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1. Zusammenfassung

Seit dem Ausbruch im Jahr 2019 stellt COVID-19 eine weltweite gesundheitliche
Herausforderung dar. Die Erkrankung ist durch ein breites Spektrum klinischer Verlaufe
gekennzeichnet, welche von asymptomatischen Infektionen bis hin zu schwerwiegenden
systemischen Krankheitsverlaufen reicht. Zunehmend ricken dabei potenzielle
Veranderungen der Erythrozyten in den Fokus der Pathophysiologie.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, geschlechterdifferenziert mogliche morphologische und
funktionelle Veranderungen von Erythrozyten (RBC, engl. red blood cells) nach einer SARS-
CoV-2 Infektion zu untersuchen. Bisherige Untersuchungen zeigten RBC-Veranderungen vor
allem bei schweren COVID-19-Krankheitsverlaufen. In dieser Arbeit wurden durchschnittlich
60,7 Tage nach SARS-CoV-2 Infektion verschiedene Veranderungen der Erythrozyten
festgestellt werden. Die Studie wurde an 58 Probanden und Probandinnen durchgefihrt,
welche Uberwiegend einen milden typischen COVID-19-Krankheitsverlauf zeigten. Dazu
wurden 42 Teilnehmende als gesunde Kontrollen eingebunden. Neben den RBC-Parametern
umfasste diese Studie auch die Untersuchung der hamorheologischen Eigenschaften der
Erythrozyten. Hierzu erfolgte die Analyse der Verformbarkeit, der osmotisch induzierten
Verformbarkeit und der Aggregation der Erythrozyten. Darlber hinaus wurden potenzielle
morphologische Veranderungen erfasst. Die Aktivitat der endothelialen Stickstoffmonoxid-
Synthase-Isoform in den Erythrozyten (RBC-NOS) wurde anhand der Phosphorylierung am
Serin 1177-Rests bestimmt. Zusatzlich erfolgte die Quantifizierung des nitrosativen Stresses
Uber die Messung der Nitrotyrosinkonzentration.

Bei den Blutparametern konnte bei der mannlichen COVID-19-Gruppe eine Abnahme des
Hamoglobins, des Hamatokrits, des mittleren korpuskularen Volumens (MCV) und des
mittleren  korpuskukdren Hamoglobingehaltes (MCH) im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe beobachtet werden. Bei den Frauen sank das MCV nach COVID-19. Zudem
konnten sowohl bei den Mannern als auch bei den Frauen nach COVID-19 Veranderungen
der rheologischen RBC-Parameter festgestellt werden. Die Erythrozyten wiesen eine
verringerte Verformbarkeit auf, welches auch unter einem osmotischen Gradienten bestatigt
werden konnte. Eng damit verknipft scheinen morphologische Veranderungen zu sein. Im
Gegensatz zur physiologischen RBC-Form konnten Membranausstilpungen und besonders
elongierte Erythrozyten beobachtet werden. Dies fuhrt vermutlich zu Veranderungen der
Dynamik im Blutfluss in der Mikrozirkulation, in welcher eine physiologisch intakte Membran
und eine hohe Verformbarkeit essenziell sind. Des Weiteren konnte eine vermehrte
Phosphorylierung der RBC-NOS am Serin 1177-Rests nachgewiesen werden, welches auf

eine erhohte Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) hinweist. Dieses hat positiven Einfluss
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auf die RBC-Verformbarkeit und koénnte als Kompensation dienen, welche aber nicht die
physiologische Verformbarkeit aufrechterhalten kann. Bei den mannlichen Probanden konnte
auch eine Erhéhung der minimalen Scherkraft, die notwendig ist, um eine Aggregation der
Erythrozyten zu verhindern, nach COVID-19 festgestellt werden. Die beobachteten
Membranveranderungen konnten die Kontaktflache der Erythrozyten vergroRern, sodass
hohere Krafte zur Disaggregation notwendig waren. Es konnte eine erhéhte Konzentration von
Nitrotyrosin bei der weiblichen COVID-19-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollen detektiert
werden. Dies deutet auf eine Erhdhung des nitrosativen Stresses hin, aus welchem
moglicherweise strukturelle Schaden resultieren. Die beobachteten RBC-Veranderungen
scheinen eng miteinander verknipft zu sein und sich gegenseitig zu bedingen. Bis auf die
Veranderung der Nitrotyrosinkonzentration konnten die RBC-Veranderungen vor allem in der
mannlichen COVID-19-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden.
Zusammenfassend kann man festhalten, dass die Erythrozyten nach COVID-19 mit mildem
Krankheitsverlauf weitreichende Veranderungen zeigten, welche auch nach akutem
Krankheitsstadium bestehen blieben. Durch die erythrozytaren Veranderungen wiirden sich
bestimmte Symptome von COVID-19, wie Fatigue oder respiratorische Probleme, erklaren. Es
sind weitere Studien notwendig, um die genauen Pathomechanismen sowie die Auswirkungen
zu bestimmen. Dartuber hinaus koénnten die Ergebnisse einen Ansatz fir neue
Therapiemoglichkeiten bringen. Zudem zeigt die Studie abermals den hohen Stellenwert von

praventiven Malinahmen zur Verhinderung einer Infektion mit dem SARS-CoV-2.
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2. Einleitung

Im Jahr 2019 |6ste das damals neuartige Coronavirus severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) weltweit die Pandemie akuter Atemwegserkrankungen aus,
welche als coronavirus disease 2019 (COVID-19) beschrieben werden." Das hochinfektiose
Virus mit hoher Ubertragungsrate hatte und nimmt weiterhin weltweiten Einfluss auf viele
Bereiche des Lebens. Die Pathophysiologie und Symptomatik von COVID-19 stellt sich nach
wie vor sehr variabel dar und ist bislang noch nicht vollstandig geklart. Neben teils
asymptomatischen Krankheitsverlaufen kommt es zu milden, die oberen Atemwege
betreffenden Symptomen, aber auch zu schweren lebensbedrohlichen Verlaufen mit
Multiorganversagen bis hin zu letalen Verlaufen.?

