen Kategorie!?2,

Die Kategorie ,Allgemeine Symptome® wurde durch Kombination der
Einzelsymptome Fatigue und Leistungsminderung gebildet. Es zeigten sich
signifikant hoéhere Anti-Spike 1gG Antikdrperspiegel zum Zeitpunkt Zs bei
Personen mit einer allgemeinen Symptomatik (p-Wert: 0,047; Abbildung 19E).
Die weiteren Antikdrperspiegel zeigten zwischen den beiden Gruppen keine
signifikanten Unterschiede (p-Werte: 0,232, 0,418, 0,149, 0,814 und 0,085;
Abbildung 19A, D, B, C und F)?8,
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Abbildung 19: Allgemeine Symptome und Antikérperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friiher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Einzelsymptome
wurden mittels Fragebogen erhoben und dann basierend auf Ihrer Natur Kategorien zugeordnet.
Die Spender wurden als symptomatisch fir die Kategorie ,Allgemeine Symptome* gewertet bei
Auftreten von mindestens eines Symptoms dieser Kategorie (Leistungsminderung und Fatigue)
zum Zeitpunkt Zs und wurden entsprechend in 2 Gruppen (ja/ nein) aufgeteilt. Die Werte der Anti-
Spike IgG Antikdrper und Anti-Spike IgA Antikorper sind als Verhaltnis ber dem Schwellenwert
angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikdrper sind als Indexwert angegeben. Die
Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker dargestellt. Die p-
Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. p, p-Wert (adaptiert an Hackenbruch et
al.128),

Die Kategorie ,Veranderte Sinneswahrnehmung“ beinhaltet die Symptome
Geruchs- und Geschmacksstorung, sowie Hérminderung. Bei Rekonvaleszenten
mit ver&nderter Sinneswahrnehmung konnten signifikant hohere Anti-
Nukleokapsid Antikérperspiegel zum Zeitpunkt Zr festgestellt werden mit einer
ahnlichen Tendenz zum Zeitpunkt Zs (p-Wert: 0,008 und 0,102, Abbildung 20A

und E). Die weiteren Untersuchungen ergaben keine signifikanten Unterschiede

in der SARS-CoV-2 spezifischen Immunantwort bei Personen mit und ohne
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veranderte Sinneswahrnehmung (p-Werte: 0,096, 0,452, 0,430 und 0,332;
Abbildung 20B, E, C und F)*%8,
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Abbildung 20: Veranderte Sinneswahrnehmung und Antikérperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friiher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Einzelsymptome
wurden mittels Fragebogen erhoben und dann basierend auf Ihrer Natur Kategorien zugeordnet.
Die Spender wurden als symptomatisch fir die Kategorie ,Veranderte Sinneswahrnehmung®
gewertet bei Auftreten von mindestens eines Symptoms dieser Kategorie (Geruchs-
/Geschmacksveranderung und Hérminderung) zum Zeitpunkt Zs und wurden entsprechend in 2
Gruppen (ja/ nein) aufgeteilt. Die Werte der Anti-Spike IgG Antikérper und Anti-Spike IgA
Antikdrper sind als Verhaltnis Uber dem Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-
Nukleokapsid Antikdrper sind als Indexwert angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25.
und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-
U-Test berechnet. p, p-Wert (adaptiert an Hackenbruch et al.128),

Ruhelosigkeit, Palpitationen, Kopfschmerzen und Reizbarkeit wurden zur
Kategorie ,neuropsychiatrische Symptome“ zusammengefasst. Diesbezliglich
symptomatische Spender wiesen signifikant hoéhere Anti-Nukleokapsid
Antikorperspiegel zum Zeitpunkt Zr auf mit einer &hnlichen Tendenz zum

Zeitpunkt Zs (p-Werte: 0,016 und 0,150; Abbildung 21A und D). In Bezug auf Anti-
Spike IgG und Anti-Spike IgA Spiegel konnten keine signifikanten Unterschiede
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festgestellt werden (p-Werte: 0,118, 0,443, 0,705 und 0,179; Abbildung 21B, E,
C und F)*%,
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Abbildung 21: Neuropsychiatrische Symptome und Antikdrperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friiher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Einzelsymptome
wurden mittels Fragebogen erhoben und dann basierend auf Ihrer Natur Kategorien zugeordnet.
Die Spender wurden als symptomatisch fir die Kategorie ,Neuropsychiatrische Symptome*
gewertet bei Auftreten von mindestens eines Symptoms dieser Kategorie (Palpitationen,
Kopfschmerzen, Reizbarkeit und Unruhe) zum Zeitpunkt Zs und wurden entsprechend in 2
Gruppen (ja/ nein) aufgeteilt. Die Werte der Anti-Spike IgG Antikérper und Anti-Spike IgA
Antikdrper sind als Verhaltnis Uber dem Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-
Nukleokapsid Antikdrper sind als Indexwert angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25.
und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-
U-Test berechnet. p, p-Wert (adaptiert an Hackenbruch et al.128),

