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1. Abstract 
Abstract in deutscher Sprache 

Einleitung: 
Die SARS-CoV-2 Pandemie ist bisher eines der herausforderndsten Ereignisse des 21. 

Jahrhunderts und stellt Wirtschaft, Politik und vor allem das Gesundheitswesen vor enorme 

Herausforderungen. Eine verlässliche und möglichst frühzeitige Risikoeinschätzung für einen 

schweren klinischen Verlauf könnten entscheidend sein für die wirksame Verteilung von 

personellen und materiellen Ressourcen zur Bewältigung der Pandemie. Zahlreiche Risikofaktoren 

z.B. Alter, BMI, Vorerkrankungen wie kardiovaskuläre  Erkrankungen, Diabetes Mellitus und 

Asthma bronchiale (1) sind bereits bekannt.  Dennoch gibt es unterschiedliche klinische Verläufe 

bei Patient*innen mit ähnlichen bekannten klinischen Risikofaktoren.  

 
Hypothesen:   
Neben den klinischen und erworbenen Risikofaktoren gibt es genetische Risikofaktoren, die das 

Risiko für einen schweren klinischen Verlauf, d.h. eine intensivmedizinische Versorgung mit 

invasiver künstlicher Beatmung, erhöhen.  

 

Methoden:  
Es wurden 288 Patient*innen aus 4 Krankenhäusern in Spanien, Deutschland und der Schweiz 

rekrutiert. Zusätzlich konnten Datensätze der University of California, San Francisco und der Gene 

Expression Omnibus Datenbank mit insgesamt 147 Patient*innen eingeschlossen werden. 

Schlussendlich wurden bei 435 Patientenproben eine HLA-Typisierung (A, B und C Loci), sowie 

eine Exomsequenzierung nach dem „targeted gene approach“ Prinzip durchgeführt. Die Daten 

wurden auf Assoziationen mit den Ereignissen Intubation und Notwendigkeit einer 

intensivmedizinischen Therapie untersucht. Eine Affinitätsanalyse der HLA-Allele, eine 

Hauptkomponentenanalyse, sowie Analyse nach ethnischen Subgruppen wurde ebenfalls 

durchgeführt. Anschließend wurden die Ergebnisse dieser Arbeit mit verfügbaren genomweiten 

Assoziationsstudien verglichen und auf eine haplotypische Vererbung hin untersucht.  

 
 
Ergebnisse: 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das HLA-Allel-C*04:01 einen Risikofaktor für die 

Notwendigkeit einer invasiven Ventilation darstellt und somit einen schweren klinischen Verlauf 

begünstigt. Eine äußerst niedrige Affinität von HLA-C*04:01 zu Proteinen von SARS-CoV-2 

unterstützt das Ergebnis, da eine niedrige Bindungsaffinität mit einer schlechteren Immunantwort 

einhergeht.   
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Somit trägt diese Arbeit dazu bei, potenzielle Risikofaktoren bei Patient*innen mit COVID-19 zu 

identifizieren und könnte zukünftig helfen, Ressourcen entsprechend zu planen. Zudem fügt sie 

einen weiteren Baustein zum Verständnis der Pathogenese von COVID-19 Infektionen hinzu.  
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Abstract in englischer Sprache 
Introduction: 

The SARS-CoV-2 pandemic has been one of the most challenging events of the 21st century and 

poses enormous challenges to the economy, politics and, above all, the healthcare sector. Health 

care systems had not been designed to supply a large part of the country's population 

simultaneously. A reliable, efficient risk assessment for a severe clinical course could be decisive 

for the most effective distribution of resources to cope with the pandemic. Numerous risk factors 

e.g. age, BMI, previous illnesses such as coronary heart disease, diabetes mellitus and bronchial 

asthma1 have already been described in the literature.  However, even patients with similar clinical 

risk factors, may have a strikingly different clinical course. 

 

Hypotheses: 

In addition to the clinical and acquired risk factors, there are genetic risk factors for a severe clinical 

course, defined as necessity of admission to the intensive care unit and/or invasive ventilation. 

 

Methods: 

In total 288 patients from 4 hospitals in 3 countries (Spain, Germany and Switzerland) were 

recruited. In addition, records from the University of California, San Francisco and the Gene 

Expression Omnibus database with a total of 147 patients were included. Finally, HLA typing (A, 

B and C loci) and exome sequencing according to the “targeted gene approach” principle were 

performed on 435 samples. The data were examined for associations with the events intubation 

and the need for intensive care therapy. An affinity analysis of the HLA alleles, principal 

component analysis and analysis according to ethnic subgroups was also performed. The results 

of this work were then compared with available genome-wide association studies and examined 

for haplotypic inheritance. 

 

Results: 

The HLA allele C*04:01 represents a risk factor for the necessity of invasive ventilation and a 

severe clinical course. An extremely low affinity for SARS-CoV-2 proteins supports the result, 

since a low binding affinity is associated with a poorer immune response.  

Therefore, this work helps to estimate the risk of patients with COVID-19 together with other 

clinical risk factors, so that resources can be distributed accordingly in the event of illness. It also 

adds another building block to the understanding of COVID-19 pathogenesis.  
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2. Einleitung 

2.1 Aktualität  
SARS-CoV-2 ist ein aus der Familie der Coronaviren stammendes Virus welches erstmals im 

Dezember 2019 in Hubei in Wuhan, China als humanpathogen beschrieben wurde. Es löst die 

Erkrankung COVID-19 aus (2). Der Fischmarkt in Hubei gilt dabei als Ausgangspunkt für die 

Infektion, da dort neben Meeresbewohnern auch zahlreiche andere Tiere wie Vögel und 

Fledermäuse zum Verzehr angeboten wurden, was einen günstigen Ausgangspunkt für einen 

Artensprung darstellt.  

 

Bereits im Dezember 2019 machte der Arzt Li Wenliang auf eine erhöhte Anzahl von 

Patient*innen mit einer Pneumonie unklarer Ursache aufmerksam. Zum damaligen Zeitpunkt sah 

selbst die WHO kein besonderes Gefahrenpotenzial und empfahl keine speziellen Maßnahmen (2). 

Innerhalb von wenigen Wochen breitete sich das Virus rasant aus, vor allen niedrig-

symptomatische Fälle und asymptomatische Verläufe, welche nicht als solche identifiziert wurden, 

trugen maßgeblich zur Verbreitung des Virus bei (3).   

 

Seit der Entdeckung im Dezember 2019 bis zum heutigen Tag (26.06.2022) wurden 539.893.858 

bestätigte Infektionen und 6.324.112 Todesfälle an die WHO gemeldet. Innerhalb von weniger als 

einem Jahr wurden in beinahe jedem Land SARS-CoV-2 Fälle berichtet. Die Fallzahlen, wie auch 

die Mortalität sind stark abhängig von der betroffenen Region (4). Sowohl die verschiedenen 

Gesundheitssysteme, sozialökonomische Faktoren, wie auch eine unterschiedliche politische 

Herangehensweise schaffen dabei bedeutende Unterschiede.  

 

Am 11.März 2020 erfolgte durch Dr. Tedros Adhanom Ghebreyesu, den Generaldirektor der 

WHO, die offizielle Erklärung als Pandemie. Zu diesem Zeitpunkt war ein Stopp der Ausbreitung 

des Virus nicht mehr möglich.  

 

Monate später wurde weiterhin intensiv an SARS-CoV-2 geforscht, während die Infektionszahlen 

weiterhin stiegen. Vor allem die Zuordnung von personellen und technischen Ressourcen war und 

ist weiterhin ein Problem, da zurzeit der Verlauf und somit die Notwendigkeit von jenen 

Ressourcen nicht klar vorhergesagt werden können. Zwar sind zahlreiche Risikofaktoren (5), wie 

z.B. männliches Geschlecht, Alter über 65 Lebensjahren, Tabakkonsum oder Vorerkrankungen 

wie arterieller Hypertonus, Diabetes oder Koronare-Herzkrankheit als Risikofaktoren bekannt, 

jedoch ist eine sichere Stratifizierung weiterhin nicht möglich. Trotz ähnlicher Komorbiditäten 
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sind klinisch unterschiedliche Verläufe zu beobachten, weshalb es scheint, dass bisher nicht 

beschriebene Einflussfaktoren existieren.  

 

Der Einfluss von genetischen Faktoren wie Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) auf die 

Schwere, die Komplikationszahl und die Dauer  der Erkrankung ist bei vielen viralen Infektionen 

wie HIV, Hepatitis B und C Viren, Dengue Fieber bekannt (6).  Diese gelten auch bei SARS-CoV-

2 als möglicher Einflussfaktor.  

 

Ziel dieser Arbeit war es genetische Risikofaktoren zu finden, welche eine Erklärung und 

Einordnung des Verlaufs von SARS-CoV-2 ermöglichen.  

 

2.2 Aufbau, Nachweis und Übertragung  
SARS-CoV-2 ist ein 80-140 nm großes (7) behülltes einzelsträngiges positive-sense RNA Virus 

mit einer Länge von 26 bis 32 Kilobasen (8, 9). Es wird als Beta-Coronavirus zur Familie der 

Coronaviren gezählt und zur Ordnung der Nidovirales.  Ihren Namen erhalten die Viren durch Ihre 

zirkuläre Membranproteinstruktur, welche kronenartig (lateinisch: „corona“) angeordnet ist (10).  

 

Von besonderer Bedeutung sind neben der Codierung für die RNA Replikation, die 

Strukturproteine S und N. Dabei stellt das N-Protein zusammen das Nukleotidkapsid dar, in welche 

die übrigen Proteine eingelagert sind. Das S-Protein ist dabei von entscheidender Bedeutung, da 

es die Fusion zwischen Wirtszellrezeptor und der Virushülle induziert (11) und somit über die 

Wirtsspezifität entscheidet.   

Als Wirtszellrezeptor dient hauptsächlich das Angiotensin-Converting-Enzym 2 (ACE2), der 

Vorgang der Infektion wird unterstützt durch die Transmembrane Protease Serine Subtype 2 

(TMPRSS2) (5). Diese Kombination kommt dabei in zahlreichen Organen und Geweben wie Herz, 

Lunge, Leber, Niere, und Gehirn vor, weshalb eine direkte Infektion dieser Gewebe durch das 

Virus möglich ist. Aus diesem Zusammenhang werden auch die Symptome von SARS-CoV-2 

Erkrankungen größtenteils vermutet. Wie Dong et. al(12) in Ihren Untersuchungen festgestellt 

haben, scheinen bereits vorgeschädigte Gewebe z.B. bei koronarer Herzkrankheit (KHK) und 

Neoplasien eine höhere ACE2 und TMPRSS2 Expression zu zeigen, wodurch diese 

Komorbiditäten auf einen stärkeren Befall und somit eine stärkere Schädigung durch das Virus 

prädisponieren.  

Insgesamt scheint jedoch eine verminderte Expression von ACE2 aufgrund der hohen Affinität 

zwischen Virus und Wirtszellrezeptor nicht vor einer Infektion zu schützen (13). 
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Der ACE2 Rezeptor ist möglicherweise nicht der einzige Eintrittsweg nach intrazellulär, wie 

Untersuchungen von Walls et al. (14) andeuten. In der Untersuchung wird angenommen, dass 

Rezeptoren wie CD147 (BGS) und FURIN ebenfalls als Wirtszellrezeptor dienen. Die genaue 

Infektionsroute und Pathogenese von SARS-CoV-2 ist aktuell Gegenstand der Forschung.  

 

Zurzeit gibt es über 200 verschiedene Testverfahren um SARS-CoV-2 nachzuweisen. Die meisten 

dieser Testverfahren sind jedoch nur mit dem Research Use Only (ROU) Zertifikat versehen, 

weshalb eine klinische Anwendung nicht möglich ist. Den aktuellen Goldstandard stellt die 

Echtzeit reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (Real-Time RT-qPCR) dar. Die 

verschiedenen Testprotokolle weißen dabei den Replikationskomplex ORF1ab und die großen 

Virusproteine S, N oder E in verschiedenen Kombinationen nach(15).  Ein negatives RT-qPCR 

Ergebnis schließt allerdings eine Infektion nicht sicher aus.  Mögliche Fehlerquellen für ein falsch 

negatives Ergebnis sind die inkorrekte Abnahme des Nasen-Rachen-Abstriches, sowie technische 

Limitationen bei der manuellen Verarbeitung im Labor, wie der Test von Abdollahi et. al (16)  

zeigte. Hierbei wurde bei 50 SARS-CoV-2 Infizierten ein Nasen- und ein Rachenabstrich 

vorgenommen, jeweils durch den/die Patient*in und eine Fachkraft (Laborassistent*in). Es zeigte 

sich, dass die Fachkraft deutlich höhere positive Testraten erzielte als der Patient im „Selbsttest“. 

Eine Übereinstimmung im Testergebnis zwischen Fachkraft und Selbsttest wurde in nur 76% der 

Fälle festgestellt. Es besteht ein signifikanter Unterschied für das Ergebnis abhängig von der 

Abstrichlokalisation (nasopharyngealer oder oropharyngealer Abstrich) und der Erfahrung der 

probenabnehmenden Person (Patient*in oder geschulte Fachkraft). Bei nasopharyngealen 

Abstrichen wurde der signifikante Unterschied mit p<0,001 und bei oropharyngealen Abstrichen 

mit p=0,001 angegeben bei dem Vergleich von Fachkraft versus Patient*in. 

Neben der RT-qPCR existieren noch serologische Tests für SARS-CoV-2-IgM und IgG 

Antikörper. Hierbei ist vor allem die zeitliche Latenz bis zur jeweiligen Antikörperbildung eine 

Limitation, da in dieser Phase, die bereits infektiös sein kann, falsch negative Ergebnisse 

vorkommen können. Trotzdem werden diese Tests bereits als Screening-Schnelltest angewandt 

und erzielen je nach Anbieter und gescreentem Antikörper eine Sensitivität über 60%, bei einer 

Testdauer von Minuten bis Stunden(15). Als Nachfolger der Antikörpertests kamen die Antigentests 

auf den Markt welche eine deutlich höhere Sensitivität und Spezifität besaßen und vor allem 

innerhalb von Minuten Ergebnisse liefern. Eine PCR Qualität konnte damit nicht erreicht werden, 

jedoch eine einfachere Umsetzung der schnellen Testung(17, 18).   
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Eine problematische Eigenschaft des SARS-CoV-2 Virus ist die Infektiosität während einer 

asymptomatischen Inkubationsphase. Diese beträgt im Durchschnitt 6 Tage, habe aber eine 

mögliche Spannweite von 0 bis 24 Tagen(19). Die Infektiosität steigt dabei vor allem in späteren 

Inkubationsphasen (20). Die Patient*innen sind jedoch noch vor Auftritt der ersten Symptome 

infektiös. Abhängig von der Studienlage finden 48-66% der Infektionen in der asymptomatischen 

Phase statt.  Der asymptomatische infektiöse Zeitraum beträgt dabei ca. 5,8-11 Tage vor 

Symptombeginn. Die höchste Ansteckungsgefahr besteht dabei 2 Tage vor bis zu einem Tag nach 

Symptombeginn, wie eine retrospektive Analyse von He et al. zeigte (21).  Trotz dieser eindeutigen 

Zahlen bleibt die Nachvollziehbarkeit der Infektionswege schwierig, da die Symptomatik (siehe 

Abschnitt 2.4) häufig unspezifisch und von der subjektiven Wahrnehmung abhängig ist, sodass 

häufig von den Patient*innen kein konkreter Zeitpunkt des Symptombeginns genannt werden 

kann.  Der Symptombeginn kann zudem unterschiedlich definiert werden. Retrospektiv kann 

bereits leichtes Unwohlsein oder aber mehr zuordenbare Symptome wie z.B. Husten, Fieber, 

Belastungsdyspnoe als Symptombeginn festgelegt werden. 

 

Für die Einschätzung des Pandemieverlaufs ist ein weiterer komplizierender Faktor das Phänomen 

der „Super-Spreader“. Als solche werden Patient*innen beschrieben, welche eine deutlich höhere 

Zahl an Menschen infizieren, als durch den Reproduktions-Wert (R-Wert), angenommen wird. Die 

hohe Infektionsgefahr welche von diesen Menschen ausgeht, scheint dabei sowohl 

pathophysiologische als auch soziale Ursachen zu haben (22).  

 

Die Infektionswege sind dabei zahlreich.  In ihrer Übersichtsarbeit beschreiben Rahman et. al (23), 

dass als Eintrittspforte in den Körper meist das Epithel des Respirationstraktes dient. Die 

Übertragung als Tröpfcheninfektion (Tröpfchen größer als 5 µm) gilt dabei als gesichert. Vor allem 

die Entfernung zum Erkrankten sei dabei entscheidend für die Infektionsgefahr. In einer 

retrospektiven Untersuchung mit 7 782 Patient*innen zeigten Chu et. al (24), dass das 

Infektionsrisiko bei Abständen unter 1m bei 12,8% und bei über einem Meter bei 2,6% liegt.  

 

Ebenfalls ist die Kontaktinfektion durch Kontakt von infizierten Oberflächen und anschließenden 

Kontakt mit Schleimhäuten (welche ACE2 Rezeptoren besitzen) bereits bestätigt. Das Virus könne 

hierbei auf Edelstahloberflächen und Plastikoberflächen bis zu 72h und auf Papieroberflächen 

(Karton) 24h stabil bleiben und somit potenziell infektiös sein (25). 
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Obwohl SARS-CoV-2 kein rein über die Luft übertragenes Virus ist, wird der wichtigste 

Übertragungsweg durch Aerosole vermutet. Vor allem im nosokomialen Bereich könnten 

Aerosole, welche beispielsweise bei der Intubation entstehen, potenziell infektiös sein.  Smither et 

al. (26) zeigten in Ihren Versuchen, dass sogar noch nach 90 Minuten nach einer Aerosolfreisetzung 

in einer Testkammer infektiöse Virusdosen messbar waren, unabhängig ob die Aerosole in offenen 

(simuliertes Lüften) oder geschlossenen Versuchsanordnungen erzeugt wurden.  Die Halbwertszeit 

variierte dabei abhängig von den Versuchsbedingungen wie Temperatur und Luftfeuchtigkeit, von 

30 bis 177 Minuten. Die Untersuchungen von Smither et al. (26) implizieren, dass kurzes Lüften als 

Infektionsprophylaxe nicht ausreicht.  

 

Die Rolle einer Übertragung über den Gastrointestinaltrakt ist zurzeit nicht sicher belegt. Mehrere 

Untersuchungen haben gezeigt (23, 27), dass der Virusnachweis über Fäkalien, sowie den 

Analabstrich deutlich länger gelingt als über den Rachenabstrich. Während die Nachweisbarkeit 

des Virus meist innerhalb von 2 Wochen im Rachenabstrich nicht mehr gegeben sei, wäre eine 

Nachweisbarkeit im Analabstrich für 30 Tage möglich, so Yongjjan et. al (28). Hieraus ergebe sich 

möglicherweise eine Infektionsgefahr trotz „negativem Abstrich“ und somit vermeintlich 

gesunden Patient*innen.  

 

Aufgrund dieser längeren Persistenz wurde die Möglichkeit einer Reinfektion anfangs kritisch 

betrachtet, da hier, ähnlich wie beispielsweise bei Herpesviren eine Persistenz des Virus vermutet 

wurde. Mittlerweile sind auch Infektion bekannt mit unterschiedlichen SARS-CoV-2 Varianten, 

weshalb die Möglichkeit einer Reinfektion, als gesichert gilt(29, 30). Ebenfalls zeigte sich, dass die 

Reinfektion sich mindestens genauso stark manifestieren kann wie die Primärinfektion(29).   

 

Eine Übertragung während der Schwangerschaft von der an SARS-CoV-2 erkrankten Mutter auf 

das ungeborene Kind ist umstritten und nicht sicher belegt(31).  

2.3 Herkunft  
Die Familie der humanen Coronaviren ist schon seit 1964 bekannt (32).  Sie werden vor allem mit 

Erkältungen assoziiert(33).   

Insgesamt sind sechs humanpathogene Coronaviren für den Menschen relevant. Dabei wird 

unterschieden in endemische Viren HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-HKU1 und 

in epidemische Viren(34).  Die endemischen Viren sind Schätzungen zufolge für bis zu 20% der 

ambulant erworbenen respiratorischen Infekte verantwortlich, wenn auch asymptomatische 

Infektionen, bei bestehender Infektiosität beschrieben wurden(35).  
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Lediglich bei besonders vulnerablen Gruppen wie immunsupprimierten Patient*innen und 

Patient*innen mit pulmonaler Erkrankung können endemische Coronaviren schwerere Verläufe 

auslösen(36).  