In dieser Arbeit sollen moégliche morphologische und funktionelle Veranderungen der
Erythrozyten nach COVID-19 untersucht und daraus resultierende Folgen beschrieben
werden. In vorangegangen Studien wurden bereits pathophysiologische Veranderungen der
Erythrozyten nach SARS-CoV-2 Infektion aufgezeigt, jedoch wurden vor allem Erkrankte mit
schwerem COVID-19-Krankheitsverlauf untersucht.3® Zudem unterscheiden sich bestimmte
Blutparameter der Erythrozyten physiologisch bei den Geschlechtern, sodass eine
geschlechtsdifferenzierte Betrachtung erfolgt.”® Darliber hinaus wurde bereits beschrieben,
dass der Schweregrad des COVID-19-Krankheitsverlaufs'®'" und das Auftreten von
persistierender Symptomatik nach akutem Verlauf'? moglicherweise geschlechterassoziiert
sind. In dieser Arbeit mdchte ich deswegen insbesondere auf pathophysiologische
Veranderungen der Erythrozyten bei einem mildem Krankheitsverlauf sowie auf einen
mdglichen Zusammenhang mit dem Geschlecht eingehen.

Es wird aulerdem Uber eine langer anhaltende Symptomatik und Leistungseinschrankung
Uuber Wochen und Monate nach SARS-CoV-2 Infektionen, welche sehr heterogen und variabel
sein kénnen, berichtet. Diese langer anhaltende Symptomatik nach dem akuten
COVID-19-Krankheitsverlauf wird uneinheitlich als ,Post-akutes COVID-19“ oder
,Long-COVID-19“ bezeichnet.”>' Bis zum Stand August 2025 liegen keine einheitlichen
Einschlusskriterien vor. Es wird zudem weiterhin nach einer ursachlichen Pathophysiologie
gesucht.’®15.16 Veranderungen der Erythrozyten konnten hier moglicherweise Erklarungs- und

Therapieansatze liefern.
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Im Folgenden wird der flir das Verstandnis dieser Dissertation relevante theoretische
Hintergrund dargestellt. Zunachst erfolgt die Einfuhrung in die Erkrankung COVID-19
(siehe 2.1.). Neben allgemeinen Informationen und epidemiologischen Fakten folgen
Informationen zur Struktur, zum Aufbau und zu nachgewiesenen Virusvarianten des
SARS-CoV-2. Es folgt eine Darstellung zur Pathophysiologie, ehe sich die klinische
Prasentation und die aktuelle Diagnostik von COVID-19 anschlieRen. AbschlieRend erfolgt
eine Ubersicht (iber die derzeitigen Therapie- sowie Praventionsmoglichkeiten.

Im darauffolgenden Abschnitt wird der theoretische Hintergrund zu den Erythrozyten erlautert
(siehe 2.2.). Beginnend mit Aufbau und Morphologie der Zellen schlief3t sich eine Darstellung
ihrer Bildung, ihres Stoffwechsels und ihres Abbaus an. Anschliel3end wird auf die Physiologie
der Erythrozyten eingegangen. Zuletzt werden die hamorheologischen Eigenschaften und
Besonderheiten  sowie die  RBC-Parameter genannt. Dabei werden auch
geschlechtsspezifische Unterschiede sowie der durch COVID-19 bereits bekannte Einfluss auf

die Erythrozyten berticksichtigt.

21. COVID-19

2.1.1. Allgemeine Informationen und Epidemiologie

Im Dezember 2019 wurde eine Haufung von Pneumonien mit unbekannter Atiologie in Wuhan,
China, festgestellt und im Nachhinein als die ersten COVID-19-Falle deklariert.”” Am
31. Dezember 2019 wurde die World Health Organization (WHO) informiert." Ein
Zusammenhang mit einem vorherigen Besuch auf einem Fischmarkt und dortiger Infektion
mittels zoonotischer Ubertragung von Fledermausen wird vermutet. In der anschlieRenden
molekularpathologischen Untersuchung wurde das damals neuartige SARS-CoV-2
nachgewiesen.'®

Die Coronaviren severe acute respiratory syndrome-coronavirus (SARS-CoV, 2002-2003) und
das middle east respiratory syndrome-coronavirus (MERS-CoV, seit 2012) verursachten
bereits in den letzten beiden Jahrzehnten durch Zoonosen Epidemien.' Insgesamt sind
sieben humane Coronaviren (HCoVs), die den Menschen infizieren kénnen, bekannt. Dazu
gehoéren neben dem SARS-CoV-2 das HCoV229E, HCoV-0C43, HCoV-NL63, HKU1, SARS-
CoV und MERS-CoV.? Die durch die Coronaviren SARS-CoV und MERS-CoV verursachten
Epidemien weisen jedoch deutlich niedrigere Fallzahlen und hoéhere Sterblichkeitsraten von
~ 9,5 % (SARS-CoV) bzw. ~ 34,4 % (MERS-CoV) auf. In der klinischen Symptomatik ahneln
sie sich mit Fieber, Husten, Dyspnoe und Halsschmerzen, jedoch ist das SARS-CoV-2
phylogenetischer zum SARS-CoV als zum MERS-CoV.?' Das SARS-CoV wurde zoonotisch
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vermutlich von Fledermausen tUber Musangs auf Menschen, das MERS-CoV wiederum durch
Fledermause Uiber Dromedare als Zwischenwirt Gibertragen.?