Die Kategorie ,Pulmonale Symptome* umfasste die postinfektiosen Symptome
Husten und Dyspnoe. Fir diese Kategorie zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein
signifikanter Unterschied der Anti-Nukleokapsid, Anti-Spike IgG und Anti-Spike
IgA Antikorperspiegel zwischen betroffenen und asymptomatischen Personen (p-
Werte: 0,974, 0,574, 0,795, 0,574, 0,673 und 0,673; Abbildung 22A, D, B, E, C
und F)128,
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Abbildung 22: Pulmonale Symptome und Antikdrperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spéater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Einzelsymptome
wurden mittels Fragebogen erhoben und dann basierend auf Ihrer Natur Kategorien zugeordnet.
Die Spender wurden als symptomatisch fur die Kategorie ,Pulmonale Symptome® gewertet bei
Auftreten von mindestens eines Symptoms dieser Kategorie (Husten und Dyspnhoe) zum
Zeitpunkt Zs und wurden entsprechend in 2 Gruppen (ja/ nein) aufgeteilt. Die Werte der Anti-
Spike IgG Antikdrper und Anti-Spike IgA Antikorper sind als Verhaltnis ber dem Schwellenwert
angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikdrper sind als Indexwert angegeben. Die
Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker dargestellt. Die p-
Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. p, p-Wert (adaptiert an Hackenbruch et
al.128),

In der Zusammenschau der Ergebnisse der Analysen von Symptomkategorien
und SARS-CoV-2-spezifischer humoraler Immunantwort zeigten sich
Unterschiede in den Antikérperspiegeln zwischen asymptomatischen und

symptomatischen Personen fir die Kategorien ,Allgemeine Symptome®,

,Veranderte Sinneswahrnehmung” und ,Neuropsychiatrische Symptome*“128,

Bei Spendern mit allgemeinen Symptomen zeigten sich signifikant hohere Anti-
Spike IgG  Antikorperspiegel.  Signifikant  hohere  Anti-Nukleokapsid

Antikorperspiegel konnten sowohl bei Spendern mit veranderter
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Sinneswahrnehmung als auch mit neuropsychiatrischen Symptomen
nachgewiesen werden. Im Unterschied dazu fand sich bei Personen mit
pulmonalen Symptomen kein Unterschied in der SARS-CoV-2-spezifischen
humoralen Immunantwort verglichen zu diesbezlglich asymptomatischen

Spendernt?,

3.5. Allgemeine Charakteristika und humorale Immunantwort

Zur Uberpriifung eines Zusammenhanges von SARS-CoV-2 spezifischer
humoraler Immunantwort und allgemeinen Patientencharakteristika erfolgten

korrelative Analysen im Hinblick auf Geschlecht, Alter und BMI der Spender.

Die rekonvaleszenten Personen wurden anhand ihres Geschlechts in zwei
Gruppen eingeteilt (weiblich (n = 26) und méannlich (n = 25)), um maogliche
geschlechtsspezifische Unterschiede der SARS-CoV-2-spezifischen humoralen
Immunantwort festzustellen. Hierbei fand sich im Hinblick auf Anti-Nukleokapsid,
Anti-Spike IgG und Anti-Spike IgA Antikorperspiegel an beiden Zeitpunkten kein
statistisch signifikanter Unterschied (p-Werte: 0,611, 0,407, 0,498, 0,706, 0,085
und 0,213; Abbildung 23A, D, B, E, C und F)%9128,
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Abbildung 23: Geschlecht und Antikdrperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friiher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden nach
ihrem angegebenen Geschlecht (weiblich/mannlich) in 2 Gruppen aufgeteilt. Die Werte der Anti-
Spike IgG Antikorper und Anti-Spike IgA Antikorper sind als Verhaltnis tGiber dem Schwellenwert
angegeben. Die Werte der Anti-Nukleokapsid Antikérper sind als Indexwert angegeben. Die
Daten werden als Boxplots mit 25. und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker dargestellt. Die p-
Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. p, p-Wert.