Typische Symptome für die Erkrankungen sind Abgeschlagenheit, Kopfschmerzen, 

Halsschmerzen, Husten und subfebrile bis hin zu febrilen Temperaturen. Ihre Übertragung erfolgt 

über Tröpfcheninfektion, Kontaktinfektion und aerogene Infektion.  

Nicht primär humane Coronaviren, sogenannte Zoonosen, sind selten, rückten aber in der 

Vergangenheit immer wieder in den medizinischen Focus, wobei auch schwerere Verläufe 

beobachtet wurden (37). Sie gehören zu den Coronaviren welche epidemisch verlaufen.  

 

Erstmalig zeigte sich das Risiko der Coronaviren als Zoonosen im Jahr 2002. Hierbei kam es 

innerhalb vom November 2002 bis April 2003 zu einer Ausbreitung vom Severe Acute Respiratory 

Syndrome Coronavirus 1(SARS-CoV-1) aus China in 29 Länder, mit insgesamt 8 096 bestätigten 

Infektionen und 774 Toten (38). 

 

2012 kam es zu dem Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) Ausbruch mit 

dem Ursprung in Saudi Arabien (39).  Hier erfolgte eine Ausbreitung in 27 Länder mit 2 494 

bestätigten Infektionen und 858 Toten seit der Entdeckung im April 2012 (40).  

 

In beiden Fällen konnte der Ursprung aus dem Tierreich bestätigt werden. Hierbei dienten 

Fledermäuse als primärer Wirt. Der Speziessprung auf den Menschen fand nicht direkt statt, 

sondern in beiden Fällen über ein Säugetier - 2002 bei SARS-CoV-1 durch Zibetkatzen und 2012 

bei MERS-CoV über Kamele. 

 

Bei dem neuen SARS-CoV-2 Virus scheint sich Ähnliches ereignet zu haben. In Ergebnissen von 

Next Generation Sequencing (NGS) Experimenten zeigte sich eine 88% Übereinstimmung zu bat-

SL-CoVZC45 und bat-SL-CoVZXC21.  Beides sind Coronaviren welche Fledermäuse in der 

Region Wuhan, China befallen. Die Übereinstimmung zu bereits früher bekannten 

humanpathogenen Coronaviren wie SARS-CoV   und MERS-CoV beträgt lediglich 79% und 50%.  

Aufgrund dieser phylogenetischen Analysen durch Roujian et. al (41) wird angenommen, dass in 

Wuhan ein Interspeziessprung von SARS-CoV-2 auf den Menschen stattgefunden hat. Ebenfalls 

in diesem Szenario wird angenommen, dass Fledermäuse der primäre Wirt und das Reservoir für 

SARS-CoV-2 sind. Die genetische Übereinstimmung mit den o.g. Viren liegt jedoch unter 90%, 

weswegen ein weiterer bisher noch unbekannter Zwischenwirt, wie bei MERS-CoV und SARS-
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CoV-1, vermutet wird. Diese Theorie wird unterstützt durch die Tatsache, dass Fledermäuse im 

Dezember Winterschlaf halten und nicht auf dem Wuhan Markt verkauft wurden. Der 

Interspeziessprung wurde durch phylogenetische Analysen durch Volz et al. (42) auf den 13. 

Dezember 2019 mit einem Konfidenzintervall von 95% geschätzt.  

 

Die Übereinstimmung zwischen den verwandten Coronaviren SL-CoVZC45 und bat-SL-

CoVZXC21 auf Ebene der Nukleotidsequenz, sowie der Aminosäuresequenz betrug über 90% in 

den großen strukturellen Virusproteinen (41, 43) E (Envelope), M (Membran) und N (Nukleokapsid). 

Diese Bereiche blieben weitgehend konserviert. Die Übereinstimmung zu den beiden Bat-

Coronaviren im S-Bereich (Spike-Bereich) lag bei nur 75%. Dieser Bereich ist verantwortlich für 

die Membranfusion und somit für die Wirtsspezifität. In dieser niedrigen Übereinstimmung für 

diese „wichtige“ Region sehen Roujian et. al (41) weiterhin ein Indiz für einen längeren 

Übertragungsweg über einen Zwischenwirt.  

 

Untersuchungen durch Liangjun et. al (8) an den Abschnitten ORF1a/1b (Replikationskomplex), S 

und N unterstützen die Theorie, dass SARS-CoV-2 unabhängig entstanden ist und nicht als 

Nachfolger von SARS-CoV-1 oder MERS-CoV betrachtet werden kann, weil hier deutliche 

Unterschiede bestehen.  

 

Durch die hohen weltweiten Infektionszahlen sind bereits wenige Monate nach Entdeckung des 

Virus zahlreiche Mutationen in verschiedenen Regionen des Virus beschrieben worden. Unter 

anderem auch Mutationen im S-Protein, welches nicht nur wirtsbestimmend ist, sondern auch 

primärer Angriffspunkt von neutralisierenden Antikörpern. Es sind bereits deutliche Unterschiede 

im SARS-CoV-2 Genom, abhängig von der Region zu finden(44).   

Vor allem die viralen Mutationen D614 und G614 erregten Aufmerksamkeit, da hierbei höhere 

Viruskonzentrationen im Respirationstrakt gemessen und eine höhere Infektiosität vermutet 

wurden. Schlussendlich konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen Mutation und 

Krankheitsverlauf oder Hospitalisierung gemacht werden. Die höhere Infektiosität wurde jedoch 

bestätigt (45).  

 

Die kontinuierliche Mutation stellt ebenfalls ein maßgebliches Problem für die Entwicklung einer 

Therapie und eines Impfstoffes dar.  
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2.4 Klinische Problematik  
Die Klinik des neuen Coronavirus SARS-CoV-2 ist sehr weitläufig, weshalb eine eindeutige 

klinische Diagnose ohne Labornachweis schwierig ist. Die Symptome reichen vom Gefühl der 

Abgeschlagenheit, Fieber und Husten, Geruchs-Geschmacksveränderungen bis hin zum Acute-

Respiratory-Distress-Syndrom (ARDS) und Multiorganversagen (46). Außerdem zeigen sich 

weniger charakteristische Symptome wie Durchfall, Erbrechen, Hautausschlag. Machhi et. al (9) 

unterteilten dabei in Ihrer Arbeit den Krankheitsverlauf in drei Schweregrade (siehe Tabelle 1). 
Tabelle 1 Auszug aus der Arbeit von Machhi et. al „The Natural History, Pathobiology, and Clinical Manifestations of SARS-
CoV-2 Infections“(9), Table 1 „Clinical manifestation of SARS-CoV-2 Infection“ formatiert und übersetzt durch Autor. 

 
Betroffenes 

Organsystem 
Krankheitsverlauf 

(Milde 
Erkrankung) 

Moderate 
Erkrankung 

Schwere Erkrankung 

Lunge/ 
Respiratorisch- 
Pulmonal-  

• Husten  
• Halsschmerzen 
• Rhinorrhö, Niesen 
• Trockener Husten 

• Pneumonie 
• Dyspnoe 
• Moderate Hypoxie 

• Schwere Hypoxie  
• Acute respiratory distress 
syndrome (ARDS) 
• Respiratorisches Versagen 
und Tod (ohne Therapie) 

Gehirn/ 
Neurologisch 

• Hyposmie-
Anosmie 
• Hypogeusie-
Ageusie 
• Sehstörungen 
• Fatigue, 
Somnolenz 

• Kopfschmerzen 
• Übelkeit/Erbrechen 
• Schwindel 
• Myalgie 
• Ataxie  
• Enzephalopathie  

• Schlaganfälle (von großen 
Gefäßen) 
• Epilepsie und Koma 
• Meningoenzephalitis 
• Neuropathie 
• Guillain Barré Syndrom 
• Neurologisches ARDS 

Gastrointestinal • Übelkeit/ 
Erbrechen 
• Diarrhö  
• Sodbrennen 

• Appetitverlust 
• Abdominelle 
Schmerzen und 
Blähungen 

• Gastrointestinale 
Blutungen  
• GI virale Infektionen 

Herz/Kardial • Brustschmerz 
• Arrhythmie, 
Tachykardie 

• Kardiale 
Inflammation, 
Immuninfiltrate 

• Kardiomyopathie 
• Akute Herzinsuffizienz 

Nieren • Proteinurie 
• Hämaturie 

• Akutes Nieren-
versagen 

• Nierenversagen 

Blutgefäße/ 
Vaskulär 

• Erhöhte 
Koagulations-
neigung 

• Arterielle oder 
venöse Thrombosen 
• „Cytokine Storm“ 

• Lungenembolien 
• Gefäßverschlüsse (groß) 
• Disseminierte Intravasale 
Koagulation 

Mental/ 
Psychiatrisch 

• Depressionen 
• Ängstlichkeit 
• Schlafstörungen 
• Wut 
• Angst 

• Depression 
• Posttraumatische-
Belastungs-Störung   

•Exazerbation von 
psychischen und mentalen 
Störungen (z.B. Alzheimer 
oder Abhängigkeit) 

 
In einer chinesischen Studie (47) beschrieben von 106 Patient*innen, 88 Patient*innen Fieber 

(83%), 60 trockenen Husten (57%), 31 Auswurf (29%), 23 Fatigue (22%) und 16 Myalgien (15%). 
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Weitere Symptome wie Dyspnoe, Diarrhö, Kopfschmerzen und Kurzatmigkeit wurden in weniger 

als 20% der Fälle angegeben. Somit ist kein eindeutiges Leitsymptom auszumachen.  

Bei Hinzuziehen der asymptomatischen Infektionen (3, 48) erweist sich das Spektrum der klinischen 

Präsentation als sehr variabel. Dies erschwert die korrekte Diagnosestellung der COVID-19 

Erkrankung.  

 

Der ACE2 Rezeptor ist ein Transmembranprotein über welchen SARS-CoV 2 Zellen infiltriert, 

insbesondere Gewebe mit hoher ACE2 Rezeptor Dichte. Aufgrund des beinahe ubiquitären 

Vorkommens des ACE2 Rezeptors, ist es erklärbar, dass zahlreiche Organsysteme wie Herz, 

Leber, Pankreas, Niere und Gastrointestinaltrakt durch SARS-CoV-2 infiziert werden (12).  

Autopsieergebnisse zeigen, dass auch immunprivilegierte Gewebe wie Ovarien, Testikel und 

Gehirn mit dem Virus infiziert sein können (9, 49).   

Die Lunge ist eines der ACE2-rezeptorreichsten Geweben des Menschen, womit es zu besonders 

hoher Viruslast kommt(8). Oft gefolgt vom „Cytokin Storm“ kommt es über Endothelschäden und 

interstitielle Lungenödeme zunehmend zu einem Pneumozyten Typ I Schaden und somit zum 

Alveolarschaden. Der daraus resultierende Proliferationsreiz für Typ II Pneumozyten mündet in 

einer Defektheilung mit erhöhter Kollagenproduktion und daraus resultierender Lungenfibrose(50). 

Aus diesem Grund dominieren vor allem respiratorische Symptome wie Husten und Dyspnoe das 

schwere Verlaufsbild von SARS-CoV-2 Infektionen. Diese Symptome können bis hin zum Acute 

Respiratory Disstress Syndrom (ARDS) reichen. Dies geschah in China in 5% der Fälle, wobei in 

40% davon ein letaler Verlauf nicht abgewendet werden konnte(51).  

Die Metaanalyse von Kumar et al. (52) beschreiben Risikofaktoren für einen schweren 

Krankheitsverlauf (intensivtherapeutische Behandlung).  Männliches Geschlecht, Lebensalter über 

60 Jahren und Vorerkrankungen wie Diabetes Mellitus, arterielle Hypertonie, chronische 

obstruktive Lungenerkrankung oder koronare Herzkrankheit sind Eigenschaften welche mit einem 

schweren klinischen Verlauf korrelieren. Klinische Symptome wie  Fieber über 39 °C, 

progredienter Auswurf, Kurzatmigkeit und Diarrhö seien auch bei kurzem Auftreten zu Beginn 

der Erkrankung bereits ein Indikator für einen potenziell schweren Verlauf (52).  

In Bezug auf asymptomatische Verläufe zeigte eine retrospektive Analyse von Yu et. al., (48) dass 

von 1 568 positiv getesteten Patient*innen 79 Patient*innen (5%) keine Symptome entwickelten. 

Hierbei handelt es sich primär um Patient*innen unter dem 45. Lebensjahr. 
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Neben klinischer Symptomatik gibt es auch Unterschiede in den Laborergebnissen bei 

Patient*innen, je nachdem welche Organe primär befallen sind. Malik et al. (53) zeigten bei einer 

Untersuchung von 10 491 bestätigten SARS-CoV-2 Fällen, dass Lymphopenie, 

Thrombozytopenie, sowie erhöhtes C-Reaktives-Protein (CRP), Procalcitonin (PCT), 

Laktatdehydrogenase (LDH), Aspartat- (AST), Alanin-Aminotransferase (ALT), D-Dimer, 

Kreatinkinase (CK) und Kreatinin, mit einem schweren Krankheitsverlauf assoziiert sind.  Ein 

schwerer Verlauf war definiert als Notwendigkeit einer intensivstationären Beatmung mit einer 

Sauerstoffsättigung unter 90%.  PCT sei dabei ein möglicher Hinweis auf eine bakterielle 

Koinfektion im Verlauf eines ARDS oder der SARS-CoV-2 Pneumonie (53).  

Die Assoziationen der Laborwerte konnten in den Studien von Danwang et al. (54) sowie Kumar et 

al. (52) reproduziert werden. Zusätzlich wurden kardiales Troponin I, Albumin und Bilirubin als 

mögliche Biomarker für eine Risikostratifizierung genannt (52). 

Kumar et al. (52) klassifiziert dabei die Laborparameter in zwei Gruppen - die Gruppe mit Risiko 

für einen schwereren Verlauf und die Gruppe mit dringendem Bedarf für eine intensivmedizinische 

Behandlung. So sei vor allem ein erhöhter CRP, PCT, LDH, D-Dimer und Kreatinkinase Spiegel 

hinweisend auf einen möglichen späteren Bedarf einer intensivmedizinischen Therapie.  

 

Die Autoren beider Metaanalysen weisen jedoch auf die Tatsache hin, dass die genannten Werte 

hauptsächlich als Folge des Zytokinsturms gesehen werden können. Sie sind nicht COVID-19 

spezifisch. Direkte Verlaufsparameter wie beispielsweise RNA oder spezifische Proteine (im 

Rahmen von Proteomanalysen) seien notwendig, um krankheitsspezifische Aussagen machen zu 

können.  

 

Die Sterblichkeit lag dabei in Deutschland zeitweise bei ca. 2,4% (55). In einigen Weltregionen liegt 

die Sterblichkeit über 9% (4). Faktoren wie medizinische Infrastruktur, Mutationen von SARS-

CoV-2, wie auch die intensivmedizinischen Kapazitäten des Gesundheitssystems haben sicherlich 

einen entscheidenden Einfluss auf die Sterblichkeitsrate.  

 

Die Immunantwort und mögliche Immunität nach bereits durchgemachter SARS-CoV-2 Infektion 

ist zurzeit ein Hauptgegenstand der Forschung. Insbesondere, da wiederholt von Reinfektionen 

berichtet wird. Mögling et al. (56) zeigten, dass vor allem bei einem milden Krankheitsverlauf (ohne 

Hospitalisierung) die Möglichkeit bestehe, dass keine immunisierenden Antikörper gegen SARS-

CoV-2 gebildet werden. Sie bestätigen außerdem die hohe Prävalenz von Antikörpern gegen 
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häufige bereits bekannte humanpathogene Coronaviren wie z.B. HCoV-229E und HCoV63. Das 

Vorhandensein von Kreuzimmunitäten müsse noch weiter untersucht werden.  

Wie die Studie von Liu et al. (57) zeigte waren IgM Antikörper erst ab dem 4.Tag nach der Infektion 

und IgG Antikörper erst nach dem 7. Tag nachweisbar.  Dies sei vor allem für IgM/IgG-

Schnelltests relevant. Die Konzentration an IgM Antikörpern fiel nach 4 Wochen deutlich, 

während hohe Titer von IgG Antikörpern über die 4. Woche hinaus nachweisbar waren. Dies ist 

zu vereinbaren mit einer normalen Serokonversion von IgM zu IgG im Laufe eines 

Immunisierungsprozesses.  

Ebenfalls zeigte die Untersuchung, dass ein schwerer Krankheitsverlauf (Tachypnoe, 

Sauerstoffsättigung unter 93%, Sauerstoffgabe) mit höheren IgM und IgG Antikörperspiegeln, 

sowie mit einem früheren Peak assoziiert ist. Das Vorhandensein von IgM oder IgG Antikörpern 

lässt jedoch keine Aussage über eine mögliche Immunität zu. Für eine erfolgreiche Virusabwehr 

sind neutralisierende Antikörper nötig. In Ihrer Studie haben sich Wang et al. (58) damit beschäftigt 

eben jene Antikörper zu messen. Sie bestätigten die Aussage von Liu et al. (57), dass die 

Antikörperspiegel bei schwerem durchgemachtem Krankheitsverlauf höher seien, auch die von 

neutralisierende Antikörpern. Somit sei bei schwerem Krankheitsverlauf zumindest kurzzeitig von 

einer Immunität auszugehen. Inwiefern diese langfristig bestünde und somit einen suffizienten 

Schutz bietet ist umstritten. Ein eindeutiger Grenzwert-Titer für einen sicheren Schutz ist zudem 

aktuell nicht bekannt. Lediglich die Infektionswahrscheinlichkeit sinkt.   

Abschließend lässt sich zusammenfassen, dass in den meisten klinisch bekannten Fällen 

Antikörper gebildet werden, wobei die Ausprägung, wie auch der zeitliche Verlauf von 

patientenindividuellen Faktoren, wie auch vom Krankheitsverlauf abhängig sein können. Weitere 

Untersuchungen sind notwendig in Bezug auf die Neutralisationsfähigkeit von SARS-CoV-2 

Viren und den zeitlichen Verlauf der Antikörperkonzentration.   

 

Neben der Immunität gegenüber SARS-CoV-2 sind die Langzeitfolgen von großer Bedeutung, da 

angesichts der Zahl an Infizierten, die weitere Betreuung und Behandlung der Überlebenden das 

Gesundheitssystem in den nächsten Jahren und möglicherweise Jahrzehnten belasten wird. Die 

Spätfolgen werden nach Infektion mit SARS-CoV-2 im allgemeinen als Post-COVID-19 oder 

Long-COVID-19 Syndrom bezeichnet (59, 60). 

 

In Ihrem Review beschreiben Leung et al.(61) unter anderem mögliche Langzeitkomplikationen von 

SARS-CoV-2 Erkrankungen.  Diese bestätigen die Vermutung, dass bei SARS-CoV-2 ebenfalls 

Langzeitfolgen auftreten können, wie sie bereits von verwandten Coronaviren wie MERS und 
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SARS-CoV-1 berichtet wurden. In diesen wurde gezeigt dass z.B. Lungenfibrose, kardiovaskuläre 

Erkrankungen und Nierenversagen potenzielle Folgeerkrankungen sind. In Folge des 

Zyotkinsturm und der besonders hohen Belastung des Immunsystem besteht über den 

Mechanismus von „Molecular Mimicry“ ein erhöhtes Risiko für Autoimmunerkrankungen (61). 

Eine Korrelation zwischen dem Auftreten des Guillan-Barre Syndroms (GBS) oder 

demyelinisierenden Erkrankungen wird vermutet(61, 62). Außerdem werden thrombozytopänische 

Purpura und das Antiphospholipid-Syndrom als Ursachen für eine erhöhte Thromboseneigung 

beschrieben. Vor allem die Lunge sei als Hauptmanifestationsort von Langzeitfolgen wie 

Lungenembolien, Lungenfibrose und funktionellen Störungen betroffen.  

Mögliche Folgen einer SARS-CoV-2 Infektion wie Myokarditis, chronische Leberschäden, sowie 

die Entwicklung einer Post Traumatic Stress Disorder (PTSD) oder ein möglicher langfristiger 

Nierenschaden sind Gegenstände der Forschung (61, 63). Eine sichere Aussage über den Verlauf 

verschiedenster Organbeteiligung werden langfristig erst Verlaufsstudien ermöglichen.   

 

Obwohl Kinder meist einen milderen klinischen Verlauf aufweisen (ohne Sauerstoffbedarf), sind 

sie nicht von Langzeitfolgen ausgeschlossen. Hierbei sind vor allem Folgen nach dem Paediatric 

Inflammatory Multisystem Syndrom (PIMS) (Synonym: Multisystem Inflammatory Syndrome in 

Children (MIS-C)) möglich, welche Myokarditiden, Vaskulitiden und das toxische Schock 

Syndrom (TSS) mit einschließen(63, 64).  