Li et al. untersuchten die wahrscheinlich ersten 425 COVID-19-Falle, welche im Dezember
2019 in Wuhan registriert worden sind. Das Durchschnittsalter der untersuchten Personen
betrug 59 Jahre, wobei 56 % mannlich waren.? In der Anfangsphase verdoppelte sich die
Fallzahl alle 7,4 Tage, die Basisreproduktionszahl RO wurde auf 2,2 geschatzt, d.h.
durchschnittlich infiziert jeder Erkrankte 2,2 weitere Personen. Ist die RO >1, breitet sich eine
Infektionskrankheit folglich weiter aus. Im Nachhinein wurde nachgewiesen, dass bereits dort
eine Mensch-zu-Mensch Ubertragung stattgefunden hat.?32* Sun et al. teilen diesen Abschnitt
bis zum 13. Januar 2020 als erste Phase ein.'® Die zweite Phase bis zum 26. Januar 2020 war
durch schnelle Ausbreitung mittels nosokomialer Infektionen und familidrer Transmissionen
gekennzeichnet.?*?" Die Infektionen mit dem SARS-CoV-2 breiteten sich in China und anderen
Landern aus, sodass am 23. Januar 2020 846 bestatigte Falle gemeldet worden sind, welches
einem 20-fachen Anstieg gegenuber der ersten Phase entspricht. In der dritten Phase stieg
die Zahl der Infizierten auf das 240-fache, sodass am 30. Januar 2020 9826 Falle bestatigt
worden sind, ehe die Fallzahl bis zum 12. Februar 2020 landeribergreifend sprunghaft auf
60 329 anstieg.’® Stand August 2025 wurden weltweit ~778 500 000 COVID-19-Falle mit
~7 000 000 letal verlaufenden Krankheitsfallen bestatigt. In Deutschland wurden bis zu diesem
Zeitpunkt ~38 500 000 COVID-19-Falle registriert.?? Die Basisreproduktionszahl RO
schwankte dabei stark, da sie von zahlreichen biologischen, soziokulturellen und
umweltbedingten Faktoren abhangig ist, welche sich im Laufe der Pandemie stetig
veranderten. Interpretation und Nutzung dieser sollten deshalb mit Vorsicht erfolgen.?® Am
30. Januar 2020 erklarte die WHO den Ausbruch und die Verbreitung des neuartigen Virus zu
einer internationalen, gesundheitlichen Notlage®°, ehe sie am 11. Méarz 2020 eine Pandemie

ausrief.’
Rickblickend kam es anschlieend zu einem wellenférmigen Verlauf (siehe Abb. 1).3' Im

Folgenden wird sich aufgrund des Schwerpunktes der Studie auf den Verlauf in Deutschland

beschrankt.
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Abbildung 1: Verlauf COVID-19-Félle in Deutschland

Eigene Darstellung in Anlehnung an Referenz3’

Die ,erste Welle* wird von der ersten nachgewiesen Infektion am 27. Januar 2020 bis ca.
Anfang Juni 2020 beschrieben. Nach Angaben des Robert Koch-Instituts wurde in dieser das
Maximum mit Gber 6 000 Neuerkrankungen am 16. Marz 2020 erreicht. Insbesondere ab
Oktober 2020 kam es dann zu einem erneuten, flachendeckenden Anstieg der
Infektionszahlen, welcher als ,zweite Pandemiewelle* gewertet worden ist. Diese erreichte
ihren Hohepunkt am 14. Dezember, an welchem mehr als 28 000 Neuerkrankungen gemeldet
worden sind. Nach Verscharfung der MaRnahmen zur Pravention von COVID-19 sanken
anschlieftend erneut die Fallzahlen. Seit Dezember 2020 wurden jedoch auch in Deutschland
Virusvarianten, Weiteres dazu siehe unten, nachgewiesen. Anfang 2021 kam es dann erneut
zu steigenden Infektionszahlen, ehe in der ,dritten Welle® am 19. April 2021 mit Gber 23 400
Neuerkrankungen das Maximum erreicht worden ist und die deutschlandweite 7-Tage-
Inzidenz ab dem 14. Mai 2021 erstmal wieder unter dem Wert von 100 lag. Ab Ende Juli 2021
stiegen die Fallzahlen erneut an. Ab Oktober 2021 nahm die Zahl der Neuinfektionen stark zu
und es kam zur ,vierten Pandemiewelle”. Die deutschlandweite 7-Tage Inzidenz Gberschritt
am 8. November erstmals seit Beginn der Pandemie den Wert von 200, ehe sie am
24. November Uiber den Wert von 400 anstieg. Zu Beginn des Jahres 2022 hielten die hohen
Fallzahlen an und die 7-Tage-Inzidenz Giberschritt am 27. Januar 2022 erstmals 1 000. Anfang