Zur Analyse der Auswirkungen des Alters der Probanden auf die SARS-CoV-2-
spezifische humoralen Immunantwort erfolgte die Einteilung der Spender in drei
Altersgruppen (> 30 Jahre (n = 13), 30 - 50 Jahre (n = 20) und < 50 (n = 18)).
Hierbei zeigten sich signifikant hohere Anti-Nukleokapsid Antikérper zum
Zeitpunkt Zs bei Uber Funfzigjahrigen verglichen mit den unter Drei3igj&hrigen (p-
Wert: 0,005; Abbildung 24D). Der gleiche Trend zeigte sich auch zum Zeitpunkt
Zr, jedoch ohne statistische Signifikanz (p-Wert: 0,057; Abbildung 24A).
Zwischen den Dreil3ig- bis Funfzigjahrigen und den Uber Funfzigjahrigen, sowie
zwischen den unter Dreif3igjahrigen und Dreil3ig- bis Funfzigjahrigen fand sich
kein signifikanter Unterscheid bei den Anti-Nukleokapsid Antikérpern (p-Werte:
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0,236, 0,302, 0,132 und 0,204; Abbildung 24A und D). Weiterhin konnten
signifikant héhere Anti-Spike IgA Spiegel bei unter Drei3igjahrigen im Verhaltnis
zu Dreil3ig- bis Funfzigjahrigen festgestellt werden (p-Wert: 0,020; Abbildung
24F). Auch hier zeigte sich ein ahnlicher, aber nicht signifikanter Trend zum
Zeitpunkt Zr (p-Wert: 0,060; Abbildung 24C). Im Vergleich der unter
Drei3igjahrigen mit den dber Funfzigjahrigen, sowie der Drei3ig- bis
Funfzigjahrigen mit den Uber Funfzigjahrigen konnte an beiden Zeitpunkten keine
signifikanten Unterschiede bei Anti-Spike IgA Antikérpern gesehen werden (p-
Werte: 0,603, 0,148, 0,378 und 0,077; Abbildung 24C und F). Beziglich der Anti-
Spike IgG Antikorper konnten zu beiden Zeitpunkten keine signifikanten Werte
zwischen den Altersgruppen festgestellt werden (p-Werte: 0,376, 0689, 609,
0,093, 0,508 und 0,299; Abbildung 24B und E).
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Abbildung 24: Alter und Antikbrperantworten.
Anti-Nukleokapsid Antikoérperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikdrperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikérperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum

53



Zeitpunkt Zr (friher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden
anhand ihres Alters in 3 Gruppen aufgeteilt. Die Werte der Anti-Spike 1gG Antikdrper und Anti-
Spike IgA Antikorper sind als Verhaltnis tber dem Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-
Nukleokapsid Antikdrper sind als Indexwert angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25.
und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Kruskal-Wallis-
Test berechnet. p, p-Wert.

Es erfolgte die Analyse der humoralen Immunantwort zwischen Personen mit
Normalgewicht (BMI < 25 (n = 22)), Praadipositas (BMI 25 - 30 (n = 18)) und
Adipositas (BMI > 30 (n = 4)). Hierbei zeigten sich signifikant héhere Anti-
Nukleokapsid Antikdrperspiegel zwischen Rekonvaleszenten mit einem BMI
unter 25 und einem BMI Uber 30 und bei Spendern mit einem BMI von 25 - 30
und einem BMI Uber 30 zum Zeitpunkt Zr (p-Werte: 0,021 und 0,037; Abbildung
25A). Dieser Trend konnte ebenfalls zum Zeitpunkt Zs festgestellt werden, jedoch
ohne, dass ein signifikanter Unterschied erreicht wurde (p-Werte: 0,095 und
0,115; Abbildung 25D). Bei Personen mit einem BMI unter 25 im Vergleich zu
Personen mit einem BMI von 25 - 30 fand sich zu keinem Zeitpunkt ein
signifikanter Unterschied im Hinblick auf Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (p-

Werte: 0,532 und 0,302; Abbildung 25A und D).

Des Weiteren zeigten sich zu beiden Zeitpunkten signifikant niedrigere Anti-Spike
IgA Antikdrperspiegel bei Rekonvaleszenten mit einem BMI tGiber 30 im Vergleich
zu Personen mit einem BMI von 25 - 30 (p-Werte: 0,030 und 0,012; Abbildung
25C und F). Zwischen den anderen Gruppen lie3en sich in Bezug auf die Anti-
Spike IgA Antikorper keine Unterschiede feststellen (p-Werte: 0,422, 0,109,
0,196 und 0,102; Abbildung 25C und F).

Einen &hnlichen Trend wie bei den Anti-Spike IgA Antikorpern, mit Nachweis von
niedrigeren Antikorperspiegeln bei adipdsen Personen, zeigte der BMI-
Gruppenvergleich der Anti-Spike 1gG Antikorper, jedoch ohne signifikante Werte
zu erreichen (p-Werte: 0,471, 0,201, 0,056, 0,301, 0,319 und 0,148; Abbildung
25B und E).
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Abbildung 25: Body Mass Index und Antikérperantworten.

Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel (A und D), Anti-Spike 1gG Antikorperspiegel (B und E) und
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel (C und F) wurden bei rekonvaleszenten Personen (n = 51) zum
Zeitpunkt Zr (friher Zeitpunkt 35 bis 56 Tage nach positiver PCR, A, B und C) und Zs (spéater
Zeitpunkt 141 bis 183 Tage nach positiver PCR, D, E und F) bestimmt. Die Spender wurden
anhand ihres BMIs in 3 Gruppen aufgeteilt. Die Werte der Anti-Spike 1gG Antikérper und Anti-
Spike IgA Antikdrper sind als Verhéltnis Gber dem Schwellenwert angegeben. Die Werte der Anti-
Nukleokapsid Antikdrper sind als Indexwert angegeben. Die Daten werden als Boxplots mit 25.
und 75. Perzentile und Min/Max-Whisker dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Kruskal-Wallis-
Test berechnet. BMI, Body Mass Index; p, p-Wert.

Zusammenfassend zeigten sich bei den allgemeinen Charakteristika der
Spender bezlglich des Geschlechts keine Unterschiede in der SARS-CoV-2

spezifischen humoralen Immunantwort.

In  den Alterskohorten zeigten sich niedrigere  Anti-Nukleokapsid
Antikorperspiegel bei unter Drei3igjahrigen im Vergleich zu Uber Flnfzigjahrigen.

AulBerdem wiesen die unter Drei3igjahrigen hohere Anti-Spike IgA
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Antikdrperspiegel als die Dreif3ig- bis Funfzigjahrigen auf. Der Vergleich der

weiteren Antikorperspiegel ergab keine signifikanten Unterschiede.

Bei der Analyse von Spendern mit unterschiedlichem BMI wurden niedrigere
Antikodrperspiegel bei adipdsen Personen im Vergleich mit beiden anderen
Gewichtsgruppen im Hinblick auf drei untersuchten SARS-CoV-2 spezifischen
Antikorperspiegel festgestellt. Zwischen normalgewichtigen und préaadipdsen
Rekonvaleszenten zeigten sich keine Unterschiede in der humoralen SARS-

CoV-2 Immunantwort.
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4. Diskussion

4.1. Auftreten von postinfektiosen Symptomen nach SARS-CoV-2
Infektion und post-COVID-Syndrom

Das post-COVID-Syndrom betrifft in vielen Féllen auch Personen mit
asymptomatischen bis moderaten Verlaufen von COVID-19 und zeigt sich mit
einem heterogenen klinischen Bild, das von minimalen Beschwerden bis zu
schwerwiegenden Einschrankungen der Alltags- und Arbeitsfahigkeit
reicht’4.95105109.112 " |n dieser Arbeit zeigten etwa 40 % aller Personen flnf bis
sechs Monate nach PCR bestatigtem Beginn ihrer mild bis moderaten COVID-19
Erkrankung ein post-COVID-Syndrom. Von diesen initial nicht hospitalisierten
Rekonvaleszenten berichteten 76 % Uber mindestens ein postinfektioses
Symptom, was haufiger ist verglichen mit den Ergebnissen einer anderen Arbeit,
die Uber mindestens ein postinfektioses Symptom bei circa 40 % der Spender
Ihrer Kohorte sechs Monate nach Erkrankungsbeginn berichtete3°. Allerdings
wurden in einer Studie bei hospitalisierten Rekonvaleszenten dhnliche Raten (73
%) an postinfektiosen Symptomen festgestellt’*. Die Unterschiede in der
festgestellten Pravalenz des post-COVID-Syndroms und der detektierten
Symptome zwischen verschiedenen Studien sind vermutlich hauptsachlich durch
unterschiedliche = Bewertungszeitpunkte und -methoden, divergierende
Definitionen des post-COVID-Syndroms und die Ausgangsmerkmale der
Rekonvaleszenten zurlickzufiihren?4104.105111,130.131 " |nshesondere die initiale
Krankheitsschwere, Hospitalisierungsrate im Rahmen der akuten Erkrankung
und die Zeitpunkte der Erfassung der postinfektiosen Symptome und die Art der
Symptombeurteilung beeinflussen die Entdeckungsrate der Symptome 74108131,
Im Allgemeinen nimmt die Zahl der nach COVID-19 berichteten Symptome mit
der Zeit ab. Dies ist jedoch kein linearer Prozess, da auch bereits abgeklungene