 

Die Auswirkungen einer SARS-CoV-2 Infektion während der Schwangerschaft sind ebenfalls 

intensiver Gegenstand der Forschung. Es gab keinen Anhalt für die Übertragung von der Mutter 

auf den Fetus in einer Metaanalyse der bisherigen Literatur (31). Die Autoren erklären dies durch 

eine niedrige ACE2 Expressionsrate in mütterlich-kindlichen Zellen. Trotzdem beeinflusst die 

Infektion die Entwicklung des Kindes und erhöht die Wahrscheinlichkeit für Komplikationen wie 

Frühgeburt, Fehlgeburt, Asphyxie und Wachstumsstörungen (31). Mütter wie Kinder benötigen 

häufiger eine intensivmedizinische Betreuung und die Geburt erfolgt häufiger mithilfe eines 

Kaiserschnittes. Ob und wenn ja welche Auswirkungen die Infektion auf die psychische und 

physische kindliche Entwicklung hat, kann erst im Verlauf der Zeit evaluiert werden. Eine 

Abhängigkeit vom Abschnitt der Schwangerschaft und der Schwere der Infektion für die 

kindlichen Komplikationen wird von Experten vermutet (Konzept der vulnerablen 

Entwicklungsphasen). 
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2.5 Fragestellung und Thesen 
Das Immunsystem ist ein hochindividuell geprägtes System, welches sowohl durch genetische 

Eigenschaften wie z.B. Humane Leukozyten Antigene (HLA), als auch durch umweltspezifische 

Einflüsse lebenslang beeinflusst, modelliert und trainiert wird. Eine Immunreaktion ist das 

Ergebnis der angeborenen und erworbenen Immunantwort auf die jeweilige Form des Antigens. 

Es sind bereits zahlreiche erworbene Risikofaktoren wie z.B. Nikotinkonsum(65), Adipositas(66) etc. 

bekannt, welche mit einem schweren SARS-CoV-2 Verlauf einhergehen, angeborene Risiken sind 

jedoch noch wenig erforscht.   

 

Es gibt zahlreiche virale Erkrankungen wie z.B. HIV(67) und Hepatitis(6) bei welchen ein 

genetischer Einfluss auf den klinischen Verlauf bekannt ist. Die Pathogenese von SARS-CoV-2 

Infektionen wird maßgeblich durch die eigene Immunreaktion beeinflusst, welche bis zur 

Autoimmunreaktion reichen kann (59, 68).  Im Zuge dieses Aspektes soll diese Arbeit dazu dienen 

den genetischen Einfluss auf einen schweren klinischen Verlauf einer SARS-CoV-2 Infektion zu 

erforschen.  Als schwerer Verlauf wird hierbei die Notwendigkeit einer intensivstationären 

Behandlung sowie einer invasiven Beatmung definiert. 

 

Um die Funktion des Immunsystems zu erfassen, wurde das Humane Leukozyten Antigen (HLA) 

System untersucht, welches ein Schlüsselelement im Immunsystem darstellt (69) .Von RNA Viren 

wie z.B. SARS-CoV-1(70) ist bereits bekannt, dass HLA-Polymorphismen einen Einfluss auf den 

Infektionsverlauf haben.  

 

Generelle These welche überprüft werden sollte:  

 

H0: Es gibt keine genetischen Faktoren welche schwere SARS-CoV-2 Verläufe 

begünstigen.  

H1: Es gibt genetischen Faktoren welche schwere SARS-CoV-2 Verläufe begünstigen 

 

Spezifizierung der generellen These in Bezug auf genetische Risikofaktoren in Humanen 

Leukozyten Antigenen (HLA) Klasse I und wichtigen Klasse II Loci. 

 

H0: Es gibt keine HLA-Polymorphismen welche schwere SARS-CoV-2 Verläufe 

begünstigen.  

H1: Es gibt HLA-Polymorphismen welche schwere SARS-CoV-2 Verläufe begünstigen. 
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2.6 HLA-System – Grundlagen und Bedeutung 
Das HLA-System ist ein zentraler Bestandteil des Immunsystems(69). Seine Aufgabe ist es in Form 

der Major Histocompatibility Complex (MHC) Rezeptoren, Antigene zu präsentieren und die 

Immunantwort zu koordinieren. Diese Rezeptoren sind nur auf Leukozyten, nicht aber auf 

Erythrozyten zu finden, weshalb Sie als Humanes Leukozyten Antigen bezeichnet werden (HLA). 

Sie sind größtenteils auf dem Chromosom 6 (wenige auf 5 und 15) codiert und können in HLA-

Klasse 1 und HLA-Klasse 2 unterschieden werden. Diese Unterscheidung basiert auf dem MHC-

Komplex, welcher durch die jeweilige Klasse kodiert wird.  

 

HLA-Klasse 1 Gene sind für den MHC Komplex 1 zuständig. Dieser spielt vor allem bei der 

Präsentation von intrazellulären Bestandteilen eine Rolle und kommt auf allen kernhaltigen Zellen 

des Körpers vor. Somit ist es die MHC Klasse 1 welche die Präsentation von potenziellen 

Virusantigenen ermöglicht. In Zusammenhang mit dieser Präsentationsform sind vor allem die 

zytotoxischen T-Zellen (Synonym: T-Killerzellen, CD8-positive-T-Zellen) in Verbindung zu 

bringen(71).  

 

HLA-Klasse 2 Gene sind für den MHC-Komplex 2 zuständig.  Dieser spielt vor allem bei der 

Präsentation von Antigenen durch antigenpräsentierende Zellen (Makrophagen, Monozyten, und 

dendritische Zellen) eine Rolle und kommt ausschließlich auf diesen vor. Dieser Rezeptor stellt 

somit eine der essenziellen Brücken zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem 

dar(69).  

 

Mithilfe der HLA-Sequenzierung, d.h. der Untersuchung der Genabschnitte welche die Grundlage 

für die MHC-Rezeptoren legen, können Polymorphismen bzw. Konstellationen erörtert werden, 

welche die Präsentation von SARS-CoV-2 spezifischen Antigenen fördern bzw. eine 

Immunreaktion verstärkt triggern.  

 

Die Nomenklatur von HLA-Genen und Allelen ist standardisiert und wird durch das Nomenklatur 

Komitee der Welt-Gesundheits-Organisation (World Health Organization, WHO) definiert und in 

regelmäßigen Berichten publiziert. Der Name setzt sich aus einzelnen Komponenten zusammen, 

welche eine immer präzisere Information über den Lokus bieten. Nachfolgend ist ein Beispiel 

gezeigt, wie nach aktuellem Stand (Juni 2022) die HLA-Nomenklatur vom o.g. Gremium 

empfohlen wird(72, 73).  
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Beispiel: HLA-C*04:01 

HLA Humanes Leukozyten Antigen 

-C* Lokusbezeichnung, Bindestrich separiert zum Präfix und Stern zur nächsten Position 

04: Nummer des Allels in der genannten Gruppe, Doppelpunkt separiert  

01 Spezifische definierte HLA-Proteinnummer  

2.7 Exomuntersuchung – Bedeutung und Möglichkeiten   
Die Gesamtheit aller menschlichen Gene wird als Genom bezeichnet. Ein einzelnes Gen ist dabei 

ein Sequenzabschnitt der Desoxyribonukleinsäure (DNA).  

Innerhalb dieses Genabschnittes kann jedoch noch in Exons und Introns unterschieden werden. 

Als Exon wird ein Bereich der DNA bezeichnet, welcher in der reifen messenger-RNA (mRNA) 

wieder gefunden werden kann; man spricht auch von dem codierenden Bereich. Diese DNA-

Bereiche werden direkt in eine Aminosäuresequenz (Peptid, Protein) umgewandelt. Bereiche 

welche nicht in mRNA abgebildet werden, werden als nicht-codierende Bereiche oder Introns 

bezeichnet. Diese Bereiche sind nicht unmittelbar an der Bildung der Aminosäuresequenz eines 

Proteins/Peptides beteiligt. Die Gesamtheit aller Exone wird als Exom bezeichnet(74-76).  

Eine Form der Exomsequenzierung, welche zeitgleich alle Exone (das Exom) sequenziert, wird 

als Whole-Exome-Sequencing (WES) bezeichnet(77). Die dafür genutzte Methode ist das Next-

Generation-Sequencing (NGS)(78). Ziel dieser Methode ist es unterschiedliche Basenpaare in 

Exonbereichen zu identifizieren, indem ein Vergleich zu einem Referenzgenom vorgenommen 

wird.   

 

In der Art und Form des Vergleichs bzw. der Analyse kann zwischen genomweiten 

Assoziationsstudien (GWAS) und Candidate Gene Studien (CGS)(79) unterschieden werden. 

Bei GWAS wird das gesamte Exom betrachtet und in Bezug auf bestimmte Ausgangsfaktoren 

ausgewertet. Aufgrund der umfassenden Datenmenge und Menge an 

Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) ist ein großer Datensatz (mehrere tausend Patient*innen) 

und eine hohe Signifikanz notwendig. Das Signifikanzniveau liegt meist weit unter 1%, um 

stichhaltige Ergebnisse zu sichern.  

 

Bei CGS wird ein vordefinierter Teil des Genoms (Gesamtheit aller Gene) betrachtet. Aufgrund 

dieser fokussierten Auswahl ist eine kleinere Patientenpopulation akzeptabel, um ausreichend 

„statistical power“ zu erreichen. In dieser Studie wurde die Candidate Gene Methode genutzt, da 

schon vor Studienbeginn durch „power calculations“ die Erkenntnis vorlag, dass die für eine 

GWAS notwendige Patientenzahl nicht erreicht werden kann. Infolgedessen wurde nach der 
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Identifizierung des HLA-C*04:01 Allels als Risikoallel für einen schweren COVID-19 Verlauf, 

das killerzellenimmunglobulinähnliche Rezeptor Gene näher betrachtet. Der 

killerzellenimmunglobulinähnliche Rezeptor (KIR) ist einer der wichtigsten Liganden für 

Rezeptoren der Klasse MHC1, d.h. die Genprodukte von HLA-C Genen. Die KIR Gene befinden 

sich in einem Netzwerk aus verschiedenen Genloci(80) v.a. auf Chromosom 19 und werden mit 

verschiedenen Autoimmunerkrankungen z.B. Vaskulitiden(81) in Verbindung gebracht. Aus der 

Gruppe der KIR Gene wurde letztlich der Polymorphismus KIR2DS4 betrachtet, da dieser mit dem 

gefundenem HLA-Risikoallel C*04:01, welches im ersten Teil dieses Projektes identifiziert 

wurde, in einem „linkage disequilibrium“ steht.  Der Begriff „linkage disequilibrium“ 

(Kopplungsungleichgewicht) bezeichnet eine höhere Wahrscheinlichkeit, dass zwei Allele trotz 

unterschiedlicher Genorte zusammen vererbt werden, als dies durch eine zufällige Verteilung zu 

erwarten wäre (82). Der Grund für eine solche gemeinsame Vererbung liegt in potenziellen 

„Crossing over“ Stellen während der Meiose von Keimzellen. Die durch das „Crossing over“ 

entstehenden Fragmente führen zur gemeinsamen Vererbung von mehreren Allelen auf einem 

Fragment. Je höher der Wert ist, desto wahrscheinlicher eine gemeinsame Vererbung der Allele. 

Ein Wert von 0 entspricht einer zufälligen und unabhängigen Vererbung. Dieser Fall wird als 

„linkage equilibrium“ bezeichnet (82).  

 KIR2DS ist ein Polymorphismus welcher bei HIV-Infektionen mit einer erhöhten Viruslast 

assoziiert ist und somit ein Risikofaktor für einen schlechteren klinischen Verlauf darstellt(83). 

Somit wäre auch ein gemeinsamer Einfluss von HLA-C*04:01 und KIR2DS4 Polymorphismen 

auf einen SARS-CoV-2 Verlauf möglich, wie er bereits bei HIV bekannt ist(83).   

3.Material und Methodik  

3.1 Patienteneinschluss und „Baseline“ Parameter  
Der Studieneinschluss erfolgte im Rahmen der Projektarbeit COVID-19 (PaCOVID19) an der 

Charité Universitätsmedizin Berlin.  Es wurden Patient*innen aus sämtlichen klinischen 

Bereichen, einschließlich Rettungsstelle, ambulante Patient*innen und stationäre Patient*innen in 

die Studie aufgenommen. Verschiedene Versorgungsstufen von Normalstation über 

Überwachungsstationen bis hin zu Intensivstationen sind im Patientenkollektiv abgebildet. Dies 

ermöglichte die Erfassung der vollen Bandbreite des klinischen Erscheinungsbildes einer SARS-

CoV-2 Infektion von subklinischen Verläufen, bis hin zu Patient*innen welche eine 

Sauerstofftherapie, Intubation oder Extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO) benötigten. 
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Insgesamt konnten für die Studie 135 Patient*innen (31% der gesamten Studienpopulation) an der 

Charité Universitätsmedizin Berlin eingeschlossen werden. Hinzu wurden 20 (5 %) Proben von 

Patient*innen aus dem Schweizer Kantonsspital Baden eingeschlossen. Mithilfe einer Kooperation 

zwischen der Charité und dem Hospital Universitario de Valme in Sevilla, Spanien, und dem 

Universitätsklinikum San Cecilio Granada, Spanien, konnten ebenfalls 133 Proben (30%) in die 

Kohorte aufgenommen werden [Grenada 18 (4 %), Sevilla 115 (26 %)].  

 

Zur Vergrößerung der Studienpopulation wurden öffentlich zugängliche Daten aus der Gene 

Expression Omnibus Datenbank genutzt (GEO Datenbank Identifikationsnummer: 

GSE157103(84), GSE174818(85)).  Diese setzen sich zusammen aus 48 Patient*innen (11% des 

Gesamtdatensatzes) der University of California, San Francisco, USA (UCSF, COMET-

Consortium) und 99 Patient*innen (23% des Gesamtdatensatzes) aus dem Albany Medical Center, 

New York, USA. Damit betrug die Gesamtzahl der Patient*innen 435. Der Einschlussanteil der 

einzelnen Zentren ist in Abbildung 1 dargestellt. 

 

 
Abbildung 1 Am Patienteneinschluss beteiligte Zentren und Anteile an der Studienkohorte 

 
Das SARS-CoV-2 Virus wurde bei allen Patient*innen vor Einschluss in die Studie in einem 

nasopharyngealen Abstrich nachgewiesen. Als Nachweismethode diente die real-time quantitative 

Polymerase Ketten Reaktion (RT-qPCR). Dieses Verfahren erlaubt nicht nur den sicheren 

positiven Nachweis einer Infektion, sondern ermöglicht auch die Quantifizierung der Viruslast der 

gewonnen Probe. Für die Kohorte der Charité wurden diese Daten mit freundlicher Genehmigung 
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von Prof. Dr. med. Christian Drosten, Direktor des Instituts für Virologie der Charité, zur 

Verfügung gestellt und in die Analysen miteinbezogen.  

In wenigen Fällen, in denen die akute Infektionsphase bereits abgelaufen war und eine RT-qPCR 

einen negativen Befund erwies, konnte mittels SARS-CoV-2 spezifischen Antikörpern eine 

abgelaufene Infektion bestätigt werden.  Hierbei wurde venöses Blut isoliert und mittels enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) auf die jeweiligen Antikörper untersucht. Keine/r der 

Patient*innen waren zu diesem Zeitpunkt geimpft, da Impfungen erst etwa ein halbes Jahr nach 

Einschluss der Probanden zur Verfügung standen.   

 

Sowohl an der Charité, als auch an den Kooperationskliniken in der Schweiz, Österreich, Spanien 

und den Vereinigten Staaten, stand die medizinische Versorgung der Patient*innen zu jedem 

Zeitpunkt an erster Stelle. Aus personellem Ressourcenmangel war ein reguläres Biobanking und 

eine vollständige „Baseline“-Datenerhebung nicht jederzeit möglich. Hierdurch fehlt z.B. die 

Variable „Body Mass Index“ für die Studienpopulation aus Sevilla und unterschiedliche 

Bioproben (Vollblut, Buffy Coat und PBMC) mussten für die DNA Isolation genutzt werden. Die 

Datensätze unterscheiden sich ebenfalls durch unterschiedliche lokale Richtlinien für 

Therapieabläufe, z.B. die Aufnahmekriterien auf die Intensivstation.  Dieses Problem umgingen 

wir, indem wir als Endpunkt für schweren Verlauf „Intubation“ verwendeten, für welchen es 

international einheitlichere Kriterien gibt. (37, 86, 87) 

 

Neben der venösen Blutentnahme wurden Routineparameter im Rahmen der Behandlung 

miteinbezogen (siehe Anhang für vollständige Parameterliste). Gängige laborchemische Parameter 

wie zum Beispiel: Routineblutbild, Differenzialblutbild, C-Reaktives Protein (CRP), Herzenzyme 

(Hochsensitives Troponin T, Kreatinkinase und Untertypen), „N-terminal pro-brain natriuretic 

peptide“ (NT-proBNP) und SARS-CoV-2 spezifische Untersuchungen (PCR und Antikörpertests) 

wurden erhoben. Außerdem wurden Parameter über den Infektionsverlauf wie Beginn, Dauer, 

Vorstellungsdatum und Symptome miteinbezogen, sowie die individuellen medizinischen 

Vorbefunde der Patient*innen.   

3.2 Ethik und Datenschutz 
An der Charité Universitätsmedizin Berlin wurde der Studieneinschluss im Rahmen des Pa-

COVID19 Studienprotokolls durchgeführt(88). Die Ethikkommissionen aller beteiligten Kliniken 

haben dem Vorgehen der Studie zugestimmt: Ethikkommission der Charité Universitätsmedizin 

Berlin, Deutschland (EA2/066/20), Ethikkommission der Nordwest- und Zentralschweiz, Basel, 
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Schweiz (2020-00952), Ethikkommission des Hospital Universitario de Valme, Sevilla Spanien 

(1346-N-16), Ethikkommission des Universitätskrankenhauses Grenada, Spanien (2577-N-20). 

 

Die Einverständniserklärung lag, nach ausführlicher Aufklärung, zum Zeitpunkt der Blutabnahme 

vor oder wurde schnellstmöglich nachgeholt, wenn sie aufgrund von Therapiemaßnahmen z.B. 

Beatmung auf der Intensivstation, nicht unmittelbar eingeholt werden konnte.  

 

Nicht für alle Proben konnten alle Untersuchungen durchgeführt werden, da nicht immer die 

Zustimmung zur vollständigen genetischen Untersuchung vorlag. Eine nachträgliche 

Kontaktierung der Patient*innen für die Zustimmung zu erweiterten Untersuchungen gelang nicht 

in allen Fällen.  

 

Zusätzlich zu den Proben wurde aus Datenschutzgründen ein reduzierter klinischer Datensatz für 

die Patient*innen erhoben und untersucht. Gemäß §25 LKG, vom 18.09.2011 wurden alle 

verarbeiteten Daten pseudonymisiert und im Rahmen der Krankenhausbehandlung innerhalb der 

jeweiligen Fachrichtungen erhoben. Für die gesamte Studie gilt das Bundesdatenschutzgesetz, 

sowie das Landesdatenschutzgesetz des Landes Berlin in zum Zeitpunkt der Durchführung der 

Studie gültiger Fassung. Die Studie wurde im Deutschen Register für klinische Studien registriert 

(DRKS-ID: DRKS00021688). Es bestehen keine Widersprüche zu schutzwürdigen Belangen der 

Patient*innen und ein gewerblicher Nutzen ist ausgeschlossen. 

3.3 Probengewinnung und DNA-Isolation  
Das venöse Blut wurde in EDTA Röhrchen im Rahmen von klinischen Routineblutabnahmen mit 

abgenommen. Der Zeitpunkt der Abnahme variierte, da die Rekrutierungsphase abhängig von 

lokaler Organisation wie z.B. der Zustimmung der Ethikkommission zentrumsabhängig war.  

 

Insgesamt wurden 288 Proben für genetische Analyse verarbeitet. Die Daten für die Proben aus 

der GEO Datenbank und der University of California, San Francisco wurden zur Verfügung 

gestellt.  Aufgrund von unterschiedlicher Verfügbarkeit von Bioproben in den jeweiligen Zentren 

konnte nicht immer Vollblut für die Analyse genutzt werden, sodass insgesamt 3 Probentypen in 

die Studie einfließen:  

• Vollblutproben, 

• „Buffy Coat“, 

• „Peripheral Blood Mononuclear Cells“ (PBMCs).  
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Die Verteilung ist in Tabelle 2 dargestellt.   

Die unverarbeiteten Proben wurden bei -80°C gelagert. Die isolierte DNA wurde in Temperaturen 

zwischen -80°C und -20°C gelagert. Proben wurden nur auf Trockeneis transportiert.  