April 2022 wurden die Praventionsmaflnahmen dennoch weitestgehend beendet, da eine
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Uberlastung des Gesundheitssystems aufgrund von COVID-19-Erkrankten nicht mehr zu
befirchten war. In den kommenden Monaten sanken die Fallzahlen und schwankten
anschlief3end, ehe sie im Fruhjahr 2023 konstant niedrig blieben. International hob die WHO
am 5. Mai 2023 den Gesundheitsnotstand auf. Seitdem gilt COVID-19 als andauerndes
Gesundheitsproblem, vergleichbar mit anderen Infektionserkrankungen, welche aber keinen

Notstand rechtfertigen wiirden.3":32

2.1.2. Struktur, Aufbau und Virusvarianten

Das SARS-CoV-2 ist ein behilltes einzelstrangiges Virus mit einem Genom aus
Ribonukleinséure positiver Polaritat [(+)ssRNA-Virus].

Es besteht aus einem Spike (S)-Protein, welches wiederum aus zwei funktionalen
Untereinheiten, der S1 und S2 Untereinheit, besteht. Die S1 Untereinheit beinhaltet dabei die
rezeptorbindende Doméane (RBD, engl. receptor-binding domain), welche an die Angiotensin-
konvertierendes Enzym (ACE2, engl. Angiotensin-converting-enzyme 2) -Rezeptoren
bindet.>*3* Diese werden in verschiedenen Geweben des Menschen, unter anderem in den
respiratorischen Epithelzellen der Lunge, exprimiert. Sie sind physiologisch an der Regulation
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems beteiligt. Das SARS-CoV-2 gelangt durch
Endozytose in die Wirtszelle.33-3°

Die virale Membran verschmilzt mit der Zellmembran des Wirts mithilfe des Spike-Proteins
(S2 Untereinheit), vermittelt unter anderem durch die transmembrane Serinprotease 2
(TMPRSS2, engl. transmembrane protease serine subtype 2) und Furin. Nach dem
Viruseintritt wird die RNA aus den Endosomen in das Zytoplasma freigesetzt (Uncoating) und
es kommt zur Translation. AnschlieRend folgt die Replikation und Transkription, indem der
Replikase-/Transkriptase-Komplex die Virusproteine vermehrt und die mRNA bildet.
SchlieRlich werden die Viruspartikel zusammengebaut (Assembly) und durch Exozytose als
neu gebildete Viren freigesetzt, die weitere Zellen infizieren.20-36-38

Dabei werden neben dem oben genannten Spike (S)-Protein drei weitere
Hauptstrukturproteine, das Envelope (E)-Protein, das Membrane (M)-Protein und das
Nucleocapsid (N)-Protein, des SARS-CoV-2 beschrieben (siehe Abb.2). Zudem sind
wahrscheinlich 16 Nicht-Strukturproteine (nsp1-16), welche beispielsweise eine Rolle in dem
Viruszusammenbau oder der Virusreplikation spielen, und flnf bis acht akzessorische Proteine
am Aufbau beteiligt.>*4° Das (E)-Protein ermdglicht die Produktion, die Reifung und die

Freisetzung von Virionen.*' Die Zusammensetzung und Knospung von Viruspartikeln wird vor
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allem durch das (M)-Protein geférdert.*> Das (N)-Protein heftet sich an das virale Genom. Es

ist an der RNA-Replikation, der Bildung von Virionen und der Immunevasion beteiligt.3¢43

Spike-Protein (S)

Membrane-Protein (M)
~ /
Envelope-Protein (E)
‘\‘ E
L J
L J

Nucleocapsid-Protein (N)

Ribonukleinsdure (RNA)

Abbildung 2: Schematische Darstellung des SARS-CoV-2-Aufbaus

Eigene Darstellung in Anlehnung an Referenz 4
Dargestellt ist das SARS-CoV-2 mit der RNA und den Hauptstrukturproteinen. Dazu gehéren das Spike- (S), das
Membrane- (M), das Envelope- (E) und das Nucleocapsid-Protein (N).

Sexualhormone, wie Testosteron, Ostrogen und Progesteron, haben Einfluss auf die
Expression von ACE-2 Rezeptoren und TMPRSS2. Daraus ergibt sich die Hypothese, dass
dies folglich Einfluss auf die SARS-CoV-2 Infektion haben kann und sich daraus

maoglicherweise Geschlechter assoziierte Unterschiede ableiten.344547

AulBerdem unterliegt das SARS-CoV-2, wie alle Viren, genetischen Mutationen, welche zu
Veranderungen der viralen Eigenschaften fihren kénnen. Charakteristisch fiir RNA-Viren ist
eine erhohte Mutationsrate, die auf die Instabilitit der einzelstrangigen RNA und
eingeschrankte Reparaturmechanismen bei der Replikation zuriickzuflihren ist.*® Wahrend
viele Mutationen keine funktionelle Relevanz oder sogar schadliche Auswirkungen auf das
Virus haben, kénnen einige Mutationen zu einem Selektionsvorteil fihren, indem sie
beispielsweise Resistenzen gegen das menschliche Immunsystem oder Medikamente

entwickeln.*®
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Durch Mutationen des SARS-CoV-2 bzw. deren Kombinationen kam es zu verschiedenen
SARS-CoV-2-Varianten. Dabei werden nach der WHO Varianten von Interesse
(VOI, engl. variant of interest) und besorgniserregende Varianten (VOC, engl. variant of
concern) unterschieden.*® Letztere werden gemalR Nomenklatur nach griechischen
Buchstaben in der Reihenfolge ihrer Entdeckung benannt. Bislang wurden unter anderem die
Varianten Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2) und Omikron
(B.1.1.529) nachgewiesen (siehe Tabelle 1). In Klammern ist jeweils die wissenschaftliche
Codierung nach Pangolin (engl. Phylogenetic Assignment of Named Global Outbreak
Lineages) angegeben. Diese werden im Allgemeinen als die wichtigsten Virusvarianten

gefiihrt, wobei es dariiber hinaus noch viele weitere gibt. 4%

Tabelle 1: Varianten SARS-CoV-2

Land der Monat der
ersten ersten Hauptmutationen im Spike-Protein
Entdeckung | Entdeckung