Symptome erneut auftreten konnen®°.110.111

Ein relevanter zu beachtender Aspekt im Vergleich der Ergebnisse verschiedener
Studien ist, dass weiterhin keine allgemeine Definition der ,notwendigen®

Symptome flr die Diagnose des post-COVID-Syndroms vorhanden ist?,

57



In der in dieser Arbeit untersuchten Kohorte gaben die meisten Personen
postinfektiosse Symptome funf bis sechs Monate nach PCR-bestatigter akuter
COVID-19 Erkrankung an. Deren Abfrage erfolgte mittels eines Fragebogens.
Deshalb muss bei der Beurteilung der Ergebnisse die nicht objektive
Selbsteinschatzung der Spender mittels Fragebogen bertcksichtigt
werden'32133 AuRerdem wurde diese Studie sehr frih in der COVID-19
Pandemie durchgefiihrt und somit mutmalllich von einem mangelnden
Bewusstsein fur die postinfektiosen Folgen von COVID-19 beeinflusst. Folglich
wurden in dieser Arbeit alle berichteten Symptome ausgewertet, unabhangig
davon, ob die Rekonvaleszenten diese selbst als postinfektios einschatzen oder
nicht. Als Personen mit post-COVID-Syndrom wurden Rekonvaleszente mit
einem postinfektiosen Symptomscore von grof3er drei oder Bestehen von mehr
als zwei einzelnen postinfektiosen Symptomen betrachtet. Die in dieser Studie
ermittelte Haufigkeit des post-COVID-Syndroms von ca. 40 % deckt sich mit den
Ergebnissen einer in KoIn durchgefihrten prospektiven und longitudinalen Arbeit,
die bei 35 % von nicht hospitalisierten COVID-19 Patienten sieben Monate nach
der akuten Infektion ein post-COVID-Syndrom feststellte!!?. Die am haufigsten
berichteten postinfektiosen Symptome in der hier untersuchten Kohorte waren
Mudigkeit, Anosmie und Ageusie, Kopfschmerzen und verminderte
Leistungsfahigkeit. Dies ist im Einklang mit den am haufigsten festgestellten
postinfektiocsen Symptomen einer grof3en Erhebung fur die Gesamtbevélkerung

im Bereich Tubingen?.

4.2. Analyse der Korrelation von klinischen Parametern, humoraler
Immunantwort, postinfektiosen Symptomen nach SARS-CoV-2
Infektion und post-COVID-Syndrom

Die Pathophysiologie des post-COVID-Syndroms ist trotz rasch zunehmendem
Wissenszuwachses immer noch nicht vollstdndig verstanden und die
Identifizierung von Risikofaktoren und Suche nach pradiktiven Markern fur das
Auftreten von postinfektiosen Beschwerden im weiteren Verlauf der Infektion ist
weiterhin nicht abgeschlossen??114-122 Mittlerweile sind manche Risikofaktoren
fur das post-COVID-Syndrom bekannt, wie z. B. Alter, BMI, Geschlecht und
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Schwere der Symptome wahrend der akuten COVID-19 Erkrankung!?3-126,
Passend hierzu fand sich in dieser Arbeit, dass jingere Personen sowohl weniger
einzelne postinfektiosse Symptome beklagten als auch insgesamt eine geringere
Symptomlast basierend auf dem Symptomscore aufwiesen. Ebenso deckt sich
mit der Literatur, dass in dieser Kohorte Patienten mit Praadipositas einen
hoéheren Symptomscore, mit dem gleichen Trend fur die Anzahl der Beschwerden
ohne statistische Signifikanz, im Vergleich zu normalgewichtigen Personen
zeigten'?31%6_ |m Vergleich zu anderen Studien, ergab sich kein Unterschied

bezliglich des Geschlechtes unter den hier untersuchten Spendernt23-126,

In dieser Arbeit zeigten sich fur Personen mit post-COVID-Syndrom erh6hte Anti-
SARS-CoV-2-spezifische Antikdrperspiegel (finf bis sechs Wochen und funf bis
sechs Monate nach positiver PCR). Dartber hinaus liel3en sich bei Spendern mit
allgemeinen  Symptomen, veranderten  Sinneswahrnehmungen  oder
neuropsychiatrischen Symptomen finf bis sechs Monate nach der akuten
Erkrankung hohere anti-SARS-CoV-2-spezifische Antikorperspiegel
nachweisen. Interessanterweise fanden sich jedoch im Hinblick auf die humorale
Antwort gegen das Spike-Protein nur Unterschiede in den IgG
Antikorperspiegeln, wohingegen samtliche Analysen keine Unterschiede fur die
Anti-Spike IgA Antikorperspiegel ergaben. Die Rolle der SARS-CoV-2-
spezifischen humoralen Immunantwort fir die Pathophysiologie des post-
COVID-Syndroms bzw. ihre Assoziation mit dem Auftreten postinfektioser
Symptome nach COVID-19 istimmer noch nicht geklart und teilweise erscheinen
die Ergebnisse verschiedener Studien sogar widerspriichlich, was mutmalflich
auf die deutlich unterschiedlichen methodischen Ansatze der Arbeiten