 
Tabelle 2 Probenart und Probenherkunft 

Land Deutschland Schweiz  Spanien Gesamt 

Klinik 
Charité 

Universitätsmedizin 
Berlin  

Kantons-
spital Baden 

Universitäts-
klinik Sevilla 

Universitäts-
klinik 

Granada 

 

Vollblut   115  115 
PBMCS 135   18 153 

Buffy Coat  20   20 
 

Die DNA wurde mithilfe des Quick-DNA™ Miniprep Kit, der Marke Zymo-Research 

Kooperation (Katalognummer: D3024) isoliert, wie in den Herstelleranweisungen empfohlen. Für 

den Elutionsschritt wurde anstatt des Zymo-Research Elution-Puffers, der Elution Puffer der Firma 

Quiagen verwendet. Die Verwendung des Quiagen Elution-Puffers war für die nachfolgende 

Sequenzierung notwendig, da Elutions-Puffer welche EDTA (Ethylendiamintetraacetat) enthalten 

zusätzliche Aufreinigungs- oder Waschschritte vor der Sequenzierung erfordern.  Der Zymo-

Research Elutions-Puffer enthält EDTA, um eine längere Haltbarkeit der Proben zu gewährleisten. 

Die Erhöhung der Haltbarkeit basiert auf einer Bindung von Magnesiumionen, welche für die 

ordnungsgemäße Funktion von bakteriellen Enzymen benötigt werden.  EDTA kann enzymatische 

Reaktionen der Sequenzierung stören, indem Magnesiumionen der für die Sequenzierung 

genutzten Enzyme ebenfalls gebunden werden. Vor einer weiteren Verarbeitung wäre ein 

Verdünnungsschritt notwendig gewesen, um die EDTA Konzentration unter einen kritischen Wert 

zu senken.  

Der Quiagen Elutions-Puffer enthält kein EDTA und ist somit geeigneter. Die Proben wurden 

direkt nach der Isolation eingefroren, sodass keine Notwendigkeit der Zugabe eines 

Konservierungsstoffes wie EDTA bestand. Ein Teil der DNA-Isolation wurde automatisch auf 

einem Roche LC2 Roboter gemäß den Herstelleranweisungen mit dem TheMagNA Pure LC DNA 

Isolation Kit™ – Large Volume (Roche, Katalognummer: 03310515001) durchgeführt.  

Im Anschluss an die DNA-Isolation wurden die manuell extrahierten Probenchargen am 

Photometer auf Ihre DNA-Konzentration kontrolliert (Photometer Nanodrop 2000 oder Nano 

View, beide Thermo Fisher Scientific) und anschließend bei -80°C gelagert. Die Kontrolle der 

automatisch isolierten Probenchargen erfolgte mit dem Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Thermo 

Fisher, Katalognummer: Q32851).  
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3.4  Analysen 
Um die Frage zu beantworten, ob es genetische Risikofaktoren gibt, welche einen schweren SARS-

CoV-2 Verlauf begünstigen, wurde das genetische Material für insgesamt zwei Analysen 

verwendet (HLA-Typisierung und Exomsequenzierung). Hierfür wurden die Proben bereits 

während der DNA-Isolation in zwei Probenportionen aufgeteilt, um Schädigung der DNA durch 

Wiederauftauen der Proben für die folgenden Analysen zu vermeiden.  Die für dieses Projekt 

verwendeten DNA-Proben wurden nur ein einziges Mal aufgetaut.  Aufgrund bestimmter 

Mindestmengen an DNA welche die technischen Verfahren voraussetzten, konnten nicht alle 

Proben beide Analysen durchlaufen. Klinische Daten von Patienten, von welchen zu geringe 

Mengen an DNA für genetische Analysen vorhanden waren, wurden ebenfalls statistisch erfasst 

und auf gemeinsame klinische Merkmale hin ausgewertet. 

 

3.4.1 HLA-Sequenzierung  
Methode der HLA-Typisierung und Amplifikation: 

Die HLA-Typisierung wurde mithilfe des Single-molecule real-time sequencing (SMRT) 

Verfahrens von Pacific Biosciences (PacBio) durchgeführt. Durch die hohe Probenzahl wurden 

die meisten Pipettierschritte mit einer Mehrkanalpipette oder dem Pipettierroboter epMotion 5075 

(Eppendorf) durchgeführt.  Die Amplifizierung der 11 HLA-Gene erfolgte mithilfe des NGSgo®-

AmpX v2 HLAGeneSuite kit (#7371662, GenDx), gemäß den Anleitungen des Herstellers.  

 

Es wurden alle HLA-Gene der Klasse 1 (HLA-A, HLA-B und HLA-C), sowie relevante Gene der 

HLA-Klasse 2 (HLA-DRB* 1, HLA -DRB* 3/4/5, HLA -DQB* 1, HLA -DPA* 1, HLA -DPB* 

1, HLA -DQA* 1) untersucht.  

 

Um die Coverage für HLA-Klasse 2 Gene zu steigern wurde die PCR Reaktion angepasst. Dies 

geschah auf Empfehlung der sequenzierenden Spezialabteilung (Charité Core Unit Genomics). Die 

minimale DNA-Konzentration wurde von 45ng auf 80ng für die Loci HLA-DRB*1, HLA -DQB* 

1, HLA -DPA* 1, HLA -DPB* 1 und HLA -DQA*1 festgelegt. Für letztgenannten Lokus wurde 

zusätzlich die Elongationszeit auf 5 Minuten verlängert. 

 

Die Aufreinigung wurde mithilfe der Agencourt AMPure XP beads (#A63881, Beckman Coulter) 

durchgeführt und die Ergebnisse mittels D5000 Screen Tape Assay (#5067-5593, Agilent) mithilfe 

der TapeStation (Agilent) und des Qubit dsDNA Assay Kits (#33120, Thermofisher) auf dem 
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FLUOStar Omega Mikroplatten Reader (BMG Labtech) überprüft. Im Anschluss fand für jede/n 

Patient*in eine äquimolare Mischung der amplifizierten Proben von HLA-Klasse 1 und 2 statt.  

 

HLA-Probenvorbereitung  

Die Vorbereitung der amplifizierten Patientenproben erfolgte gemäß den Herstelleranweisungen 

(Procedure & Checklist -Preparing SMRTbell™ Libraries using PacBio® Barcoded Adapters for 

Multiplex SMRT® Sequencing PacBio®). Es wurden Adapter mit Barcode verwendet, sodass 

jedes Molekül einem/r Patient*in zugeordnet werden kann. Bis zu 72 Proben wurden kombiniert 

pro HLA-Bibliothek.  

Mithilfe des 12000 DNA-Kits (#50697-1508, Agilent) wurden die Bibliotheken auf einem Agilent 

Bioanalyzer validiert und auf einem Qubit Fluorometer mit dem Qubit dsDNA Kit quantifiziert.  

 

 HLA-Typisierung:  

Die HLA-Typisierung wurde auf SMRT 1M Zellen von PacBio mit dem Sequenziergerät von 

PacBio und einer Zyklusdauer von 10h im zirkulären Sequenzierverfahren vorgenommen. Als 

Bedienungssoftware und Planungstool diente die vom Hersteller empfohlene Software SMRTLink 

v9.0. Als Demultiplexer und Analysesoftware diente das Programm SMRT Link 9.0.0.92188 GUI.  

Der Ablauf der HLA-Analyse ist in Abbildung 2 dargestellt.  
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Abbildung 2 Ablauf HLA-Sequenzierung 

3.4.2 Exomsequenzierung  
Exomsequenzierung Probenvorbereitung 

Für die Bibliotheksvorbereitung wurde die Bravo NGS Workstation mit der Option B gemäß den 

Herstelleranweisungen mit dem KAPA HyperPrep und KAPA HyperPlus Kit (jeweils von Roche 

Sequencing) verwendet. Die empfohlene Methodik wurde für den automatisierten Arbeitsvorgang 

gemäß dem KAPA HyperPrep und KAPA HyperPlus Schritten im KAPA HyperCapWorkflow 

Version 3.0 (Roche Sequencing) genutzt.   

 

Die isolierte und vorportionierte DNA wurde quantifiziert mittels des Quant-iT™ dsDNA Assay 

Kits (ThermoFischer Scientific: Q33120) und des FLUOStar Omega Mikroplatten Readers (BMG 

Proben-
verarbeitung

•Manuelle/automatische Isolation der DNA + Qualitätskontrolle mittels Photometrie 
•Amplifikation mittels Polmyerase Ketten Reaktion (PCR) + Quantifizierung mittels 
Photometrie und Elektrophorese  

Adapter und 
Barcode

• Anbindung von Adaptersequenzen
• Barcoding der Samples für Multiplexing 

DNA Polymerase-
anbindung

•Anbindung der präparierten DNA mit dem Polymeraseenzym auf der Analysezelle 

Sequenzierung

•Sequenzierung des jeweiligen Sequenzabschnittes in der Zelle

Demultiplexen

•Analyse und Zuordnung der Sequenzierdaten zu Patienten 

Auswertung

•Statistische Auswertung der Häufigkeiten der jeweiligen Sequenzen
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Labtech). Im Anschluss wurden 100ng der DNA in einem Mastercycler Plus S (Eppendorf) 25 

Minuten lang fragmentiert mit anschließender Enden-Reparatur. Die Markierung der Fragmente 

erfolgte mithilfe vom KAPA Universal Adapter (Roche Sequencing). Zu kleine Fragmente wurden 

anschließend mittels KAPA HyperPure Beads (Roche Sequencing) aussortiert.    

Die Amplifikation der Proben erfolgte mit den passenden KAPA UDI Primer Mix (Roche 

Sequencing) und KAPA HyperPure Beads (Roche Sequencing) in 6 Zyklen der Polymerase Ketten 

Reaktion (PCR). Mit diesem Schritt war die Bibliotheksvorbereitung abgeschlossen.  

Acht Patientenprobenbibliotheken wurden vor der Anreicherung „gepooled“ indem 187,5ng pro 

Bibliothek in eine Vertiefung (Well) pipettiert und im Anschluss auf 45 µl Gesamtvolumen, mit 

nukleasefreiem Wasser aufgefüllt wurden.  

Im Zuge der Anreicherung wurde die Hybridisierung mit KAPA HyperExome Probes (Roche 

Sequencing) durchgeführt. Es folgte im Anschluss eine erneute Aussortierung von kleinen 

Fragmenten mittels KAPA Capture Beads (Roche Sequencing) und ein Waschschritt. 

Schlussendlich erfolgte eine erneute Amplifikation der angereicherten gemultiplexten 

Probenbibliothek mittels PCR und anschließende Aufreinigung des Amplifikats. Hierbei wurden 

die Reagenzien aus dem KAPA HyperCapture Reagent Kit verwendet.  

 

Die Ergebnisse der ersten und zweiten PCR Reaktion wurden mithilfe des Quibit dsDNA HS 

Assay Kits (ThermoFischer Scientific) mit einem Qubit™ 3 Fluorometer (ThermoFisher 

Scientific) und dem D5000 ScreenTape assay (Agilent Technologies) auf der 4200 TapeStation 

(Agilent Technologies) quantifiziert und die Größenverteilung festgelegt.  

Gemäß dem KAPA HyperCap Pooling Guide (Roche Sequencing) und dem dazugehörigen 

Berechnungstool wurden jeweils 12 gemultiplexte angereicherte Bibliotheken äquimolar 

miteinander vermischt und auf 1,3 nM verdünnt, sodass eine Sequenzierung möglich war.  

 

Anmerkung: Einige der in diesem Verfahren genutzten Substanzen sind ausschließlich für 

Forschungszwecke geeignet (Label „Research only“) und dürfen nicht in diagnostischen Verfahren 

eingesetzt werden, da die hierfür notwendigen Zertifizierungen nicht vorliegen.  

 

Exomsequenzierung: 

Die finalen Mischbibliotheken wurden auf jeweils 2 Bahnen einer S4 Flow Cell (Illumina, Inc) in 

2x 151 Zyklen mit einem NovaSeq 6000 System sequenziert.  

 

Der Ablauf der Exomanalyse ist in Abbildung 3 dargestellt. 



34 

 
Abbildung 3 Ablauf Exomsequenzierung 
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3.5 Statistische Datenanalysen  
Um vermengende Effekte zu vermeiden, welche durch unterschiedliche geografische 

Probenherkunft denkbar wären, wurde die Studienpopulation in drei Datensätze aufgeteilt. 

Folgende Datensätze (Abkürzung DS) enthalten o.g. Patientengruppen:  

- Datensatz 1 (DS1): Patient*innen der Charité Universitätsmedizin Berlin  

- Datensatz 2 (DS2): Patient*innen aus dem Universitätskrankenhaus de Valme in Sevilla, 

und San Cecilio in Granada, Spanien und dem Kantonsspital Baden AG, Schweiz 

- Datensatz 3 (DS3): Zwei öffentlich zugängliche Datensätze der Vereinigten Staaten (siehe 

Abschnitt 3.7)  

 

Die Analyse der Daten fand in Form einer Metaanalyse aller drei Datensätze statt.  Die statistische 

Datenanalyse wurde mithilfe der Software R 3.6.3 (The R Foundation for Statistical Computing, 

Wien) und den verschiedenen Erweiterungen (siehe jeweilige Methodik-Abschnitte) durchgeführt. 

Außerdem wurden Excel 2016 (MSC, Redmond, WA) und SPSS Version 25.0 (IDM Corporation. 

Armonk, NY) verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf unter 5% (p<0,05) festgelegt. P-Werte 

< 0.001 wurden als hochsignifikant bezeichnet. 

3.5.1 HLA-Daten Analyse  
Software: 

Die Analyse der HLA-Typisierungsdaten erfolgte, wie vom Hersteller empfohlen, mit der 

Software von PacBio SMRT Link 9.0.0.92188 GUI. Die Analyse im Zusammenhang mit den 

Exomdaten wurde mittels OptiType Version 1.3.5 durchgeführt, wie es in der Arbeit von Szolek 

et. al beschrieben wurde(89). Für R wurden die Erweiterung für eine multiple 

Korrespondenzanalyse FactoMineR Version 2.3(90) genutzt. Die Testung mit einem linearen 

Modell fand mit der Erweiterung HIBAG statt, wie in der Arbeit von Zheng et. al empfohlen(91). 

Mithilfe der Erweiterung rstatix für R Version 0.6.0(92) konnte die Effektstärke ermittelt werden. 

Für die Analyse und Verarbeitung dieser Daten wurde zudem die Erweiterung arcasHLA Version 

0.2.0(93) verwendet. 

 

Kohortenverteilung und Einschlusskriterien: 

Um ausreichend statistische „Power“ zu erreichen, wurde die Zahl der potenziellen HLA-Typen 

reduziert auf Allele, welche mit einer Frequenz von 5% in allen 3 Datensätzen vorkamen und in 

mindestens 5 Patient*innen nachweisbar waren. Dies ist ein allgemein akzeptiertes 

Standardvorgehen bei HLA-Analysen.  Allele welche diese Kriterien nicht erfüllten, wurden von 

der Analyse ausgeschlossen.  
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Schweregradeinteilung: 

Um eine Unterscheidung zwischen den klinischen Verläufen in Datensatz 1 zu ermöglichen, wurde 

eine 5-stufige Klassifikation für den klinischen Verlauf entwickelt. In den Score sind die 

Ereignisse Tod, Notwendigkeit einer intensivstationären Therapie, Intubation, sowie die 

pathologische Erhöhung des hochsensitiven Troponin T Spiegels (>14 ng/L) eingeflossen. Im 

Anschluss wurde eine multiple Korrespondenzanalyse durchgeführt.  

 

Tests in den einzelnen Datensätzen: 

Im Anschluss an die Identifikation der HLA-Allele welche die o.g. Einschlussbedingungen 

erfüllen wurde eine Assoziationstestung in Form eines linearen Modells durchgeführt. Hierbei 

wurde die Assoziation von Patientenparametern bzw. klinischen Parametern (Antwortvariablen) 

mit dem dominanten Allel untersucht. Somit fand ein Vergleich zwischen allelnegativer Gruppe 

und allelpositiver Gruppe (heterozygote Träger und homozygote Variantenträger) statt.  

 

Genutzte Kovariablen:  

- DS1: Geschlecht, Alter und Herkunftsregion  

- DS2: Geschlecht und Alter  

- DS3: Geschlecht, Alter und Herkunftsregion  

 

Als Ereignisvariablen konnten folgende Variablen identifiziert werden:  

- DS1: Hochsensitives Troponin T zum Zeitpunkt des Einschlusses in die Studie und sein 

Maximalwert während des Therapiezeitraums, Virenkonzentration, Intubation, 

intensivstationäre Behandlung und der WHO Score(94),  

- DS2: Notwendigkeit einer intensivstationären Behandlung und einer Intubation  

- DS3: Notwendigkeit einer intensivstationären Behandlung und einer Intubation. 

 

Für die Ereignisse Intubation und Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Therapie wurden 

zuerst die Datensätze einzeln untersucht und anschließend miteinander verglichen. Die Parameter 

hochsensitives Troponin T und der WHO-Score konnten aus Verfügbarkeitsgründen nur in 

Datensatz 1 untersucht werden. Es fand eine Korrektur für multiple Testung mittels Bonferroni 

Methode statt. Kategorische Variablen wurden einer logistischen Regression unterzogen. 

Die Tests wurden in einer Metaanalyse miteinander verglichen.  Die Berechnung der Effektstärke 

fand mittels Cohens D für den Vergleich von zwei Parametern und mittels Cramers V 

Kreuztabellen für mehrere Parameter statt. Um die Wahrscheinlichkeit einer Alphafehler-
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Kumulierung durch wiederholte Testung, d.h. die falsche Zurückweisung der Nullhypothese 

(Fehler 1.Art) zu reduzieren, wurden die Ergebnisse der Testung ebenfalls mittels Bonferroni 

Korrektur angeben.    

 

Affinitätsanalyse: 

Die Fähigkeit von HLA-Allelen Peptide zu binden ist essenziell, um sie zellulären Bestandteilen 

des Immunsystems zu präsentieren. Eine niedrige Affinität zu Peptiden eines Pathogens könnte 

maßgeblich zur unterschwelligen Immunantwort beitragen und somit zu einem schwereren 

klinischen Bild führen. Um diesen Einflussfaktor zu untersuchen wurde eine Affinitätsanalyse des 

durch o.g. Methodik identifizierten HLA-Allels durchgeführt. Dabei fand das Vorgehen wie in der 

Arbeit von Iturrieta-Zuzazo et al.(95) beschrieben Anwendung. Hierbei wurden alle Peptide welche 

durch die jeweiligen HLA 1 Loci gebunden werden aufgeführt und repetitive Peptidsequenzen 

(bestehend aus mehr als einem Allel) entfernt. Anschließend wurde die Aufteilung in starke und 

schwache Bindungen (unter 50 mM und über 500Mm) angewendet. Es wurde für die Testung ein 

bereits publizierter(96) in silico erstellter Datensatz von Bindungsaffinitäten genutzt.   

 

Korrelation mit SARS-CoV-2 Konzentration  

In einer weiteren Untersuchung wurde die These überprüft, ob ein Zusammenhang zwischen der 

Viruslast eines nasopharyngealen Abstrichs und potenziellen Risiko-HLA-Allelen besteht. Die 

Viruslastbestimmung fand dabei mittels PCR statt (97). Ebenfalls wird überprüft, ob eine erhöhte 

Virenlast mit einem schlechteren klinischen Verlauf assoziiert ist. Die Ergebnisse der 

Assoziationsanalyse wurden mittels Bonferroni Methode auf multiple Testung korrigiert.    

3.5.2 Exomdaten Analyse 
Allgemeine Voraussetzungen für die Exomdaten Analyse: 

Das Sequenzalignment, d.h. die Zuordnung der sequenzierten Fragmente zu Patient und 

Referenzsequenz wurden mithilfe des Burrows-Wheeler Aligners (BMA) in der 

Programmausführung BMA-MEM Version 0.7.15(98) durchgeführt. Der Modus MEM wurde 

gewählt da er am genausten eine Zuordnung erlaubt und Fragmentlängen von bis zu 1 Mbp 

verarbeiten kann. Vor dem Alignment musste eine Konvertierung der Rohdaten zum Format 

FASTQ erfolgen, welche mithilfe des Tools bcl2fastq v2.20 durchgeführt und mittels FastQT(99) 

überprüft wurde. Als Referenzgenom diente der Build 37 des humanen Genoms, welcher am 

27.02.2009 vom Genome Reference Consortium publiziert wurde (Abkürzung GRCh37). Die 

Zuordnung von Duplikaten und Identifizierung von Varianten wurde mit dem Tool Samblaster 

Version 0.1.24(100) durchgeführt. 
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Die Identifikation der einzelnen Proben wurde mittels GATK HaplotypeCaller Version 3.7 

durchgeführt.  