Alpha B.1.1.7 England Dezember 2020 | AH69, AV70, A144, N501Y, A570D,
D614G, P681H, T716l, S982A, D1118H
Beta B.1.351 Sldafrika Oktober 2020 D80A, D215G, A241, A242, A243,V367F,
P384L, R408I, K417N, E484K, N501Y,
D614G, A701V

Gamma |P.1 Japan/ Januar 2020 L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, K417T,
Brasilien E484K, N501Y, D614G, H655Y, T1027I,
V1176F

Delta B.1.617.2 Indien Dezember 2020 |T19R, T95l, G142D, R158G, K417N,
L452R, T478K, D614G, P681R, D950N
Omikron |B.1.1.529 Sudafrika November 2021 | A67V, AH69, AV70, T95I, G142D, AV143,
AY144, AY145, AN211, L212l,ins214EPE,
G339D, K417N, N440K, G446S, S477N,
T478K, E484A, Q493R, G496S, Q498R,
N501Y, Y505H, T547K, D614G, N679K,
P681H, N764K, D796Y, Q954H, N969K,
L981F, N856K

Bezeichnung

Variante nach Pangolin

Eigene Darstellung in Anlehnung an Referenz*
Gezeigt werden die bekanntesten Virusvarianten des SARS-CoV-2 mit den zugehédrigen Informationen,
A zeigt eine Deletion an

Insbesondere Mutationen in der Spike-Protein-Region sind entscheidend. Wie bereits
erlautert, bindet das SARS-CoV-2 mittels des Spike-Proteins an die ACE2-Rezeptoren des
menschlichen Kdrpers. Veranderte Spike-Protein-Strukturen kénnen folglich zu veranderten

Rezeptoraffinitdten und einer veradnderten Immunogenitat fihren, welches insbesondere
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grol3e Auswirkungen auf die Symptomatik, aber auch Therapie- und Praventionsmdéglichkeiten
von COVID-19 hat.*®

Die meisten neutralisierenden Antikdrper (nABS, engl. neutralizing antibodies), welche als
Therapeutika eingesetzt werden, sind gegen die rezeptorbindende Domane des S-Proteins
gerichtet. Sie stammen beispielsweise von genesenen COVID-19-Erkrankten. Wenn es in
dieser Region zu Mutationen und folglich zu Strukturveranderungen kommt, kann dies zu

Resistenzen gegen bestimmte nABS fiihren.34

Die Variante Alpha wurde erstmals im Dezember 2020 in England entdeckt. Sie zeigt eine
deutlich erhéhte Infektiositat und weist eine geschétzte relative Ubertragbarkeit auf, die etwa
40 bis 90 % Uber der des Ursprungsvirus liegt.’" Eine mogliche Erklarung hierfiir ist die im
Vergleich zum Wildtypen gesteigerte Viruslast.>2 Cetin et al. beobachteten dartiber hinaus eine
erhdhte Wahrscheinlichkeit flr einen Krankenhausaufenthalt. Auch steige die Letalitat flr unter
70-jahrige im Vergleich zum Wildtypen, wahrend sie flur tiber 70-jahrige abnimmt.53 Im Oktober
2020 wurde in Sudafrika die Virusvariante Beta detektiert. Die durch Mutationen entstandene
Virusvariante scheint resistenter gegen die nABS von genesenen COVID-19-Erkrankten und
monoklonalen Antikrper zu sein®. Auch bei dieser Variante wird eine erhohte Infektiositat des
Virus beschrieben.®® Die Gamma Virusvariante wurde erstmals bei Reisenden von Brasilien
nach Japan im Januar 2020 nachgewiesen.®® Diese weist ebenfalls durch verschiedene
Mutationen (siehe Tabelle 1), wie auch die Alpha und Beta Virusvariante, eine Resistenz
gegenuber neutralisierenden Antikdrpern auf. Zudem konnte bei dieser Virusvariante
festgestellt werden, dass zusatzlich vermehrte Resistenzen gegen verschiedene Impfstoffe
vorliegen.’”® Jedoch stellten unter anderem Dejnirattisai et al. fest, dass die Gamma im
Vergleich zur Beta Virusvariante weniger resistent sei. Bei einer Infektion mit der Gamma
Variante liegen jedoch hohere Viruslasten vor und es wird eine gesteigerte Mortalitatsrate
beschrieben.® Eine weitere Virusvariante des SARS-CoV-2 wurde im Dezember 2020 in
Indien nachgewiesen. Die als Delta bezeichnete Variante weist ebenfalls eine erhdhte
Ubertragbarkeit, hohere Viruslasten und eine kiirzere Inkubationszeit auf.*® In Indien
verbreitete sich diese Virusvariante rasant. Die Basisreproduktionszahl RO wurde auf finf bis
acht und die Ubertragung auf etwa 60 % ansteckender als die Alpha Variante geschétzt.5°
Auch diese Virusvariante neutralisiert bestimmte Antikérper.®' Seit Friihjahr 2022 ist, Stand
August 2025, vor allem die Omikron Virusvariante vorherrschend verbreitet. Sie wurde
erstmals im November 2021 in Sudafrika detektiert und verbreitete sich in wenigen Wochen
weltweit. Dies ist vor allem auf die hohe Infektiositat dieser Variante zurickzufihren. Innerhalb
der Omikron Variante lassen sich zudem mehrere Sublinien identifizieren. Die meisten dieser
Sublinien betreffen insbesondere den oberen Respirationstrakt. Im Gegensatz dazu betrafen