zurtickzufuhren sein konnte112.130,131,134-138

In dieser Arbeit zeigten sich positive Anti-Nukleokapsid Antikdrper an beiden
Zeitpunkten fiir 88 % der untersuchten Personen. Im Unterschied hierzu sank die
Serokonversionsrate von Anti-Spike Antikérper sowohl bei IgG von 84 % auf 75
% als auch bei IgA von 80 % auf 71 % im zeitlichen Verlauf nach durchgemachter
SARS-CoV-2 Infektion. Mehrere Studien haben gezeigt, dass die SARS-CoV-2-
spezifischen Antikorperspiegel mit der Zeit abnehmen®134 Die Kinetik der

SARS-CoV-2-spezifischen Antikérper hangt jedoch stark vom verwendeten
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Testformat ab'3%143, Der kompetitive Elecsys® anti-SARS-CoV-2 anti-N
Immunoassay (Roche Diagnostics), der hier zum Nachweis von Anti-
Nukleokapsidantikbrpern verwendet wurde, zeigte, passend zu den Ergebnissen
dieser Arbeit, in mehreren anderen Studien eine langere Seropositivitdt und
sogar ein mit der Zeit zunehmendes Signal. Im Unterschied hierzu wurden bei
nicht-kompetitiven IgG-Immunoassays, die auf das Nukleokapsid-Antigen
abzielen, mit der Zeit abnehmende Antikorpertiter beobachtet. Dies ist
hochstwahrscheinlich auf den Einfluss der Antikorperaviditat und der relativen
Haufigkeit der verschiedenen Immunglobulinklassen im kompetitiven Assay

zurtickzufuihren139-143,

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass erhohte Anti-
Nukleokapsid Antikdrperspiegel funf bis sechs Monate nach akuter COVID-19
Erkrankung mit dem Auftreten von post-COVID-Syndrom assoziiert sind, mit
statistischer Signifikanz fur die Anzahl und tendenziell fir den Schweregrad,
ermittelt durch den Symptomscore der berichteten postinfektiosen Symptome. In
Einklang hiermit wurden in einer anderen Studie bei Patienten mit post-COVID-
Syndrom sechs Monate nach akuter Infektion erhdhte SARS-CoV-2-spezifische
Antikorperspiegel (Anti-Spike 19G und Anti-Nukleokapsid) festgestellt'3°. In der
hier untersuchten Kohorte fanden sich zuséatzlich bei Personen mit post-COVID-
Syndrom signifikant erhéhte Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegel bereits zu
einem friheren Zeitpunkt, namlich finf bis sechs Wochen nach positiver PCR.
Diese Beobachtung kdnnte zukinftig einen Beitrag dazu liefern, Personen mit
akuten oder subakutem COVID-19 zu identifizieren bei denen ein erh6htes Risiko
fur ein post-COVID-Syndrom vorliegt, insbesondere da die Bildung von Anti-
Nukleokapsid Antikdrper durch die bisher zugelassenen Impfstoffe nicht induziert
wird. Die Tatsache, dass Uber ein schnelleres Abklingen der Symptome bei
COVID-19 bei hdheren Anti-Nukleokapsid Antikdrperspiegeln in der ersten
Woche nach der Diagnose berichtet wurde zeigte zusatzlich die Bedeutung von
Anti-Nukleokapsid Antikorpern in der Immunantwort gegen SARS-CoV-2%31, Die
Beobachtung, dass die Anti-Spike IgG Antikorper bei allen Rekonvaleszenten in
dieser Arbeit im Laufe der Zeit abnahmen und dass Spender mit post-COVID-
Syndrom zu Beginn und am Ende der akuten Infektion deutlich erhdhte Anti-
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Spike 1gG Antikorperspiegel aufweisen passt zu anderen Berichten, die zeigen,
dass die Anti-Spike Antikorperspiegel im Laufe der Zeit abnehmen und
Rekonvaleszenten mit mehr und schwereren postinfektiosen Symptomen nach
der Infektion hohere Anti-Spike Antikérperspiegel aufweisen®9:127.134.144-147,
Gleichermallen wurden kirzlich hohere Anti-Rezeptor-Bindungsdoménen
Antikdrperspiegel, die gegen die S1-Untereinheit des Spike-Proteins gerichtet
sind, bei Rekonvaleszenten mit postinfektiosen kardio-pulmonalen Symptomen
sieben Monate nach COVID-19 festgestellt6.