 

Subgruppenanalyse:  

Die Datenauswertung fand innerhalb vom Statistikprogramm R mithilfe der Erweiterung 

SNPrelative Version 1.24 statt(100). Eine Hauptkomponentenanalyse wurde durchgeführt, um 

Subpopulationen zu identifizieren und anschließend die ersten vier Hauptkomponenten zu testen. 

Ziel war es herauszufinden, ob Single Nukleotide Polymorphismen (SNPs) der externen 

Exomdaten (siehe Datenvalidierung in genomweiten Assoziationsstudien) oder des KI-Rezeptors 

mit den in Abschnitt 3.5.1 ermittelten HLA-Allelen assoziiert sind. Als Testmethode wurde ein T-

Test durchgeführt.    

In der ersten Hauptkomponentenanalyse wurde hierbei die vom/n der Patient*in angegebene 

ethnische Herkunft als Kofaktor miteinbezogen, um statistische „Outlier“ (außerhalb der 25. und 

75. Perzentile) zu identifizieren. Die Herkunft wurde als Faktor miteinbezogen, da die Häufigkeit 

von HLA-Polymorphismen geografisch stark variieren kann.  Anschließend wurde der Test ohne 

die statistischen „Outlier“ und mit den ersten zwei Hauptkomponenten anstatt der selbstberichteten 

Herkunft wiederholt.  

 

Untersuchung von KIR-Genen 

Eine Haplotypisierung der Gene der killerzellimmunglobulinähnlichen Rezeptoren (KIR) aus 

HLA-Daten ist mit hoher Genauigkeit bis jetzt mit keinem bioinformatischen fertigen Tool zu 

bewältigen. Bisher gibt es lediglich die Methode von Roe et. al (101) welche als KIR Proben 

Interpretation (KIP) bezeichnet wird. Diese wurde angewandt, um Informationen über den KI-

Rezeptor zu gewinnen.  

Der KIR Polymorphismus KIR2DS4 wurde hierbei betrachtet, weil bekannt ist, dass dieser z.B. 

bei HIV-Infektionen und positivem HLA-C*04:01 Trägerstatus mit einem hohen Virustiter 

einhergeht. Hierdurch ergibt sich ein schlechterer klinischer Verlauf, gegenüber KIR2DS4 

negativen HIV-Infizierten (83). Dieser Polymorphismus wurde mithilfe einer Literaturrecherche 

gefunden, als das Risiko-HLA-Allel HLA-C*04:01 bereits identifiziert war. Mithilfe der 

statistischen Analyse sollte geprüft werden, ob bei HLA-C*04:01 und KIR2DS4 Trägern, 

ebenfalls ein schwerer klinischer Verlauf bei COVID-19 assoziiert werden kann.  

Funktionelle Varianten von KIR2DS4 sind über eine Insertion (Sequenz: 

CCCGGAGCTCCTATGACATGTA, dbSNP rs138504928) in Exon 4 des Killer cell 

immunoglobulin-like Rezeptors 2DS4 identifizierbar. Sie werden als KIR2DS4f+ bezeichnet.  Im 
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Folgenden wurden die Varianten, welche durch GATK HaplotypeCaller vorgeschlagen wurden, 

auf das KIR2DS4f+ Merkmal hin überprüft, woraufhin eine Subpopulationsanalyse durchgeführt 

werden konnte. Mit dieser Analyse kann ebenfalls unterschieden werden, ob es sich um eine 

homozygote oder heterozygote Variante handelt.  

3.6 Vergleich der Datensätze  
Die Ergebnisse der HLA- und Exomanalyse aus den Datensätzen 1 bis 3 wurden in einer 

Metaanalyse verglichen.  

 

Aufgrund der unterschiedlichen Verfügbarkeit von klinischen Daten in den vorliegenden 

Datensätze waren nur die Ereignisse Intubation und Notwendigkeit einer intensivmedizinischen 

Therapie in allen Datensätzen vorhanden. Um keine Patienten aus der Studie zu verlieren, wurden 

die Ereignisse Intubation und Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Therapie als Indikatoren 

für einen schweren klinischen Verlauf untersucht.   

Mithilfe eines zweiseitigen gewichteten Gauß-Tests(102) wurden p-Werte für jedes Allel errechnet, 

welche mit logarithmischen Odds Ratios kombiniert werden konnten. Die logarithmischen Odds 

Ratios wurden aus dem Beta-Koeffizienten des logarithmischen Regressionsmodells berechnet. 

Erneut wurde um eine Kumulation der Alpha Fehler zu vermeiden die Bonferroni Korrektur in 

allen Analysen angewandt.   

  

Exomdaten waren nicht immer verfügbar, weil ein Teil der Patienten keinem Whole Genome 

Sequencing zugestimmt hat. Aus diesem Grund wurden im Datensatz 1 die angegebene 

Familienherkunft (Eigenaussage) und in Datensatz 3 die Ethnizität als Kovarianten in die lineare 

Regressionsanalyse einbezogen. Die Patient*innen wurden in die Herkunftskategorien Asien, 

Afrika, Amerika, Kaukasien oder Hispano eingeteilt. Mithilfe der Exomdaten konnten ebenfalls 

statistische „Outlier“ identifiziert werden. Um den Einfluss dieser „Outlier“ auf die Ergebnisse der 

Metaanalyse zu erfassen wurden Patient*innen welche außerhalb der 25.-75. Perzentile lagen in 

einem zweiten Analysedurchgang ausgeschlossen. Ebenfalls ausgeschlossen wurden Individuen 

von welchen keine Information zur Ethnizität oder Familienherkunft vorlag. Die anschließend 

durchgeführte Hauptkomponentenanalyse erlaubte es mithilfe der dort errechneten 

Hauptkomponenten die Assoziationstests zu wiederholen. Schlussendlich wurden beide 

Metaanalysen (vollständiger Datensatz vs. Familienherkunfts/Ethnizitäts-Datensatz) miteinander 

verglichen, um den Einfluss der ausgeschlossenen Individuen und neu genutzten Variablen zu 

erfassen.   
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3.7 Datenvalidierung in Genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) 
Eine Validierung der Ergebnisse der in den vorherigen Abschnitten ermittelten Allele wurde 

mithilfe von GWAS-Daten durchgeführt. Die Datensätze wurden anhand der Größe, der 

größtmöglichen Ähnlichkeit zu Datensatz 1 und 2, sowie der Zugänglichkeit der Daten ausgewählt. 

Die Auswertung fand mittels R und der Erweiterung „genetics“ statt. Als Referenzdaten für die 

GWAS Auswertung und gleichzeitig ersten Validierungsdatensatz wurden die Daten des 1000 

Genom (1KG) Projekt Konsortiums(103) verwendet. Die HLA-Allele für dieses Genom stammen 

aus der Arbeit von Abi-Rached et. al(104).  

 

Weitere GWAS Datensätze wurden von Forschungsgruppen, welche Ihre Daten und Ergebnisse in 

Preprint Artikeln veröffentlicht haben, angefordert. In den meisten Fällen wurden keine HLA-

Allele sequenziert. Zum Nachweis eines möglichen Zusammenhangs zwischen HLA-Genen und 

den in den GWAS identifizierten Risikoallelen wurden in der Literatur Polymorphismen gesucht, 

welche zusammen mit den in 3.5.1 identifizierten HLA-Allelvarianten im Sinne einer 

haplotypischen Vererbung vererbt werden. Sobald diese „Partnerpolymorphismen“ identifiziert 

waren, wurde das Kopplungsungleichgewicht berechnet. Dieses gibt an, ob bestimmte Allele 

häufiger oder seltener zusammen vererbt werden, als es bei einer unabhängigen Vererbung 

erwartet würde(82).  Um die Anpassungsgüte dieser Berechnung anzugeben wurde hierzu der 

Determinationskoeffizient berechnet.  

In der Literatursuche wurde die Arbeit von Pairo-Catineira et al. (105) als Ausgangsarbeit genutzt. 

Hierbei wurden über 2 244 kritisch kranke Patient*innen mit einer SARS-CoV-2 Infektion mittels 

GWAS untersucht. Die Patientenrekrutierung fand im Rahmen der GenOMICC (Genectis of 

Mortality in Critical Care) Studie auf 208 Intensivstationen im Vereinten Königreich statt.  Als 

Kontrollen wurden dabei SARS-CoV-2 Fälle und gesunde Proband*innen aus dem 100 000 

Genomes Projekt, dem Generation Scotland Projekt und der Biobank des Vereinten Königreiches 

eingeschlossen. 

Anschließend wurden die Ergebnisse der GWAS Studie in einer Metaanalyse mit Daten aus der 

COVID-19 Host Genetics Initiative (HGI, Patient*innen aus dem Vereinigten Königreich wurden 

dabei ausgeschlossen) und der „broad respiratory phenotype“ Studie von 23andMe Inc.(105) 

ausgewertet.  

In dieser GWAS konnten insgesamt 7 Loci/SNPs identifiziert werden, welche ein signifikantes 

Ergebnis (p<10−8) aufwiesen. In der anschließenden Metaanalyse blieben 7 Loci/SNPs bestehen 

(siehe Tabelle 3). 
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Tabelle 3 Metaanalyse der überlappenden SNPs zwischen GenOMICC, HGI und 23andMe Studien [Auszug aus der Arbeit 
von „Genetic mechanisms of critical illness in COVID-19“, Tabelle 2 „Meta-analysis of overlapping SNPs between GenOMICC, 
HGI and 23andMe studies“ von Pairo-Castineira et al.(105)] 

SNP ORgcc CIgcc Pgcc ORmeta CImeta Pmeta Locus 
rs71325088 2.1 1.87–

2.43 
9.3 × 10−30 1.9 1.73–2 2.5 × 10−54 LZTFL1 

rs143334143 1.8 1.61–
2.13 

8.8 × 10−18 1.3 1.27–1.48 1.5 × 10−10 CCHCR1 

rs6489867 1.3 1.15–
1.37 

6.9 × 10−7 1.2 1.14–1.25 9.7 × 10−10 OAS1–
OAS3 

rs2109069 1.4 1.25–
1.48 

4 × 10−12 1.2 1.19–1.31 7 × 10−13 DPP9 

rs11085727 1.3 1.17–
1.4 

1.3 × 10−7 1.2 1.18–1.31 1.2 × 10−13 TYK2 

rs13050728 1.3 1.15–
1.38 

3 × 10−7 1.2 1.16–1.28 5.1 × 10−12 IFNAR2 

 

Die in der Tabelle 3 genannten Allele wurden im Anschluss von Pairo-Catineira et al. (105)  in der 

23andMe und COVID-19 Host Genetics Initiative validiert. Bis auf CCGCR1 konnten alle Loci 

reproduziert werden. In dieser Arbeit wurde trotzdem beschlossen alle 7 vorgeschlagenen 

Loci/SNPs auf mögliche Assoziation mit den mit der Methodik aus Abschnitt 3.5.1 gefundenen 

HLA-Allelen im Datensatz des 1000 Genom Projekt Konsortiums zu vergleichen, um potenzielle 

Haplotypen zu identifizieren.  Es wurde explizit dieser Datensatz gewählt, da sowohl Exomdaten, 

als auch HLA-Daten verfügbar waren. Gleichzeitig war dies der größte zum Zeitpunkt der Analyse 

verfügbare Datensatz, was eine höhere statistische Power gewährleistete. Das 

Koppelungsgleichgewicht wurde für alle SNPs 500 Kilobasenpaare vor und nach der Sequenz von 

signifikanten HLA-Risikoallelen (aus Abschnitt 3.5.1) berechnet.  

 

Außerdem konnte an einer Kohorte von 12 139 Teilnehmern des Unternehmens Genotek Ltd. 

(Moskau, Russland) HLA-C*04:01 im Hinblick auf ein erhöhtes Infektionsrisiko getestet werden. 

Hierbei waren 2 113 SARS-CoV-2 Fälle und 10 026 Kontrollen enthalten.  

Die gewonnenen Daten (Zeitraum November 2020 – April 2021) stammen von volljährigen 

Patient*innen welche nach mündlicher und schriftlicher Aufklärung zugestimmt haben Ihre DNA 

für wissenschaftliche Fragestellungen sequenzieren zu lassen. Die Sequenzierung fand mittels 

Illumina Infinium Global Screening Arrays statt. Genotek Ltd. sammelt und verwaltet genetische 

Datenbanken, um sie für Forschungsfragen zur Verfügung zu stellen. Es erfolgte eine 

Nachkontaktierung, um zu erfassen, ob eine COVID-19 Erkrankung vor oder nach der 
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Blutentnahme bestanden hat. Die Patient*innen bei welchen Daten zur COVID-19 Erkrankung 

erhoben wurden, bilden die hier untersuchte Kohorte.  

Mit den durch Genotek Ldt. zur Verfügung gestellten Daten fand eine Assoziationstestung von 

HLA-Allelen in Bezug auf das Erkrankungsrisiko statt. Als Kovarianten wurden hierfür die 

Parameter Geschlecht, Alter und BMI miteinbezogen. Eine Analyse hinsichtlich des klinischen 

Verlaufes ist nicht möglich, da die dafür notwendigen Parameter nicht vom Datensatz erfasst 

wurden. Es wurde eine logistische Regressionsanalyse durchgeführt angepasst an das Geschlecht, 

Alter und BMI.  

 

Zusätzlich wurden noch die Datensätze von Littera et. al. (106), der Severe COVID-19 GWAS 

Group, dem Ancestry EUR Register und der UK-Biobank, sowie der Host Genetics Intiative (HGI) 

miteinbezogen und in einer Metaanalyse miteinander verglichen.  

3.8 Literatursuche für Diskussion 
Für die Identifikation von relevanten Veröffentlichungen für die Diskussion wurden mehrere 

Plattformen mit unterschiedlichen Suchwörtern durchsucht. Alle frei verfügbaren Artikel in 

deutscher oder englischer Sprache kamen in Betracht. Folgende Suchbegriffe wurden in der 

PubMed Datenbank und Google Scholar in verschiedenen Kombinationen verwendet:  

• (SARS-CoV-2) AND (HLA) 

• (SARS-CoV-2) AND (GWAS) 

• (SARS-CoV-2[MeSH Terms]) AND (Humane Leukocyte antigen [MeSH Terms]) 

•  HLA-C*04:01 

• (SARS-CoV-2) AND (Sex) 

• CCHCR1 

• (SARS-CoV-2) AND (CCHRC1).   

 

Zusätzlich wurden auch Referenzen der gefundenen Artikel und als „Similar“ in PubMed 

angezeigte Publikationen durchsucht.  

Ziel der Literatursuche ist es die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse zu validieren und in 

den aktuellen Forschungskontext zu setzen.  
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4.Ergebnisse  

4.1 Populationsbeschreibung  

Insgesamt konnten 435 an SARS-CoV-2 erkrankte Patient*innen eingeschlossen werden. Die 

Anteile der Patient*innen im Gesamtdatensatz sind in Abbildung 4 dargestellt.  Im Datensatz 

waren Frauen mit 41% (n=179) und Männer mit 59% (n=256) repräsentiert, welche im Median ein 

Alter von 58 Jahren und einen BMI von 29 kg/m² aufwiesen (Abbildung 5). 40% (n=175) der 

Kohorte wurden auf einer Intensivstation versorgt, 29% (n=127) wurden intubiert. Die 

Patient*innen  hatten in ca. 1/4 der Fälle Diabetes Mellitus (Typ 1 oder 2) und/oder eine arterielle 

Hypertonie als Vorerkrankung. Insgesamt sind im direkten Zusammenhang mit COVID-19 6% 

(n=25) der Patient*innen verstorben.  

 

 
 
Abbildung 4 Zusammensetzung der Datensätze und ihre jeweiligen Einschlussorte 

 
Datensatz 1 setzte sich aus 135 Patient*innen zusammen, wobei auch hier Männer einen höheren 

Anteil beitrugen 67% (n=90). Sie waren im Median 60 Jahre alt und an übergewichtig (Median 

des BMI = 27 kg/m²). 53% der Patient*innen (n=72) litten an arteriellem Hypertonus und 27% 

(n=36) an Diabetes Mellitus Typ 1 oder 2. Die Aufnahmerate auf Intensivstation betrug 57% 

(n=77) mit einer Intubationsrate von 41% (n=56). Die Mortalität lag mit 13% (n=17) am höchsten 

von allen drei Datensätzen. 

 

Datensatz 2 enthält 153 Patient*innen in einem medianen Alter von 57 Jahren ähnlich den anderen 

beiden Datensätzen (siehe Tabelle 4). Der Anteil an Frauen liegt deutlich höher mit 54% (n=82). 

8% der Patient*innen wurden intensivmedizinisch versorgt (n=13) und intubiert 6% (n=10). Die 

Rate an Vorerkrankungen lag niedriger als in Datensatz 1 und 3.  15% (n=23) der Patient*innen 

hatten arterielle Hypertonie und 8% (n=13) Diabetes Mellitus Typ 1 oder 2. Der mediane BMI war 



44 

mit 28 kg/m² in allen Datensätzen ähnlich (siehe Tabelle 4). Die Mortalität lag mit 2% (n=3) im 

Datensatz 2 am niedrigsten. 

 

Datensatz 3 besteht aus 147 Patient*innen mit einem medianen Alter von 60 Jahren und 

überwiegend männlichem Geschlecht 65% (n=95). Der BMI entspricht ebenfalls einem 

Übergewicht mit einem Median von 29 kg/m². Ähnlich wie in Datensatz 1 (siehe Tabelle 4) war 

auch hier Diabetes Mellitus Typ 1 oder 2 (n=54, 37 %) häufig. Daten zur arteriellen Hypertonie 

lagen nicht vor. Mit einer Intensivstationären-Aufnahmerate von 58% (n=85) und einer 

Intubationsrate von 41% (n=61) ähnelt der Datensatz 3 in seiner klinischen Präsentation Datensatz 

1 (siehe Tabelle 4), wobei die Mortalitätsrate mit 3% (n=5) deutlich niedriger liegt.  

 

 
 
Abbildung 5 Geschlechts- und Altersverteilung und Body-Mass-Index in den verschiedenen Datensätzen  
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Tabelle 4 Patienteneigenschaften der verschiedenen Datensätze 
Besondere Aspekte sind dick hervorgehoben. Die Prozentzahlen beziehen sich auf die Gesamtheit des jeweiligen Datensatzes. 
Ergibt die Summe der Kategorie nicht 100% so waren die Werte nicht von allen Patienten verfügbar.  

 
 Datensatz 1 Datensatz 2 Datensatz 3 Total n (%) 

Geschlecht 
n (%) 

Männer 90 (66,7 %) 71 (46,4 %) 95 (64,6 %) 256 (58,8 %) 
Frauen 45 (33,3 %) 82 (53,6 %) 52 (35,4 %) 179 (41,2 %) 

Alter in Jahren  
Median (IQR) 60 (24) 57 (23) 60,5 (23,9) 58 (28,1) 

Body Mass Index 
 Median (IQR) 27,3 (7,55) 28 (6,23) * 29,5 (7,79) 28,8 (8,0) *  

Diabetes 
Mellitus 1&2 

n (%) 

Nein 98 (72,6 %) 122 (79,7 %) 88 (59,8 %) 308 (70,8 %) 

Ja 36 (26,8 %) 13 (8,5 %) 54 (36,7 %) 103 (23,7 %) 
Arterieller 

Hypertonus 
n (%) 

Nein 62 (45,9 %) 112 (73,2 %) Keine Daten 174 (40 %) 

Ja 72 (53,3 %) 23 (15,0 %) Keine Daten 95 (21,8 %) 
Koronare 

Herzkrankheit 
n (%) 

Nein 118 (87,4 %) 142 (92,8 %) 42 (28,6 %) 302 (69,4 %) 

Ja 17 (12,6 %) 11 (7,2 %) 6 (4,08 %) 34 (7,8 %) 
Behandlung 
auf Intensiv-

station 
n (%) 

Nein 58 (43,0 %) 140 (91,5 %) 62 (42,2 %) 260 (59,7 %) 

Ja 77 (57,0 %) 13 (8,5 %) 85 (57,8 %) 175 (40,2 %) 

Intubation 
n (%) 

Nein 79 (58,5 %) 143 (93,5 %) 86 (58,5 %) 308 (70,8 %) 
Ja 56 (41,5 %) 10 (6,5 %) 61 (41,4 %) 127 (29,2 %) 

Verstorben 
n (%) 

Nein 117 (86,7 %) 132 (86,3 %) 142 (96,5 %) 391 (89,9 %) 
Ja 17 (12,6 %) 3 (2,0 %) 5 (3,40 %) 25 (5,7 %) 

* Der BMI-Wert war für die Kohorte in Sevilla (Teil von Datensatz 2) nicht verfügbar und wurde somit in der Berechnung nicht 
berücksichtigt 

4.2 Identifikation von HLA-Risiko-Allelen 

HLA-Allele der Population: 
Die Allelfrequenzen zeigten keinen deutlichen Unterschied zwischen den einzelnen Datensätzen. 