vorherige Virusvarianten oft die unteren Atemwege, wodurch diese tendenziell schwerere
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Krankheitsverlaufe hervorriefen.®? Hoffmann et al. fanden 2022 heraus, dass die Virusvariante
Omikron gegen viele therapeutische Antikdrper Resistenzen aufweist.®®> Zudem zeigten sich
Antikérper von rekonvaleszenten Personen oder bestimmten Impfungen weniger effizient als
bei der Delta Variante.®® Zusammenfassend zeichnet sich die SARS-CoV-2 Variante Omikron
durch eine hohe Ubertragbarkeit aus, wahrend die Krankheitsverlaufe tiberwiegend milder
ausfallen. Bis zum heutigen Zeitpunkt, Stand August 2025, kommt es durch die kontinuierliche
und andauernde Verbreitung des SARS-CoV-2 in Verbindung mit neuen Mutationen,

insbesondere in der Spike-Region, zu immer neuen Sublinien der Virusvarianten.5*

Generell muss die Wirksamkeit bzw. Wirkungsabschwachung der verschiedenen
Virusvarianten bei der Auswahl therapeutischer Mallnahmen, wie etwa monoklonalen
Antikérpern, sowie bei der Wahl von Impfstoffen zur Pravention berlicksichtigt werden. Auf
eine vertiefte Darstellung dieser Problematik wird an dieser Stelle verzichtet, da fortlaufend
neue Therapie- und Praventionsempfehlungen verdffentlicht werden und dies nicht

Schwerpunkt der Arbeit sein soll.

2.1.3. Pathophysiologie

Die Inkubationszeit von COVID-19, welche den Zeitraum zwischen der Virusinfektion bis zum
Auftreten der ersten Symptome beschreibt, wird mit 1 bis 14 Tagen angegeben. Die mediane
Inkubationszeit variiert dabei je nach Quelle leicht und wurde zu Beginn der Pandemie mit
durchschnittlich funf Tagen angegeben.?3¢5 Wu et al. veroffentlichen im Friihjahr 2022 eine
Metaanalyse Uber die Inkubationszeiten der verschiedenen Varianten des SARS-CoV-2. Im
Verlauf der Pandemie wurden Inkubationszeiten zwischen 1 bis 19 Tagen beobachtet, die sich
mit dem Auftreten neuer Virusvarianten tendenziell verkirzten. Dabei zeigte sich fir die Alpha
Variante eine Inkubationszeit von im Durchschnitt 5,00 Tagen, die Beta Variante 4,50 Tage,
die Delta Variante 4,41 Tage und die Omikron Variante 3,42 Tage.®® Galmiche et al.
untersuchten zudem die Inkubationszeit der Virusvariante Gamma. Zusammengefasst mit den
Ergebnissen der SARS-CoV-2 Variante Beta, flr die in derselben Studie eine etwas langere

Inkubationszeit angegeben wurde, ergab sich eine mittlere Inkubationszeit von 5,18 Tagen.®”

Fur die Ubertragung von SARS-CoV-2 werden verschiedene Transmissionswege
beschrieben. Der Hauptibertragungsweg erfolgt horizontal entweder Uber eine
Trépfcheninfektion oder tber die aerogene Ubertragung infektioser respiratorischer Partikel.

Wahrend die Tropfcheninfektion vor allem durch beim Husten oder Niesen freigesetzte
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gréRere Sekrettropfchen vermittelt wird, beruht die aerogene Ubertragung auf kleineren, von
infizierten Personen ausgeschiedenen Partikeln, die in der Luft verbleiben kdnnen. Ein
weiterer Ubertragungsweg ist der des direkten oder indirekten Kontakts. Bei direktem Kontakt
zu einer an COVID-19 erkrankten Person und anschliefiendem Einbringen des SARS-CoV-2
auf die Schleimhute des Respirationstraktes kann es zur Ubertragung des Virus kommen.
Dies kann ebenfalls fir einen begrenzten Zeitraum durch indirekten Kontakt Uber

kontaminierte Oberflachen oder Gegenstande erfolgen 5268

In der Pathogenese von COVID-19 kommt es nach der Infektion mit dem SARS-CoV-2 zur
Virusreplikation und -freisetzung. Dies geschieht, wie bereits erldutert, Uber die Bindung des
Spike-Proteins mithilfe der TMPRSS2 an die ACE2-Rezeptoren des menschlichen Korpers.3*
Die ACEZ2-Rezeptoren werden in verschiedenen Organen des Menschen exprimiert,
insbesondere in den Typ || Pneumozyten der Lunge. Daruber hinaus kommen diese aber auch
unter anderem in den Atemwegen im Nasenepithel und in den Enterozyten des
Gastrointestinaltrakts vor.?®7% Es kommt zur Virusreplikation und lokaler Infektion.