Diese Arbeit untersuchte des Weiteren mogliche Zusammenhange von einzelnen
postinfektiocsen Symptomen und Symptomgruppen mit der SARS-CoV-2-
spezifischen humoralen Immunantwort. In der hier durchgefuhrten Studie
imponierten bei Personen mit postinfektiosen neuropsychiatrischen Symptomen,
funf bis sechs Wochen nach SARS-CoV-2 positiver PCR signifikant héhere Anti-
Nukleokapsid Antikbrperspiegel, was interessant ist da viele Menschen mit post-
COVID-Syndrom unter neuropsychiatrischen Beschwerden leiden!148, Auch fir
die neuropsychiatrischen Einzelsymptome Kopfschmerzen und Reizbarkeit
zeigten sich  signifikant hohere  Anti-Nukleokapsid und Anti-Spike
Antikorperspiegel. Dies ist von hoher Relevanz da neuropsychiatrische
Beschwerden sehr haufig im Rahmen des post-COVID-Syndrom beobachtet

werden111.148

In Hinblick auf, die oft nach COVID-19 berichteten postinfektiocsen Symptome,
Anosmie und Ageusie wurde in einer Studie Uber niedrigere Anti-Spike IgA
Antikdrperspiegel bei Rekonvaleszenten bis zu drei Monate nach der akuten
Infektion berichtet, was die Bedeutung von IgA Antikérpern auf
Schleimhautgewebe unterstreicht'28, In dieser Arbeit fanden sich im Unterschied
hierzu zwar keine Differenzen in Bezug auf die Anti-Spike IgA Antikorperspiegel,
aber es fanden sich bei Spendern mit veranderter Sinneswahrnehmung
signifikant hohere Anti-Nukleokapsid Antikorperspiegel, die sowohl IgG als auch

IgA beinhalten.

Aufgrund der Vielzahl an Berichten Uber postinfektiose Mdudigkeit und
Abgeschlagenheit bei SARS-CoV-2-Rekonvaleszenten wird COVID-19
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zunehmend als eine auslésende Viruserkrankung, wie z. B. auch das Epstein-
Barr-Virus, das humane Herpesvirus-6 oder das humane Parvovirus B19, fir die
Myalgische Enzephalomyelitis/ das chronisches Erschépfungssyndrom (ME/
CFS) diskutiert'4®150, Bei den Personen dieser Kohorte, die tiber Mudigkeit und/
oder eine verminderte Leistungsfahigkeit finf bis sechs Monate nach COVID 19
berichteten, fanden sich bereits finf bis sechs Wochen nach der akuten SARS-
CoV-2 Infektion hthere Anti-Spike Antikorperspiegel. Dies erscheint relevant, da
eine dysregulierte Immunantwort nach viralen Infektionen und Autoimmunitat,
einschlief3lich der Entwicklung von Autoantikérpern, als ein Hauptmerkmale der

Pathophysiologie von ME/ CFS erwogen werden149.151.152,

4.3. Schlussfolgerung aus der Arbeit

Diese Arbeit liefert weitere Erkenntnisse zum Zusammenhang zwischen
klinischen Parametern, SARS-CoV-2-spezifischer humoraler Immunantwort und
dem Auftreten von postinfektiosen Symptomen nach COVID-19 bzw. dem post-
COVID-Syndrom. Die in dieser Studie festgestellten klinischen Risikofaktoren fir
das post-COVID-Syndrom bestétigen bereits in der Literatur bekannte
Risikofaktoren. Durch die Korrelation von SARS-CoV-2-spezifischen humoralen
Immunantwort mit einzelnen und kategorisierten postinfektibsen Symptomen
sowie der Gesamtanzahl an postinfektiosen Beschwerden und der Symptomlast
geben die hier durchgefuhrten Untersuchungen zusatzliche Informationen tber
den Zusammenhang von post-COVID-Syndrom und humoraler Immunantwort.
Es wurden erhohte SARS-CoV-2-spezifische Antikdrperspiegel bereits frih (funf
bis sechs Wochen) nach der akuten COVID-19 Erkrankung bei
Rekonvaleszenten mit, im spéteren zeitlichen Verlauf nach SARS-COV-2
Infektion auftretenden, schwereren postinfektiosen Symptomen (funf bis sechs
Monate), insbesondere bei Personen mit neuropsychiatrischen Symptomen,
beobachtet. Basierend hierauf konnte die Analyse der humoralen Immunantwort
kurz nach ,akutem® COVID-19 bzw. im subakuten Verlaufsstadium einer SARS-
CoV-2 Infektion, insbesondere der Anti-Nukleokapsid Antikérperspiegel, dazu
beitragen Personen mit einem erh6hten Risiko fir ein post-COVID-Syndrom im