Die Voraussetzung der Vergleichbarkeit ist somit durch ähnliche Allelfrequenzen gegeben. Die 

Übereinstimmung der Allelfrequenzen ist in Abbildung 6 dargestellt.  

 

 
Abbildung 6 Allelfrequenzvergleich innerhalb der Datensätze 
Blaue Punkte zeigen eine Übereinstimmung mit beiden Datensätzen, graue Punkte ein alleiniges Vorkommen im jeweiligen 
Datensatz. (Abbildung publiziert in der Publikation zu diesen Daten(107), Supplement Figure 1, übersetzt durch Autor) 
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Ergebnisse der einzelnen Datensätze:  

In den jeweiligen Datensätzen konnten insgesamt 804 unterschiedliche HLA-Allele identifiziert 

werden, welche in unterschiedlicher Allelfrequenz und Patientenzahl vorkamen. Die 

anschließende Einschränkung der Allele auf Varianten welche eine Frequenz von mindestens 5% 

haben und in mindestens 5 Patient*innen vertreten sind ergab 35 ausgewählte HLA-Allele.  Der 

Auswahlprozess ist in den Tabellen 5-7 dargestellt.   

 
Tabelle 5 HLA-Allele HLA-Klasse I in allen drei Datensätzen (DS) 
In Tabelle 5 ist keine Alpha-/Betakette für den Genort angegeben, da dies in der Nomenklatur von HLA-Klasse I Allelen nicht 
vorgesehen ist. (Zur einfacheren Vergleichbarkeit beider Tabellen wurde die Spalte beibehalten.)   

 

HLA-Klasse Lokus Alpha/Betakette 
Genort DS1 DS2 DS3 Ausgewählt 

HLA-Gene 
der Klasse 

1 

E  – – 7 0 
F  – – 5 0 
A  30 27 43 4 
B  48 43 81 2 
C  30 30 44 4 

HLA-Gene 
der Klasse 

1  
Pseudogene 

H  – – 13 0 
J  – – 2 0 
K  – – 4 0 
L  – – 3 0 
Total 108 100 202 10 

 

Tabelle 6 HLA-Allele HLA-Klasse II in allen drei Datensätzen (DS) 

HLA-Klasse Lokus Alpha/Betakette 
Genort DS1 DS2 DS3 Ausgewählt 

HLA-Gene 
der Klasse 

2 

DM A – – 3 0 
DM B – – 4 0 
DO A – – 3 0 
DO B – – 6 0 
DP A1 8 6 12 2 
DP B1 23 26 33 4 
DQ A1 15 15 20 6 
DQ B1 20 19 29 5 
DR A – – 3 0 
DR B1 36 32 43 5 
DR B3 7 6 6 2 
DR B4 3 3 – 0 
DR B5 5 3 5 1 
Total 117 110 167 25 
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Tabelle 7 HLA-Allele Gesamtsumme Klasse I und II in allen drei Datensätzen (DS) 

Gesamtsummation DS1 DS2 DS3 Ausgewählt 
Total 225 210 369 35 

 

4.3 Assoziation mit klinischem Verlauf und Vergleich 
Im Anschluss an die Identifizierung der 35 HLA-Allele (insgesamt 10 Loci) welche die 

Einschlussbedingungen erfüllen fand die statistische Analyse statt.  Hierbei wurde eine 

Assoziationstestung in Form eines linearen Modells durchgeführt.  

Für kategorische Variablen wie die Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Therapie und die 

Ereignisse Tod und Intubation wurde eine logistische Regression durchgeführt.   

Aufgrund der bereits in 3.1 beschriebenen unterschiedlichen Datenlage konnten im weiteren 

Verlauf nur die Ereignisse Intubation und Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Therapie als 

„Surrogat“-Parameter für einen schweren klinischen Verlauf genutzt werden. Die Verteilung 

dieser Parameter innerhalb der jeweiligen Datensätze ist in Abbildung 7 dargestellt.  

 

 
Abbildung 7 Behandlung auf Intensivstation (links) und Notwendigkeit einer Intubation (rechts), Vergleich der Datensätze 

 
In Tabelle 8 und 9 sind die Ergebnisse der Testung der 5 HLA-Allelvarianten mit den niedrigsten 

p-Werten in Bezug auf die Ereignisse Intubation und Notwendigkeit einer intensivmedizinischen 

Therapie dargestellt. Der p-Wert wurde mittels Bonferroni Methode bei multipler Testung 

korrigiert.  
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Tabelle 8 Assoziation von HLA-Allelen mit der Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Therapie (Tabelle verändert(107))  
Die Odds Ratio wurde immer mit einem 95% Konfidenzintervall angegeben. Ebenfalls galt für das relative Risiko ein 95% 
Konfidenzintervall. Die korrigierten p-Werte wurden mittels Bonferroni Korrektur berechnet. (Tabelle publiziert in der 
Publikation zu diesen Daten(107), Tabelle 2, übersetzt durch Autor). 

Allele 
Odds 
Ratio 
DS 1 

Odds 
Ratio 
DS 2 

Odds 
Ratio 
DS 3 

Odds 
Ratio 
Meta-

analyse 

Relatives 
Risiko p-Wert p-Wert* 

korrigiert 

HLA-C* 
04:01 

3.4  
[1.2 - 9.8] 

0.9  
[0.2 - 3.6] 

3.2  
[1.1 - 8.8] 

2.5  
[1.3 - 4.8] 

1.2  
[0.9 – 1.5] 0.0038 0.26 

DQA1* 
01:02 

0.8  
[0.3 - 1.7] 

5.2  
[1.5 - 18.4] 

0.6  
[0.3 - 1.3] 

0.9  
[0.6 - 1.6] 

1.1  
[0.8 – 1.4] 0.021 1 

HLA-C* 
06:02 

0.5  
[0.2 - 1.3] 

4.9  
[1.1 - 21.5] 

1.5  
[0.6 - 4.1] 

1.2  
[0.6 - 2.2] 

1.0  
[0.8 – 1.4] 0.022 1 

DRB1* 
15:01 

0.6  
[0.2 - 1.6] 

18.7  
[2.6- 135.9] 

0.7  
[0.2 - 2.1] 

1.0  
[0.5 - 1.9] 

1.1  
[0.8 – 1.5] 0.032 1 

HLA-C* 
07:02 

1.0  
[0.4 - 2.2] 

2.3  
[0.5 - 10.1] 

0.4  
[0.2 - 0.9] 

0.7  
[0.4 - 1.3] 

1.1  
[0.8 – 1.4] 0.063 1 

 

Tabelle 9 Assoziation von HLA-Allelen mit der Notwendigkeit einer Intubation (Tabelle verändert(107))  
Die Odds Ratio wurde immer mit einem 95% Konfidenzintervall angegeben. Ebenfalls galt für das relative Risiko ein 95% 
Konfidenzintervall. Die korrigierten p-Werte wurden mittels Bonferroni Korrektur berechnet. (Tabelle publiziert in der 
Publikation zu diesen Daten(107), Tabelle 2, übersetzt durch Autor). 

Allele Odds 
 Ratio  
DS 1  

Odds 
 Ratio  
DS 2 

Odds  
Ratio  
DS 3 

Odds 
Ratio 
Meta-

analyse 

Relatives  
Risiko 

p-Wert p-Wert* 
korrigiert 

HLA-C* 
04:01 

5.4  
[1.9-15.1] 

1.5  
[0.3 - 6.9] 

3.3  
[1.3 - 8.5] 

3.5  
[1.9-6.6] 

1.5  
[1.1 – 2.1] 

0.00011 0.0074 

DQA1* 
01:02 

0.7  
[0.3 - 1.5] 

3.8  
[1.0 - 15.0] 

0.5  
[0.2 - 1.2] 

0.8  
[0.5-1.3] 

1.0  
[0.7 – 1.4] 

0.018 1 

DQA1* 
01:01 

2.7  
[1.0 - 7.1] 

0.0  
[0.0 - Inf] 

1.6  
[0.5 - 4.7] 

2.1  
[1.0- 4.4] 

1.1  
[0.8 – 1.6] 

0.039 1 

DQA1* 
03:01 

2.0  
[0.7 - 6.2] 

0.7  
[0.1 - 6.1] 

2.1  
[0.9 - 5.0] 

1.9  
[1.0- 3.6] 

1.5  
[1.1 – 2.1] 

0.039 1 

HLA-A* 
03:01 

0.7  
[0.3 - 1.8] 

1.6  
[0.4 - 6.9] 

4.3  
[1.2- 14.9] 

1.4  
[0.7- 2.7] 

0.9  
[0.6 – 1.4] 

0.046 1 

 

Einzig das HLA-Allel HLA-C*04:01 blieb nach der Korrektur auf multiple Testung in Bezug auf 

das Ereignis einer Intubation signifikant bestehen (p-Wert adjustiert auf multiple Testung 

p=0,0074). Eine signifikante Assoziation mit der Notwendigkeit einer intensivstationären Therapie 

konnte nicht nachgewiesen werden (p=0,26).  

Wird nur die Assoziation zwischen dem Ereignis Intubation und dem HLA-C*04:01 Status 

verglichen so beträgt die Odds Ratio 2,9 mit einem 95%-Konfidenzintervall von 1,5-5,2 bei einem 

weiterhin signifikanten Ergebnis (p=0,02). Bei einer Durchführung der Metaanalyse ohne DS 2 
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betrug der p-Wert 0,025. Anhand der Population dieser Studie ergibt sich ein doppeltes Risiko für 

einen schweren Verlauf (Notwendigkeit einer Intubation) bei HLA-C*04:01 Trägern.  

In der Abbildung 8 sind alle Allele dargestellt mit ihrer jeweiligen Effektstärke.  

 

 
Abbildung 8 Darstellung der Assoziationsanalyse der HLA-Allele in Bezug auf die Parameter intensivstationäre Aufnahme 
und Intubationsnotwendigkeit.(107)  
Die vertikale rote Linie zeigt eine 5% Allelfrequenz und die horizontale rote Linie das Signifikanzniveau von 5% (nicht adjustiert 
auf multiple Testung). Die roten Linien symbolisieren somit die Einschlusskriterien, welche Allele erfüllen müssten, um in der 
statistischen Analyse betrachtet zu werden. Die Y-Achse gibt den negativen Logarithmus des p-Wertes des logistischen 
Regressionstests an und die X-Achse die Allelfrequenz. Die Punktgröße korreliert mit der Effektgröße der Log-Odds Ratios. 
(Abbildung publiziert in der Publikation zu diesen Daten(107), Figure 1, übersetzt durch Autor) 

Das HLA-Allel*C-04:01 kommt insgesamt bei 94 (21,6%) der Patient*innen in der Studie vor. 

Die Verteilung auf die Datensätze ist in Abbildung 9 dargestellt. Für jeweils 1 Patienten in DS1 

und 6 Patient*innen in DS2 war eine Bestimmung aufgrund einer zu geringen DNA-Menge in 

der Probe nicht möglich. Insgesamt entspricht dies einem Dropout von 1,6%.  

 

 
Abbildung 9 Vorkommen und Verteilung vom HLA-Allel-C*04:01 in den einzelnen Datensätzen 

 
Dreißig Prozent (n=38) der intubierten Patient*innen in dieser Studie sind Träger des Allels HLA-

C*04:01, von insgesamt 126 intubierten Studienteilnehmern. Dies entspricht einer Intubationsrate 

von 40% (n=38) bei Betrachtung aller HLA-C*04:01 Allelträger (Darstellung Abbildung 10). 
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Das HLA-C*04:01 Allel zeigte bei isolierter Betrachtung von Datensatz 1 und 3 ebenfalls eine 

signifikante Assoziation, wohingegen die isolierte Betrachtung von Datensatz 2 kein signifikantes 

Ergebnis ergab (Darstellung in Abbildung 10).  

 

 
Abbildung 10 Verteilung von HLA-C*04:01 in der Gesamtpopulation und den einzelnen Datensätzen 

 
Weitere Assoziationstestungen wurden mit den erhobenen Laborparametern (hochsensitives 

Troponin T (hs Troponin T) und C-reaktives Protein (CRP)) für Datensatz 1 und 2 (Verteilung in 

Abbildung 11 dargestellt) durchgeführt. Der Laborparameter CRP ist signifikant mit HLA-

C*04:01 assoziiert (p=0,021 im Wilcoxon Test), jedoch mit einer kleinen Effektstärke (r=0,2). Die 

Assoziationsanalyse von hochsensitivem Troponin T ergab keinen signifikanten Unterschied 

zwischen Allelträgern und Nicht-Allelträgern.   

Eine Berechnung für Datensatz 3 war nicht möglich, da keine Laborparameter verfügbar waren. 

Insgesamt war der Parameter hochsensitives Troponin T für 105 Patient*innen verfügbar und C-

reaktives Protein für 167 Patient*innen.  
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Abbildung 11 C-reaktives Protein (unten) und hochsensitives Troponin T (oben) in Abhängigkeit des HLA-Trägerstatus in 
den verschiedenen Datensätzen. ○ und * symbolisieren statistische “Outlier”. Ein ○ zeigt eine Lage von 1,5-3,0x des 
Interquartilabstandes (IQR). Ein * zeigt eine Lage von >3,0x des Interquartilabstandes. 

 
Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Patientengeschlecht und einem HLA-Allel konnte 

nicht festgestellt werden. Das weibliche Geschlecht wurde jedoch signifikant assoziiert mit 

besserem Outcome (weniger Intubationen). 

 

Affinitätsanalyse 
 
Die Affinitätsanalyse von HLA-Allel-C*04:01 ergab keine erhöhte Affinität zu Peptiden von 

SARS-CoV-2. HLA-C*04:01 war unter den Top 10 Allelen mit der niedrigsten Bindungsaffinität 
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in Bezug auf SARS-CoV-2 (Tabelle 10). Die Effektstärke der Affinitätsanalyse war mit keiner 

getesteten Variable (Intubation, Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Betreuung) assoziiert.  

 
Tabelle 10 Bindungsaffinitäten der einzelnen HLA-Allele mit Peptiden von SARS-CoV-2 in aufsteigender Reihenfolge. 
(Tabelle publiziert in der Publikation zu diesen Daten(107), Supplemental Table 7, Auszug übersetzt durch Autor). 

HLA-Allel Gebundene Peptide 
<50 mM (starke Bindung) 

Gebundene Peptide 
<500 mM (schwache Bindung) 

HLA-B*46:01 0 3 

HLA-B*52:01 0 4 

HLA-C*01:02 0 4 

HLA-B*14:03 0 5 

HLA-B*27:03 0 5 

HLA-B*82:01 0 5 

HLA-C*04:01 0 6 

HLA-B*58:02 0 7 

HLA-B*15:10 0 9 

HLA-B*51:08 0 11 

 

4.4 Vergleich der Kohorten unter Einbeziehung von Exomdaten 
 
Wie im Methodikteil (Abschnitt 3.6) beschrieben wurden die Analysen (Abschnitt 4.3) unter 

Einbeziehung der Exomdaten wiederholt. Für 53% (n=153) der Gruppenkohorte aus Datensatz 1 

und 2 waren Exomdaten verfügbar. Patient*innen für welche keine Daten verfügbar waren, wurden 

aus dieser Analyse ausgeschlossen.   

 

In der Hauptkomponentenanalyse für den Datensatz 1 und 2 wurde überprüft, ob Subpopulationen 

(s.g. Cluster) in der Population vorhanden sind. 

Die Hauptkomponentenanalyse der Einzelnukleotidpolymorphismen (Abbildung 12) und der 

anschließende T-Test (auf die ersten 2 Hauptkomponenten in Zusammenhang mit dem Ereignis 

Intubation oder der Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Therapie) ergaben kein 

signifikantes Ergebnis. Es besteht somit keine Assoziationen zwischen genetischen Substrukturen 

bei HLA-C*04:01 Träger*innen und den Ereignissen Intubation oder der Notwendigkeit einer 

intensivmedizinischen Therapie.  
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Abbildung 12 Hauptkomponentenanalyse mit Einzelnukleotidpolymorphismen.  
Die Abbildungen zeigen die Ergebnisse für Datensatz 1 und Datensatz 2. Jeder Datenpunkt entspricht einem/einer Patient*in. 
Eine Clusterbildung konnte nicht nachgewiesen werden. (Abbildung publiziert in der Publikation zu diesen Daten(107), 
Supplemental Figure 3, übersetzt durch Autor). 

 
Um das Ergebnis zu überprüfen, wurde die Analyse ohne statistische „Outlier“ aus der 

Hauptkomponentenanalyse wiederholt (13%, n=18). Der p-Wert war ohne besagte Patient*innen 

nicht signifikant. Die hierzu durchgeführte Hauptkomponentenanalyse ist in Abbildung 13 

dargestellt.   
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Abbildung 13 Hauptkomponentenanalyse mit Einzelnukleotidpolymorphismen.  
Die oberen Abbildungen zeigen die Ergebnisse für Datensatz 1 und die untere Abbildung zeigt die Ergebnisse für Datensatz 2. 
Jeder Datenpunkt entspricht einem/einer Patient*in. Eine Clusterbildung konnte nicht nachgewiesen werden. (Abbildung 
publiziert in der Publikation zu diesen Daten(107), Supplemental Figure 4, übersetzt durch Autor). 

Die in Abschnitt 4.3 durchgeführte Metaanalyse zwischen den Datensätzen wurde ebenfalls 

wiederholt.  Es wurden ausschließlich Patient*innen mit verfügbaren Exomdaten betrachtet, die 

keine statistischen „Outlier“ (Hauptkomponente 1 und 2) waren. HLA-C*04-01 war das einzige 

Allel mit signifikantem p-Wert.  

 

Die als Bravais-Pearson-Korrelationskoeffizient berechnete Effektstärke blieb vergleichbar mit 

der Effektstärke der primären Metaanalyse. In der Metaanalyse konnte mit den eingegrenzten 

Auswahlkriterien die Effektstärke mit r²=0.90 für das Ereignis Intubation und r²=0.87 für die 

Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Therapie ermittelt werden. Diese Werte sind nahe an 

den Effektstärken der Metaanalyse aller Patient*innen. Dieses Resultat stützt die Annahme, dass 

keine unerkannten genetischen Subpopulationen vorhanden sind.  Die Trendveränderung durch die 

eingeschränkten Auswahlkriterien ist in Abbildung 14 dargestellt.  
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Abbildung 14 Vergleich der Odds-Ratio zwischen der Metaanalyse von allen Patient*innen und der Metaanalyse ohne 
statistische „Outlier“. 
 Ein grüner Rahmen bedeutet den gleichen Trend in beiden Analysen. Ein roter Rahmen zeigt eine Unterscheidung des Trends. 
HLA-C*04-01 bliebt als einziges Allel in beiden Analysen signifikant. (Abbildung publiziert in der Publikation zu diesen 
Daten(107), Supplemental Figure 5, übersetzt durch Autor). 

 

KIR2DS4 

Die Assoziationstestung in Bezug auf das Vorhandensein vom KIR Polymorphismus KIR2DS4f 

und gleichzeitig der HLA-Variante HLA-C*04:01 war nicht durchführbar. Die Kombination war 

insgesamt nur bei 3 Patient*innen heterozygot und 1 Patient*innen homozygot zu finden. 

Aufgrund der niedrigen Patientenzahl konnte kein Zusammenhang zwischen KIR2DS4f und der 

Schwere des klinischen Verlaufs und HLA-C*04:01 untersucht werden.   

4.5 Vergleich der Kohorten mithilfe von Herkunft/Ethnizität 
Die Inzidenz der Erkrankung mit SARS-CoV-2 und die Allelfrequenzen unterscheiden sich 

abhängig von der Weltregion. Um diesen Aspekt näher zu untersuchen wurden, wie in Abschnitt 

3.5 beschrieben, die Herkunft und Ethnizität als Kofaktoren miteingeschlossen.  

 

In den Datensätzen waren unterschiedliche Herkunftsregionen und Ethnizitäten vertreten. Im 

Datensatz 1 war vor allem die kaukasische Herkunft vertreten. Die Assoziation von HLA-C*04:01 

mit dem Ereignis der Notwendigkeit intensivmedizinischer Therapie blieb ebenfalls nach der 

Hinzunahme des Kofaktors Ethnizität/Herkunft konstant. Die Verbindung zum Schweregrad der 

Erkrankung bestand in allen Subgruppen fort, wenn auch nur in der kaukasischen Herkunft ein 

signifikantes Ergebnis bestehen blieb. Dies ist vermutlich den stark unterschiedlichen 

Patientenzahlen in den jeweiligen Subgruppen geschuldet.  
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Insgesamt wurden alle HLA-C*04:01 Träger*innen (afroamerikanischer, spanischer oder 

kaukasischer Herkunft) auf einer Intensivstation behandelt. Es wurden alle afroamerikanischen, 

spanischen und 66% der kaukasischen HLA-C*04:01 Träger intubiert.   