Der Korper reagiert auf die SARS-CoV-2 Infektion mit einer Entziindungsreaktion. Durch die
Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRR) des Menschen, welche die pathogen-assoziierten
molekularen Muster (PAMP) des SARS-CoV-2 erkennen, wird die Immunantwort eingeleitet.”’
Kommt es zur Infizierung von ACE2-Rezeptor exprimierenden Zellen durch SARS-CoV-2, wird
dies von Alveolarmakrophagen und dendritischen Zellen im Gewebe erkannt. Diese werden
zu den Antigen-prasentierenden Zellen gezahlt und exprimieren Toll-like-Rezeptoren (TLR),
eine Klasse der PRR. Die TLR3, TLR4, TLR7 und TLR8 erkennen die PAMPs, wie virale RNA
oder virale Glykoproteine, entweder auf der Zelloberflache oder in Endosomen. So wird eine
effiziente Erkennung nach Eindringung des Virus gewahrleistet.”":"2

Zur Erkennung der viralen RNA dienen zudem das retinoic acid inducible gene (engl., RIG-I)
und melanoma differentiation-associated protein 5 (engl., MDA5), beides Klassen von
intrazellularen PRR. Dadurch wird das mitochondriale antivirale Signalprotein (MAVS)
aktiviert, welches Uuber Interferon-Regulationsfaktoren (IRF), wie IRF3 und IRF7, und
proinflammatorischen Faktoren, wie nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated
B-cells (engl., NF-kB) und Aktivator-Protein-1 (AP-1), die Immunreaktion auslost.”>"* Weitere
Signalwege werden Uber TLR3 und TLR4 sowie Toll/interleukin-1 receptor domain-containing
adaptor inducing IFN-beta (engl., TRIF) und TLR4, TLR7 und TLR8 sowie myeloid
differentiation primary response 88 (engl., MyD88) ausgeldst, welche auch zur Aktivierung von
IRFs und NF-kB fiihren.”":”® Die Aktivierung von IRFs induziert die Produktion und Sekretion
von Typ-l-Interferonen (z.B. IFN-a und IFN-B) sowie Typ-Ill-Interferonen (IFN-y). Daruber
hinaus kommt es durch die Aktivierung proinflammatorischer Wege zur Freisetzung von

Zytokinen, wie Interleukinen (IL-1, IL-6, IL-8) und dem Tumornekrosefaktor-a (TNF-a).”"73.76-78
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All diese Signalwege und Faktoren fuhren zu vielfaltigen Reaktionen des Immunsystems.
INFs spielen eine zentrale Rolle in der antiviralen Abwehr. Sie wirken als Botenstoffe sowohl
autokrin, also entfalten ihre Wirkung im Inneren der betroffenen Zelle selbst, als auch parakrin,
d.h. sie vermitteln zudem die Wirkung und Weitergabe der Information an Nachbarzellen. Der
Name von Interferonen soll verdeutlichen, dass diese Proteine die Vermehrung von Viren
storen (lat. interferre).”®8° Zu den Typ-I-INFs werden IFN-a und IFN-B gezahlt. IFN-a aktiviert
natlrliche Killerzellen sowie T-Lymphozyten. Sie fordern zudem die Reifung dendritischer
Zellen und die Expression sowie Prasentation von Antigenen. IFN-B hemmt unter anderem die
virale Replikation und kann die Abtotung infizierter Zellen unterstiitzen.”®®" IFN-y, oder auch
Typ-lI-INF, 16sen ebenfalls komplexe Immunreaktionen aus. Sie wirken insbesondere
immunstimulierend und antiviral, indem sie unter anderem eine stimulierende Wirkung auf
Makrophagen haben.?° Die Wirkung der Interleukine variiert je nach Typ. IL-1 bewirkt eine
akute Entziindungsreaktion und aktiviert Leukozyten. IL-6 induziert vor allem die Produktion
von Akute-Phase-Proteine und Immunglobulinen. Beide besitzen die Fahigkeit, Fieber zu
induzieren. Dahingegen ist IL-8 ein wichtiger chemotaktischer Faktor fiir neutrophile
Granulozyten, natlrliche Killerzellen und T-Zellen.”®®2 Auch TNF-a nimmt eine zentrale Rolle
im Immunsystem ein und hat vielzahlige Auswirkungen. Neben der indirekten Indizierung von
Fieber kann es zur Apoptose infizierter Zellen filhren. Die zerstorten Zellen setzen
intrazellulare Bestandteile frei, die wiederum proinflammatorisch auf benachbarte Zellen und
Gewebe wirken. Dartber hinaus wirkt es stimulierend auf die Produktion von Akute-Phase-
Proteinen und férdert die Makrophagen zur Phagozytose. Auch wirkt es vasodilatatierend und
tragt zur Rekrutierung von Leukozyten sowie Entstehung oxidativen Stresses bei.”®83