spateren postinfektiosen Verlauf zu identifizieren.
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Sowohl die weiterhin nicht abschlieend geklarte Rolle der humoralen
Immunantwort in der Pathophysiologie postinfektioser Folgeerkrankungen nach
COVID-19 als auch der Stellenwert der SARS-CoV-2 spezifischen Immunantwort
als Biomarker bzw. messbarer Risikofaktor fur das post-COVID-Syndrom
verlangt nach weiteren Studien, um diese immunologisch, arztlich und

versorgungswissenschaftlich relevanten Fragen zu klaren.
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S. Zusammenfassung

Das post-COVID-Syndrom betrifft in vielen Féllen auch Personen mit
asymptomatischen bis moderaten Verlaufen von COVID-19 und zeigt sich mit
einem heterogenen klinischen Bild, das von minimalen Beschwerden bis hin zu

schwerwiegenden Einschrankungen der Alltags- und Arbeitsfahigkeit reicht.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob es eine Korrelation zwischen allgemeinen
Charakteristika der infizierten Personen, postinfektiossen COVID-19 Symptomen
und SARS-CoV-2-spezifischer humoraler Immunantwort bei Rekonvaleszenten
mit mildem bis moderaten Krankheitsverlauf gibt. Dafir wurden die
Antikdrperspiegel zu einem frihen Zeitpunkt (35 bis 56 Tage nach positiver PCR)
und einem spaten Zeitpunkt (141 bis 183 Tage nach positiver PCR) bestimmt.

Hierbei zeigten Personen mit post-COVID-Syndrom erhdhte Antikdrperwerte im
Hinblick auf Anti-Nukleokapsid und Anti-Spike IgG Antikérperspiegel im Vergleich
zu asymptomatischen Personen und Rekonvaleszenten mit wenigen
Beschwerden bzw. niedrigem Symptomscore. Ebenso wiesen rekonvaleszente
Spender mit neuropsychiatrischen Symptomen, wie Unruhe, Herzklopfen,
Reizbarkeit und Kopfschmerzen, sowie mit allgemeinen Symptomen, wie
Mudigkeit und verringerter Leistungsfahigkeit, hdhere SARS-CoV-2-spezifische
Antikorperspiegel auf als diesbeziiglich beschwerdefreie Personen. Im Hinblick
auf postinfektiose Einzelsymptome fanden sich in der Analyse von SARS-CoV-
2-spezifischer humoraler Immunantwort erhéhte Anti-Nukleokapsid Antikorper far
Kopfschmerzen und Reizbarkeit. Aul3erdem konnte beim Einzelsymptom
Reizbarkeit ein hoherer Anti-Spike IgG Antikorperspiegel festgestellt werden. Fir
Anti-Spike IgA Antikdrperspiegel konnten keine Unterschiede in samtlichen

Analysen zwischen den Gruppen festgestellt werden.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass jingere Spender weniger Symptome
aufwiesen und eine geringere Symptomlast hatten als altere Spender. Passend
hierzu wurden bei unter Dreil3igjdhrigen niedrigere SARS-CoV-2-spezifische
Antikorperspiegel nachgewiesen im Vergleich zu den beiden &lteren Kohorten.
Die Untersuchung beziglich des BMIs und der SARS-CoV-2-spezifischen
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Immunantwort zeigte niedrigere Antikdrperspiegel bei adipésen Spendern im
Vergleich zu Rekonvaleszenten mit Normalgewicht und Praadipositas. Bezlglich
der Symptomlast wurde lediglich bei praadipésen Personen ein hdherer
Symptomscore als bei  normalgewichtigen  Spendern  festgestellt.
Geschlechtsspezifische Unterschiede beziglich der Symptomanzahl und des

Symptomscores konnten nicht nachgewiesen werden.

Insgesamt liefert die Arbeit weitere Erkenntnisse zum Zusammenhang zwischen
klinischen Parametern, SARS-CoV-2-spezifischer humoraler Immunantwort und
dem Auftreten von postinfektiésen Symptomen nach COVID-19 bzw. dem post-
COVID-Syndrom, die in Zukunft dazu beitragen kdnnen Personen mit einem
erhohten Risiko fur ein post-COVID-Syndrom im spateren postinfektiosen Verlauf

einer akuten oder subakuten SARS-CoV-2 Infektion zu identifizieren.
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