Die mit HLA-C*04:01-Trägerstatus assoziierten Ereignisse Intubation und intensivmedizinische 

Therapie sind in Abbildung 15 für Datensatz 1 und Abbildung 16 für Datensatz 3 dargestellt. Für 

Datensatz 2 konnten keine ethnischen Daten ermittelt werden, sodass diese Kohorte von der 

Analyse ausgeschlossen wurde.  

 

 
Abbildung 15 Darstellung der Ereignisse Intubation und Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Therapie abhängig von 
der Herkunft in Datensatz 1. In der oberen Zeile ist die absolute Zahl in der unteren Zeile die Allelfrequenz angegeben. 
(Abbildung publiziert in der Publikation zu diesen Daten(107), Supplemental Figure 6, übersetzt durch Autor). 

 
Abbildung 16 Darstellung der Ereignisse Intubation und Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Therapie abhängig von 
der Herkunft in Datensatz 3. In der oberen Zeile ist die absolute Zahl in der unteren Zeile die Allelfrequenz angegeben. 
(Abbildung publiziert in der Publikation zu diesen Daten(107), Supplemental Figure 7, übersetzt durch Autor). 
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4.6 Assoziationen von HLA-Allelen, klinischem Verlauf und Viruskonzentration 
Für die Testung einer Assoziation zwischen HLA-Molekül und Viruskonzentration im 

nasopharyngealen Abstrich waren Daten von 65% (n=88) der Patient*innen aus Datensatz 1 

verfügbar. Die Assoziationsanalyse des Datensatzes 1 mit der Viruskonzentration eines 

nasopharyngealen Abstrichs (siehe Methodik 3.5.1) ergab keine Assoziation mit den Ereignissen 

Intubation oder Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Therapie.  

 

Ebenfalls wurde keine signifikante Assoziation mit einem anderen HLA-Allel gefunden, welches 

die Einschlusskriterien von 5% Allelfrequenz, ≥5 Allelträgern und Vorkommen in allen 

Datensätzen erfüllte. In der initialen Analyse zeigten 5 HLA-Allele eine Assoziation mit der 

Viruskonzentration. Diese war allerdings nach Korrektur für multiple Testung mittels Bonferroni 

Methode nicht signifikant (Tabelle 11). Das HLA-C*04:01 zeigte ebenfalls keine signifikante 

Assoziation (siehe Abbildung 17). 

 

 
Abbildung 17 Viruskonzentration (Anzahl an RNA Kopien im Abstrich) in Abhängigkeit vom HLA-Trägerstatus 
Ein nasopharyngealer Abstrich diente als Probenmittel und wurde mittels PCR ausgewertet. 
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Tabelle 11 HLA-Allele welche eine signifikante Korrelation mit der Viruskonzentration aufwiesen (ohne Korrektur für 
multiple Testung). (Tabelle publiziert in der Publikation zu diesen Daten(107), Supplemental Table 6, übersetzt durch Autor). 

HLA-Allel Allelfrequenz Trägeranzahl p-Wert 
unkorrigiert 

p-Wert 
korrigiert 

A*01:01 0.21 22 0.0062 0.73 

C*03:03 0.058 7 0.016 1 

B*15:01 0.086 10 0.018 1 

A*01:01 0.21 22 0.022 1 

DPB1*04:02 0.14 13 0.024 1 

DPB1*01:01 0.1 10 0.025 1 

A*11:01 0.083 10 0.03 1 

DRB5*02:02 0.26 6 0.042 1 

 
 

4.7 Vergleich der Daten mit genomweiten Assoziationsstudien 
Zusammenfassend wurde HLA-C*04:01 als Risikoallel für das Ereignis Intubation identifiziert. 

Es konnte keine Verbindung zu bestimmten Herkunftsregionen/Ethnizitäten oder der Viruslast aus 

einem Nasopharyngealabstrich ermittelt werden.  

 

Einzelnukleotidpolymorphismen als Indikator für HLA-C*04:01 

Um einen Zusammenhang zwischen dem Singlenucleotidepolymorphisms (SNPs) und der HLA-

C*04:01 Variante zu identifizieren wurde der Datensatz des 1000 Genom (1KG) Projekt 

Konsortiums(103) verwendet. Hierbei wurden die in Abschnitt 3.7 (Tabelle 3) genannten SNPs im 

Hinblick auf eine gemeinsame haplotypische Vererbung getestet.  

 

Eine haplotypische Vererbung mit HLA-C*04:01 lag nur für den Einzelnukleotidpolymorphismus 

rs143334143 (CCHCR1) vor, welcher in der GWAS von Pairo-Castineira et al.(105) identifiziert 

wurde (p= 8.8*10-18). Das Koppelungsungleichgewicht wurde hierbei mit einem D’ = 0.97 und 

einer Effektstärke von r2 = 0.77 charakterisiert. Dies erlaubt den Schluss das rs143334143 

(CCHCR1) als Indikator für das Vorhandensein von HLA-C*04:01 genutzt werden kann, da eine 

haplotypische Vererbung wahrscheinlich ist.  

 

Die im Kapitel 3.7 genannten Datensätze konnten nicht mittels CCHCR1 untersucht werden, da 

das Allel in DS1, DS2 und DS3 selten vorgekommen ist. In der Analyse des 1000 Genomes Projekt 
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Konsortiums Datensatzes konnte der Einzelnukleotidpolymorphismus rs5010528 als 

haplotypischer Indikator für HLA-C*04:01 mit einer Effektstärke von r²=0,966 und D‘=1 

identifiziert werden. Die Metaanalyse für den Schweregrad der Erkrankung wurde daraufhin mit 

diesem Indikator-SNP oder direkt mit HLA-C*04:01 durchgeführt.  Die Ergebnisse sind in 

Abbildung 18 dargestellt.   

 

 
Abbildung 18 Darstellung der Odds Ratio in Bezug auf die Schwere der Erkrankung bei HLA-C*04:01 positiven Patient*innen 
aus externen Datensätzen(107)   
Es wurde entweder HLA-C*04:01 oder der haplotypisch vererbte SNP s5010528 untersucht. Das 95-Konfidenzintervall ist 
angegeben als Rechteck, die Größe ist proportional zum Anteil der Gesamtkohorte. Die Einschlussgrenze ist als vertikale Linie 
eingezeichnet; für die darunterliegenden Kohorten wurden die HLA-Allele nicht untersucht. (KI = Konfidenzintervall). 
(Abbildung publiziert in der Publikation zu diesen Daten(107), Figure 3a, übersetzt durch Autor). 

    
Das erstellte lineare Paneldatenmodell zeigte kein signifikantes Ergebnis (p=0,458) in der 

Quantifizierung der Heterogenität I²=0%. Die Effektstärke beträgt z=3,44 und ist hochsignifikant 

(p<0, 001). Hieraus ist eine gute Vergleichbarkeit der einzelnen Studienergebnisse gegeben.  

Zusammenfassend bestätigt die Metaanalyse die Daten dieser Studie, wenn auch der Einfluss von 

HLA-C*04:01 in der Metaanalyse mit einer Odds Ratio von 1,1 (95%-Konfidenzintervall von 

1,04-1,17) geringer scheint, als in der vorliegenden Studienkohorte ermittelt.    

 

Risikosteigerung einer SARS-CoV-2 Infektion durch HLA-C*04:01 

Im Folgenden wurde an 12 139 Teilnehmern (2 113 COVID-19 Fälle und 10 026 gesunde 

Kontrollen) des Unternehmens Genotek Ltd. (Moskau, Russland) eine Assoziation zwischen HLA-

C*04:01 und dem Infektionsrisiko untersucht.  

 

Die Untersuchungskohorte bestand insgesamt aus 12 139 Teilnehmern, wovon 17% (n=2 113) eine 

SARS-CoV-2 Infektion durchgemacht hatten. Die Kohorte bestand dabei zu 52% (n=6 258) aus 

Frauen und wies ein medianes Alter von 34 Jahren auf. Der BMI lab bei 23,5 kg/m² (Median). Das 

HLA-Allel C*04:01 konnte in 13% (n=1 578) detektiert werden.  

 

Die mithilfe einer logarithmischen Regression durchgeführte Assoziationsanalyse ergab einen 

signifikanten Zusammenhang (p-Wert=0,005) zwischen dem HLA- C*04:01 und dem Risiko einer 
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Infektion mit SARS-CoV-2. Die Odds Ratio ergab einen Wert von 1,16. Somit ist HLA- C*04:01 

ein Risikofaktor für eine Infektion mit SARS-CoV-2.  

 

Im weiteren Verlauf wurde ebenfalls eine Metaanalyse mit den in 3.7 genannten Datensätzen 

durchgeführt. Hierbei wurde wieder der SNP rs5010528 oder direkt das HLA-Allel-C*04:01 in 

Bezug auf das Erkrankungsrisiko untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt.  

 

 
Abbildung 19 Darstellung der Odds Ratio in Bezug auf die Erkrankungswahrscheinlichkeit bei HLA-C*04:01 positiven 
Patient*innen aus externen Datensätzen(107)  
Es wurde entweder HLA-C*04:01 oder der haplotypisch vererbte SNP s5010528 untersucht. Das 95-Konfidenzintervall ist 
angegeben als Rechteck; die Größe ist proportional zum Anteil der Gesamtkohorte. Die Einschlussgrenze ist als vertikale Linie 
eingezeichnet, für die darunterliegenden Kohorten wurden die HLA-Allele nicht untersucht. (KI = Konfidenzintervall). (Abbildung 
publiziert in der Publikation zu diesen Daten(107), Figure 3b, übersetzt durch Autor).  

Das erstellte lineare Paneldatenmodell zeigte ein signifikantes Ergebnis (p=0,003) in der 

Quantifizierung der Heterogenität, I²=78%. Somit besteht ein beträchtliches Maß an Heterogenität 

zwischen den einzelnen Studien. Die Effektstärke beträgt z=4,34 und ist hochsignifikant 

(p<0,001). Ein erhöhtes Risiko von HLA-C*04:01 in Bezug auf das Erkrankungsrisiko blieb 

signifikant mit einer Odds Ratio von 1,06 (95%-Konfidenzintervall 1,04-1,09 und p<0,001) 

ebenfalls bestehen. Die Risikoerhöhung fällt hier jedoch geringer aus als in der vorliegenden 

Studienpopulation.  

5.Diskussion  

5.1 HLA-Typisierung & KIR2DS4 
Mithilfe der HLA-Typisierung konnte das HLA-Allel-C*04:01 als signifikanter Risikofaktor für 

die Notwendigkeit einer Intubation während einer SARS-CoV-2 Infektion identifiziert werden. In 

der vorliegenden Studienpopulation war eine Risikoerhöhung für einen schweren Verlauf mit 

Intubation vervielfacht für Allelträger mit einem OR von 3,5. Das breite 95%-Konfidenzintervall 

von 1,9-6,6 mahnt jedoch zur vorsichtigen Interpretation. Es ergibt sich wahrscheinlich aus einer 

großen Zahl an Kovarianten (Alter, Geschlecht, Ethnizität) in Bezug  auf eine dafür relativ niedrige 

Patientenzahl. Außerdem stellt HLA-C*04:01 ebenfalls einen Risikofaktor für eine Infektion mit 

SARS-CoV-2 dar. Der Einzelnukleotidpolymorphismus rs143334143 (CCHCR1) und rs5010528 

ist ein Indikator für das Vorhandensein des HLA-Allels-C*04:01. Die Resultate der analysierten 



61 

Studien haben ähnliche Allelfrequenzen (Abschnitt 4.2, Abbildung 6), sodass diese als 

gleichwertige genetische Populationen betrachtet werden können.  

 

HLA-C*04:01 konnte als Risikofaktor in der Mehrheit der Datensätze reproduziert werden. In 

Datensatz 1 und 3 konnte eine Assoziation zur Intubation festgestellt werden, in Datensatz 2 

hingegen nicht. Obwohl der Datensatz 2 mit 153 Patient*innen eine vergleichbare Größe zu den 

anderen beiden Datensätzen hatte (DS2 35,2% vs. DS1 31,0% vs. DS3 33,8%) wurden nur 10 

Patient*innen intubiert (8% aller intubierten Patienten) und 13 Patient*innen intensivmedizinisch 

behandelt (7% der Gesamtzahl an intensivmedizinisch behandelten Patient*innen). Die 

Allelfrequenz von HLA-C*04:01 betrug zwar 27,9% in Datensatz 2 (DS1 19,4% und DS3 18,4%), 

jedoch waren 54% der Gruppe weiblich (DS1 33% und DS3 35%). Der höhere Anteil an Frauen 

ist ein möglicher Faktor welcher den weniger schweren klinischen Verlauf mitbeeinflussen könnte. 

In der Arbeit von Peckham et. al. wurde das männliche Geschlecht als Risikofaktor für einen 

schweren klinischen Verlauf und Aufnahme auf Intensivstation identifiziert(108).  

Wie Takahashi et al. (109) in ihrer Arbeit „Sex differences in immune responses that underlie 

COVID-19 disease outcomes“ zeigten, besteht ein erheblicher Unterschied in der Immunantwort 

und deren prädiktiver Bedeutung zwischen Männern und Frauen bei Infektionen mit SARS-CoV-

2. Beispielsweise findet man bei Männern eine höhere Konzentration an Zytokinen (Interleukin-8 

und -18) sowie Monozyten, während Frauen eine höhere Rate an aktivierten T-Zellen aufweisen. 

Eine hohe Zytokinkonzentration ist vor allem bei Frauen mit einem schlechteren Outcome 

assoziiert. Bei Männern konnte keine Assoziation zwischen Zytokinkonzentration und Outcome 

identifiziert werden. Eine niedrige Konzentration an aktivierten T-Zellen ist vor allem bei Männern 

mit einem erhöhten Risiko für ein schlechtes Outcome verbunden. Bei Frauen ist jedoch keine 

solche Assoziation zu finden. Eine geschlechtsspezifische Betrachtung ist somit notwendig, um 

die unterschiedlichen immunologischen Mechanismen zu identifizieren.  

 

Der genaue Mechanismus der unterschiedlichen Immunantwort ist noch Gegenstand der 

Forschung. Allein das Vorhandensein von verschiedenen immunologischen Reaktionen abhängig 

vom Geschlecht ist eine mögliche Erklärung für einen Unterschied im klinischen Verlauf. 

Zahlreiche weitere Studien (110-112) beschreiben beobachtete geschlechtsassoziierte Unterschiede 

wie z.B. hormonregulierte Genexpression des ACE-Rezeptors bei COVID-19.  Risikofaktoren wie 

z.B. Vorerkrankungsraten an kardiovaskulären Erkrankungen unterscheiden sich ebenfalls 

zwischen den Geschlechtern und bekräftigen die Bedeutung der Betrachtung von 

Geschlechtsanteilen bei Aussagen zu klinischen Verläufen(110-112).   
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Neben dem Geschlecht, den klinischen Umständen und Vorerkrankungen muss die Testpopulation 

an sich als Einflussfaktor betrachtet werden. Es konnten nur HLA-Allele untersucht werden, 

welche bei der untersuchten Gruppe mit einer Allelfrequenz von Mindestens 5% vorkommen. Die 

Allelfrequenz von dem HLA-Allel-C*04:01 liegt in Deutschland bei ca. 13%, der Schweiz ca. 16% 

und Spanien ca. 15%. In Teilen von China liegt die Allelfrequenz bei 6%. Für Einwohner in 

Deutschland türkischer Ethnizität, wurde die Allelfrequenz mit bis zu 19% beschrieben(113). Die 

Allelfrequenz ist ein entscheidendes Maß, da diese eine Gewichtung für die Relevanz der hier 

beschriebenen Aussagen darstellt.   

 

Bisherige Studien haben unterschiedliche HLA-Risikoallele identifiziert, während manche Studien 

keine Assoziation von HLA-Allelen mit klinischem Verlauf identifizieren konnten(114-118). Für die 

Erfassung der Fragestellung wurden dabei unterschiedliche Methoden wie Genome Wide 

Association Studies (GWAS) und HLA-Typisierungen genutzt. Die unterschiedliche Methodik 

könnte zu heterogenen Ergebnissen beitragen. Das hier beschriebene HLA-Allel C*04:01 wurde 

wenige Monate nach der Publikation der Daten (107) in weiteren Studien als potenzieller 

Risikofaktor reproduziert (117, 119). Die Vermutung über eine Risikoveränderung durch den 

Trägerstatus von HLA-C*04:01 war hierbei bereits in einer sardinischen randomisiert 

kontrollierten Studie (RCT) Ende 2020 geäußert worden. Eine höhere Frequenz von HLA-C*04:01 

in COVID-19 Fällen wurde beschrieben. Eine Bezugnahme zur Schwere des klinischen Verlaufes 

erfolgte hierbei nicht (118).   

 

Hovhannisyan et al. (117) reproduzierten an einer Kohorte aus armenischen Patient*innen HLA-

C*04:01 als Risikoallel für einen schweren COVID-19 Verlauf. Als schwerer COVID-19 Verlauf 

wurde hierbei die Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Behandlung und/oder 

Sauerstoffgabe und/oder Ventilation definiert. Es wurden 299 COVID-19 Patient*innen mit 2 781 

Kontrollen verglichen. 122 Patient*innen gehörten zur Gruppe mit schwerem klinischem Verlauf. 

Es konnte eine zur vorliegenden Arbeit vergleichbare signifikante (p<0.021) Odds Ratio von 1.73 

(95% Konfidenzintervall 1.20-2.39) ermittelt werden.  Zudem wurde in der gesunden Kohorte  

HLA-C*04:01 signifikant seltener detektiert. Die in Abschnitt 4.7 beschriebene Risikoerhöhung 

für eine Infektion mit SARS-CoV-2 bei HLA-C*04:01 Trägern fand sich in der Studie von 

Hovhannisyan et al. wieder.  Das genaueste Modell zur Unterscheidung von symptomatischen und 

asymptomatischen COVID-19 Infektionen enthielt die Variablen: Alter, Geschlecht, Alter-

Geschlecht Interaktion und HLA-C*04:01 Status. Vor allem weibliches Geschlecht und hohes 
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Alter (>65 Jahre) in Kombination mit HLA-C*04:01 schien einen schwereren klinischen Verlauf 

zu begünstigten. Bei Männern war der Effekt schwächer ausgeprägt. Zusätzlich konnte in dieser 

Studie HLA-B*51:01 als protektiver Faktor gegen einen schweren COVID-19 Verlauf identifiziert 

werden. 

Diese Daten stehen im Kontrast zu Datensatz 2 welcher einen höheren Frauenanteil hatte und 

gleichzeitig einen besseren klinischen Verlauf (niedrige Mortalität, Intubations- und 

Intensivaufnahmerate). In DS2 waren HLA-C*04:01 positive Frauen deutlich jünger mit 51 

Lebensjahren (Median), wohingegen HLA-C*04:01 positive Männer mit 60 Lebensjahren 

(Median) älter waren. Die Risikokonstellation von HLA-C*04:01 positivem Trägerstatus, hohem 

Alter (>65 Jahre) und weiblichem Geschlecht war somit nicht mehr gegeben, weswegen die 

Risikoerhöhung ausgeblieben sein könnte.  

 

Ellinghaus et. al(116) hat in seiner Untersuchung von 1 610 SARS-CoV-2 Infizierten in Italien und 

Spanien eine genomweite Assoziationsstudie durchgeführt und dabei keine signifikanten 

(P<1×10−5) Einzelnukleotidpolymorphismen gefunden. Diese Publikation steht im Gegensatz zu 

anderen Publikationen (114, 116, 117, 119), welche unterschiedliche HLA-Risikoallele z.B. HLA-

DRB1*15:01, HLA-DQB1*06:02, HLA-B*27:07 aufführten. Eine mögliche Ursache für diese 

Diskrepanz ist die unterschiedliche Definition des Signifikanzniveaus. Aufgrund der Anzahl der 

getesteten Variablen bei der Methode von genomweiten Assoziationsstudien ist das 

Signifikanzniveau deutlich niedriger gewählt als bei Datensätzen mit deutlich kleinerer Menge an 

getesteten Variablen. Unter Umständen ist eine HLA-Assoziation, welche Einfluss auf eine SARS-

CoV-2 Infektion hat, nicht häufig genug in einer Population vertreten, sodass diese in einer GWAS 

nicht als signifikant erkannt wird.  Trotzdem liefert GWAS Studien wie die von Ellinghaus et. 

al(116) einen Hinweis, dass einzelne HLA-Allele nicht die einzigen bzw. führenden Einflüsse im 

klinischen Verlauf von SARS-CoV-2 darstellen könnten.  

 

In der Arbeit von Novelli et al. (116) wurde ein Zusammenhang zwischen der Anfälligkeit für eine 

SARS-CoV-2 Infektion in Italien an einer Kohorte von 99 Infizierten und 1 017 Kontrollen 

beschrieben. Hierbei wurde festgestellt, dass bestimmte Haplotypen mit den HLA-Allelen HLA-

DRB1*15:01, HLA-DQB1*06:02 und HLA-B*27:07 ein erhöhtes Risiko für einen schweren 

SARS-CoV-2 Verlauf haben. Das häufigere Vorkommen dieser Haplotypen in bestimmten 

geografischen Gebieten liefert mögliche Erklärungen für lokale Hotspots mit schweren klinischen 

Verläufen.   
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Das HLA-Allel-C*04:01 ist hierbei mit einer Frequenz von 19,70% vorgekommen und ergab keine 

signifikante Assoziation. Eine mögliche Ursache hierfür ist die Einteilung der Testgruppen. Es 

wurden Patient*innen betrachtet welche einen schweren Verlauf, d.h. Notwendigkeit einer 

nichtinvasiven Ventilation (Beatmung mit continuous positive airway pressure) und einem sehr 

schweren Verlauf, d.h. Notwendigkeit einer invasiven Beatmung (Intubation, Tracheotomie) 

zeigten. Hierbei ist anzumerken, dass die Wahl der Beatmungsmethode sowohl von 

unterschiedlichen Verfahrensanweisungen/Leitlinien wie auch der individuellen klinischen 

Situation des/der Patient*in und Erfahrung des behandelnden Arztes abhängt. Neben der kleinen 

Studienkohorte ist dies ein möglicher Grund für unterschiedliche Ergebnisse.  

 

Eine weitere Arbeit aus China von Wang und Kollegen(114) verglich 82 Infizierte mit 3 548 HLA-

typisierten Kontrollen. Ziel der Arbeit war es ein HLA-Risikoallele für eine SARS-CoV-2 

Infektion zu identifizieren. In der Arbeit kommen die Autoren zu dem Ergebnis, dass HLA‐

C*07:29 und HLA-B*15:27 mit COVID-19 assoziiert sein könnten. Das Allel HLA‐C*07:2 war 

jedoch nur 1-mal in der Kohorte vertreten und ist somit vorsichtig zu interpretieren, darauf wird in 

der Publikation hingewiesen.  HLA-B*15:27 kam insgesamt 8-mal in der Kohorte vor und stellt 

mit einer Frequenz von 4,8% und einem p-Wert < 0,001 ein belastbares Ergebnis dar. Das HLA-

Allel-C*04:01 kam mit einer Frequenz von 8,54% in der COVID-19 Gruppe vor und 5,49% in der 

Kontrollgruppe und ergab kein signifikantes Ergebnis (p=0,132).  

 

Zusammenfassend kann berichtet werden, dass die Datenlage zur Rolle von HLA-Allelen bei der 

Infektion und dem Einfluss auf den klinischen Verlauf sehr heterogen ist. Eine große Kohorte mit 

homogener ethnischer Struktur wäre notwendig, um belastbare Ergebnisse zu erzielen. Somit 

ähnelt SARS-CoV-2 seinem Vorgänger SARS-CoV-1 bei welchem ebenfalls in einigen Studien 

potenzielle Risikoallele identifiziert werden konnten, die Studienergebnisse jedoch sehr heterogen 

waren wie die Übersichtsarbeit von Yuan et. al.(120) gezeigt hat.   

In dieser Arbeit konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen HLA-C*04:01 und dem 

Ereignis Intubation gefunden werden, jedoch kann das HLA-Allel nicht alleinig für einen derart 

schweren klinischen Verlauf verantwortlich gemacht werden. Obwohl der Anteil an intubierten 

Patient*innen in der Gruppe von HLA-C*04:01 positiven Patient*innen deutlich größer war als in 

der Gruppe ohne betreffendes HLA-Gen (40.4% und 26,4%) sind 59,6% der Patient*innen welche 

das HLA-C*04:01 Allel trugen nicht intubiert worden. Trotzdem scheint das Ergebnis zumindest 

teilweise Relevanz zu besitzen da es in mehreren GWAS validiert werden konnte, welche mit der 

Methodik dieser Arbeit vergleichbar sind (I²=0% für Schwere des klinischen Verlaufes). Die 
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signifikante Korrelation mit der steigenden Höhe des Laborparameters C-reaktives Protein ist 

ebenfalls ein Hinweis für einen schweren Verlauf bei Allelträgern. Ob die Anzahl an Allelen eine 

Rolle für den klinischen Verlauf spielt (heterozygote vs. homozygote Träger) konnte aufgrund der 

sehr kleinen Anzahl an homozygoten Allelträgern nicht untersucht werden.   

Die Daten weisen darauf hin, dass das HLA-System eine wichtige Rolle im klinischen Verlauf 

spielt oder ein direkter Surrogatparameter für einen bis dato unbekannten Einflussfaktor ist.   

 

Das HLA-Allel-C*04:01 ist bereits bekannt für seine Rolle beim Humanen Immundefizienz Virus 

(HIV). Hierbei wird das Vorliegen von HLA-C*04:01 mit einer hohen Viruslast und einer 

schlechten Krankheitskontrolle (therapieresistente Suppression der Viruslast) assoziiert. Das Allel 

ist mit einer beschleunigten Entwicklung von AIDS definierenden Erkrankungen in der 

kaukasischen Bevölkerung verbunden (121).  Dieser Effekt wird bei dem Vorliegen des 

dazugehörigen Killerzellliganden KIR2DS4f zusätzlich noch verstärkt wie in der Arbeit von 

Olvera et al.(83) gezeigt werden konnte. Wobei dieser Effekt bei der Vererbung im Sinne eines 

Haplotypen mit anderen HLA-Allelen zunimmt, welche ebenfalls ein additives Risiko für eine 

schwer verlaufende HIV-Infektion darstellen. Der Effekt der Risikoerhöhung durch das Vorliegen 

des Killerzellliganden KIR2DS4f konnte bei SARS-CoV-2 nicht untersucht werden. Die Zahl an 

Patient*innen welche KIR2DS4f aufwiesen (n=4) war zu gering, sodass keine statistische Testung 

möglich war.  

 

In dieser Arbeit konnte der Zusammenhang zwischen der Viruslast im Nasopharyngealabstrich 

und klinischen Parametern nicht bestätigt werden. Dieser Aspekt ist jedoch nicht eindeutig 

belastbar, da sowohl technische Einflussfaktoren wie Genauigkeit der Abstrichentnahme und 

Entnahmemedium z.B. Tupferart, wie auch patientenindividuelle Faktoren wie die 

Krankheitsphase unbekannte Einflüsse auf das Ergebnis haben könnten.  

Wie in der Arbeit von Singanayagam et al.  (122)gezeigt, verändert sich die Konzentration von 

SARS-CoV-2 Viren im Nasopharyngealabstrich abhängig von der Dauer der Erkrankung. Die in 

Datensatz 1 gemessen Viruskonzentrationen waren möglicherweise von Patient*innen zu einem 

Zeitpunkt entnommen, zu welchem nicht mehr das Maximum ihrer Viruskonzentration vorlag, da 

der Zeitpunkt der Probenentnahme nicht standardisiert war. Die Immunantwort könnte bereits 

eingesetzt haben, wodurch ein Abfall der Viruslast begann. Der Entnahmezeitpunkt war nicht in 

allen Fällen klar zuzuordnen.  Prinzipiell konnte  in der Literatur eine höhere Viruslast mit einem 

schweren Krankheitsverlauf assoziiert werden. Das Team von Liu et al. (123) beschrieb in ihrer 

Arbeit von 76 COVID-19 Patient*innen aus Nanchang, China, eine 60-fach höhere Viruslast bei 
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schweren klinischen Verläufen (respiratorische Erschöpfung, periphere Sauerstoffsättigung unter 

93%, Horowitz Index unter 300 mmHg) im Vergleich zu milden Verläufen. Die Viruslast scheint 

nach den Analysen aus Abschnitt 4.6 ein unabhängiger Faktor für einen schlechten Verlauf zu sein, 

der nicht primär im HLA-Typ des/der Patient*innen begründet ist, sofern die Abstrichdaten als 

belastbar angesehen werden. Zu einer möglichen höheren maximalen Viruskonzentration bei 

HLA-C*04:01 Trägern kann im Rahmen dieser Arbeit keine Aussage getroffen werden.   

 

In der Affinitätsanalyse zeigte sich, dass HLA-C*04:01 eine der niedrigsten Bindungsaffinitäten 

unter den HLA-Allelen zu SARS-CoV-2 Peptiden hatte. Dies könnte einen möglichen Hinweis auf 

einen pathologischen Zusammenhang liefern. Der HLA-Lokus-C ist Bestandteil der HLA-Gen 

Klasse 1, welche für die MHC Typ 1 Moleküle codiert. Diese fast ubiquitär vorkommenden 

Rezeptoren sind eine essenzielle Verbindungsstelle für die erworbene Immunantwort, v.a. für die 

T-Killerzellen (CD-8 positive T-Zellen). T-Killerzellen sind maßgeblich an der Abwehr 

intrazellulärer, d.h. auch viraler Erreger wie SARS-CoV-2, beteiligt. Sie sind in der Lage befallene 

Zellen direkt zu lysieren und somit potenzielle Pathogene zu eliminieren (71). Eine niedrige 

Bindungsaffinität könnte mit einer niedrigen Präsentationsfähigkeit für das betroffene Antigen 

zusammenhängen, wodurch eine adäquate Immunantwort ausbleiben würde.  

In der Arbeit von Iturrieta-Zuazo et al.(124) wurden 66 verschiedene HLA-Klasse 1 Allele auf ihre 

Affinität zu Peptiden von SARS-CoV-2 und deren Assoziation mit der Schwere des klinischen 

Verlaufes untersucht. Insgesamt wurden in der spanischen Studie 45 Patient*innen in die Kohorte 

eingeschlossen. Hierbei zeigte sich eine signifikante Assoziation zwischen einem milden 

klinischen Verlauf und einer hohen Anzahl durch HLA-Rezeptoren gebundener SARS-CoV-2 

Peptide. Die Assoziation mit spezifischen Loci und Genotypen zeigte keine signifikanten 

Ergebnisse, dennoch postulieren die Autoren einen möglichen Trend in ihren Daten. Das in dieser 

Arbeit im Mittelpunkt stehende HLA-Allel-C*04:01 war in der Studie mit n=7 vertreten und zeigte 

ebenfalls eine niedrige Bindungsaffinität zu SARS-CoV-2 Peptiden. Weitere Studien in Bezug auf 

die prognostische Bedeutung der Fähigkeit Peptide von SARS-CoV-2 durch HLA-Allele zu 

binden sind notwendig. Ein Zusammenhang kann vermutet werden, da bereits bei anderen Viren 

z.B. Gelbfieber und dem Dengue Virus bekannt ist, dass die HLA-Bindungsaffinität eine Relevanz 

für den klinischen Verlauf hat(125). 

5.2 Diskussion von HLA-Allelen und GWAS-Studien 

Die signifikante Assoziation zwischen dem HLA-Allel-C*04:01 und einem erhöhten 

Infektionsrisiko stellt einen wichtigen Anhaltspunkt für die Bedeutung der HLA-Allele dar. Eine 

erfolgreiche Infektion und Ausbreitung des Virus stellt die obligatorische Grundlage für einen 
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schweren klinischen Verlauf dar. Es ist unklar, welcher Pathomechanismus hinter den in der 

Literatur sehr unterschiedlich beschriebenen HLA-Risikoallelen für eine Sars-CoV-2 Infektion 

steckt. Ein Einfluss von HLA-Allelen auf das Risikoprofil und die Immunabwehr bei SARS-CoV-

2 Infektionen als eine der zentralen genetischen Instanzen des Immunsystems wird jedoch 

angenommen(126, 127).  

 

Mithilfe der Arbeit von Pairo-Catineira et al. (105)  und den in seiner Arbeit gefundenen 

Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) konnte mit dem SNP im CCHCR1-Gen (SNP: 

rs143334143) ein Indikator für das Vorliegen des HLA-C*04:01 Allels gefunden werden. Das 

SNP wurde hierbei durch Pairo-Catineira et al. als zweitschwerstes SNP identifiziert, welches mit 

einem schweren COVID-19 Verlauf assoziiert ist. Das Gen „Coiled-Coil alpha-Helical Rod 

protein 1“ (CCHCR1) befindet sich auf dem Chromosom 6, wie auch die meisten HLA-Gene und 

ist ein codierendes Gen(128). 

In vergangenen Arbeiten konnten mit dem CCHCR1 Gen zahlreiche Funktionen assoziiert werden. 

Es ist an der Regulation des Zytoskeletts, von „Adherens“- und „Tight-Junctions“ beteiligt und 

steht in enger Beziehung zur Differenzierung der Keratinozyten. Es befindet sich innerhalb des 

Major Psoriasis Suceptibility Lokus (PSORS1) und stellt einen Einflussfaktor auf den 

Krankheitsverlauf und die Krankheitsentwicklung der Psoriasis dar (129, 130).   

In der Arbeit von Ghandhi et al. „Psoriasis-associated genetic polymorphism in North Indian 

population in the CCHCR1 gene and in a genomic segment flanking the HLA-C region“ (131)  wird 

außerdem eine enge Beziehung zwischen Polymorphismen des CCHCR1 Gens und Genen/Allelen 

des HLA-C Lokus beschrieben. Diese bereits bekannte Beziehung bei dem Krankheitsbild der 

Psoriasis bestätigt die tatsächliche Existenz der Möglichkeit einer haplotypischen Vererbung des 

HLA-C*04:01 Allels mit einem Polymorphismus des CCHCR1 Genes und einen Einfluss auf den 

Krankheitsverlauf bei SARS-CoV-2. 

 

In diesem Fall stellt sich jedoch die Frage welches Gen bzw. Allel die pathomechanistische 

Ursache darstellt und welches Gen nur ein Indikator oder „Bystander“ hiervon ist. Das HLA-

System steht in direkter Beziehung zum Immunsystem und legt somit die Vermutung nahe, dass 

es sich bei den identifizierten HLA-Risikoallelen eher um den ursächlichen genetischen Faktor 

handelt, und der CCHCR1 Polymorphismus am ehesten ein assoziierter „Bystander“ ist.  

 

Das als Indikator für HLA-C*04:01 identifizierte SNP rs5010528 ist in der Literatur wenig 

vorbeschrieben und steht bis dato in keinem Zusammenhang zu COVID-19. Das SNP wird in 
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Zusammenhang mit toxischer epidermaler Nekrolyse oder Nepavirin-Hypersensitivität bei HIV-

Patient*innen in Zusammenhang gebracht. Es scheint im engen Zusammenhang zum HLA-System 

v.a. zum Isotyp C zu stehen.  

5.3 Fazit und Einordnung der Arbeit  
Diese Arbeit beschäftigte sich mit genetischen Risikofaktoren für einen schweren klinischen 

Verlauf, d.h. Notwendigkeit einer invasiven Beatmung (Intubation) oder einer 

intensivmedizinischen Therapie bei SARS-CoV-2 Infektionen. Der Bearbeitungszeitraum dieses 

Projektes begann im März 2020 als noch keine genauen Daten über genetische 

Risikokonstellationen bekannt waren. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte für das HLA-Klasse I Allel im Lokus C*04:01 auf Chromosom 

6 ein signifikanter Zusammenhang zum schweren klinischen Verlauf, d.h. Notwendigkeit einer 

invasiven Beatmung (Intubation), nachgewiesen werden.  Es wurden insgesamt 435 Patient*innen 

eingeschlossen.  

 

Mit Abschluss dieser Arbeit (Mitte 2021) reihen sich die hier dargestellten Ergebnisse in einen 

größeren Zusammenhang mit bereits publizierten großen GWAS Studien (siehe Abschnitt 5, 

Diskussion) ein und tragen somit bei den Pathomechanismus und die Entstehung von individuellen 

Risikokonstellationen besser zu verstehen.  

 

Ein direkter Zusammenhang des HLA-Systems mit der Viruskonzentration eines 

nasopharyngealen Abstriches, der Herkunft/Ethnizität der Patient*innen oder der 

Bindungsaffinität und dem klinischen Verlauf konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden.  

5. 4 Stärken und Limitationen der Arbeit  
Diese Arbeit analysierte mehrere hundert Patient*innen und stellt somit ein breites Spektrum an 

klinischen Verläufen bei COVID-19 in einer breiten Patientenpopulation dar. Die unterschiedliche 

Herkunft der Proben in der initialen Analyse (Deutschland, Spanien, Schweiz) ermöglichte auch 

ein breites genetisches Spektrum. Durch die Unterrepräsentation von spezifischen HLA-Allelen 

konnte deren Einfluss nicht untersucht werden. Um die für eine Allelanalyse geringe Patientenzahl 

zu kompensieren, wurde die Bedingung gesetzt, dass die Allelfrequenz mindestens 5% betragen 

muss und 5 Allelträger in der Gesamtkohorte vorhanden sein müssen. Diese Grenzsetzung, sowie 

das festgelegte Signifikanzlevel von 5% stellen selbstverständlich potenzielle Einschränkungen 

dar. Vor allem sehr selten vertretene Allele könnten in ihrer Bedeutung unterschätzt werden.  
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Die Studie für dieses Projekt begann im März 2020 zu einem Zeitpunkt zu welchem medizinische 

und personelle Ressourcen sich weltweit auf die akute Patientenversorgung oder deren 

Vorbereitung konzentrierten.  Um Daten zu gewinnen und Erkenntnisse zu ermöglichen musste 

zeitnah ein Studienkonzept aufgestellt und umgesetzt werden. Aufgrund der dynamischen Lage 

war es nicht überall möglich alle wünschenswerten Daten zu erheben, sodass die Analysen 

schlussendlich auf den tatsächlich vorhandenen Datensatz angepasst werden mussten.  

Durch die multizentrische Rekrutierung waren die biologischen Proben unterschiedlichen 

Bedingungen und Transportwegen ausgesetzt. Verschiedene Probentypen (Vollblut, Buffy Coats 

und PBMCs) ermöglichten einerseits eine sicherere genetische Grundlage, da ein 

„Escapephänomen“ durch die Wahl des Mediums unwahrscheinlicher wurde, gleichzeitig trugen 

sie zu einer möglichen heterogenen Variable bei. Eine Vorbestimmung des Probentyps hätte 

gleichzeitig den Verlust von zahlreichen Patient*innen bedeutet, da die Partnerzentren vor 

Initiierung dieser Studie bereits mit der Probensammlung begonnen hatten(132). 

Die notwendigen Mindestvolumina für die HLA-Typisierung und Exomsequenzierung bewirkte 

eine geringe Reduktion der Patientenzahl (7 Patient*innen). Eine bei diesen 7 Patient*innen 

vorliegende schwere Leukozytopenie erklärt am ehesten die niedrige Konzentration der 

extrahierten DNA.  

 

Nicht zuletzt stellen die teilnehmenden Kliniken einen relevanten Einflussfaktor dar. Abhängig 

von dem Versorgungslevel der Klinik (periphere Klinik vs. Maximalversorger) sind 

unterschiedliche Anteile an klinischen Verläufen in den jeweiligen Zentren vertreten. 

 

Der Vergleich mit anderen Studien birgt ebenfalls teilweise Risiken aufgrund von verschiedenen 

Testkohorten. In vielen Studien wird der Vergleich zwischen COVID-19 Patient*innen und 

gesunden Proband*innen beschrieben. In dieser Arbeit wurden COVID-19 Patient*innen in Bezug 

auf klinischen Verlauf miteinander verglichen.  
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6. Anhang  
Folgende Kategorien wurden im Rahmen der Studie erhoben:  

• Allgemeine Daten: Geschlecht, Alter, Größe, Gewicht, BMI 

• Symptombeginn-Datum, Vorstellungsdatum, Hospitalisierung, Dauer der Hospitalisierung 

• Vorerkrankungen und Risikofaktoren (Diabetes, Hypertonie, Koronare Herzkrankheit, 

Nikotinabusus, chronische Infektionen, Autoimmunerkrankungen, Immunsuppression) 

• Klinischer Verlauf (Intensivmedizinische Therapie, Intubation, Tod) 

• Laborparameter (Leukozyten, Erythrozyten, Hämoglobin, Hämatokrit, Thrombozyten, 

Lymphozyten, Procalcitonin, CRP, Troponin T/I, Troponin T/I Maximalwert, Myoglobin, 

Kreatinkinase) 

• COVID-19 spezifische Daten (Nachweismethode, Nachweisergebnis, Antikörpertests, 

WHO-Score).  
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