Uber erlauterte Mechanismen wird einer weiteren Ausbreitung der Infektion entgegengewirkt.
Zudem kommt es zur nachgeschalteten Aktivierung des erworbenen Immunsystems. Im
Zentrum dieser spezifischen Immunabwehr stehen die Lymphozyten, welche in B- und T-
Lymphozyten unterteilt werden und flr eine virusspezifische sowie zielgerichtete
Abwehrreaktion sorgen. Dabei werden die T-Lymphozyten nochmals in zwei Gruppen
unterteilt. Zum einen in CD4* (CD = engl. Cluster of Differentiation, Oberflachenmerkmal) -T-
Helferzellen, welche andere Zellen bei der Eliminierung von Pathogenen unterstiitzen. Zum
anderen in CD8"-zytotoxische T-Lymphozyten, welche direkt virusinfizierte und entartete
Zellen abtéten kdnnen. B-Lymphozyten produzieren dahingegen Immunglobuline (lg). Diese
kénnen Pathogene direkt neutralisieren oder Zellen des unspezifischen Immunsystems
unterstiitzen.?*% In der Initialphase werden von den B-Lymphozyten insbesondere IgM-
Antikorper, im spateren Verlauf Antikrper der IgG-Klasse freigesetzt.?8” Sowohl T- als auch
B-Lymphozyten kénnen ein immunologisches Gedachtnis ausbilden. Bei erneuter Infektion
erfolgt die Immunreaktion deutlich schneller und starker, welches auch als sekundare

Immunantwort bezeichnet wird. &
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AulRerdem spaltet ACE2 physiologisch Angiotensin Il in Angiotensin (1-7) und Angiotensin | in
Angiotensin (1-9). Beide Produkte binden an Angiotensin lI-Rezeptoren und Mas1 Rezeptoren,
welche antiinflammatorische Effekte und eine Vasodilatation bewirken. Die Herabregulierung
von ACE2 wahrend einer SARS-CoV-2-Infektion stért somit diesen Signalweg und wirkt
folglich proinflammatorisch. Dadurch wird die Pathogenese von COVID-19 geférdert und es
kommt zur verstarkten Entziindungsreaktion.”®

Im Hinblick auf das Dissertationsthema sind einige Pathomechanismen des SARS-CoV-2 im
Zusammenhang mit den Erythrozyten bereits bekannt. Es wurde nachgewiesen, dass das
SARS-CoV-2 Vorlauferzellen der Erythrozyten befallen kann. Diese exprimieren den ACE2-
Rezeptor und TMPRSS2, wodurch sie vulnerabel fiir eine SARS-CoV-2 Infektion sind.?® Des
Weiteren verursacht das SARS-CoV-2 irreversible Schaden am Proteom der Erythrozyten. Es
wird vermutet, dass es zu Schadigungen der Membranhomdostase durch Veranderungen von
Proteinen und Lipiden kommt. Zudem wurden erhdhte Konzentrationen von glykolytischen
Zwischenprodukten in den Erythrozyten nachgewiesen.®® Dies deutet darauf hin, dass
COVID-19 den Stoffwechsel der Erythrozyten moduliert. Eine detailliertere Darstellung,

einschlieBlich moglicher Auswirkungen, erfolgt in Kapitel 2.2.5.

2.1.4. Klinik

Die klinische Symptomatik von COVID-19 kann sich sehr variabel darstellen. Zu Beginn der
Pandemie wurden insbesondere Fieber, trockener Husten und Fatigue, in schweren
Krankheitsverlaufen zusatzlich Dyspnoe, als typische Symptome von COVID-19
beschrieben.®®2 Dahingegen waren Nausea, Erbrechen und Diarrhd eher selten®®, auch
Kopfschmerzen, Halsschmerzen oder Myalgien wurden beschrieben.®? Im Verlauf der
Pandemie veranderte sich die Symptomatik durch COVID-19 leicht. Die durch die
verschiedenen Virusvarianten hervorgerufene Symptomatik ahnelt jedoch der des
urspriinglichen Wildtyps.%

Bei Kindern und jungen Erwachsenen wurden haufiger asymptomatische COVID-19-Verlaufe
beobachtet.®% Davies et al. stellten zudem fest, dass bei Personen unter 20 Jahren die
Anfalligkeit fur eine Infektion nur halb so hoch im Vergleich zu Erwachsenen uber 20 Jahren
sei. Zudem wurden bei den 10- bis 19-jahrigen in nur ca. 21 % klinische Symptome auftreten,
wohingegen die Wahrscheinlichkeit bei Gber 70-jahrigen auf 69 % steige.®” Zudem wird mit
steigendem Alter ebenfalls ein Anstieg der Krankheitsschwere beschrieben.®® Altere an
COVID-19-Erkrankte, insbesondere mit Komorbiditaten, hatten ein erhohtes Risiko einen

schweren Verlauf mit Lungenversagen und gegebenenfalls letalen Endpunkt zu erleiden.” In

25



einer Metaanalyse mit Daten aus Europa wurde die Altersverteilung mit der Letalitat in den
Zusammenhang gebracht. Es stellte sich heraus, dass die unter 40-jahrigen nur einen Anteil
von 0,1 % an den Gesamt-Todesfallen, welche auf COVID-19 zurtickzufiihren waren, zeigten.
Dahingegen machten die 40- bis 69-jahrigen einen Anteil von 13 % und die Uber 70-jahrigen
von 86,6 % aus.®® Diese Tendenz zeigt sich auch in Deutschland. Bis zum 15. Mai 2024
wurden in Deutschland insgesamt 183 155 Todesfalle im Zusammenhang mit COVID-19
registriert. Den groften Anteil stellten dabei Personen im hohen Alter. 118 938 Verstorbene
waren uber 80 Jahre alt. Weitere 54 861 entfielen auf die Altersgruppe der 60- bis 79-Jahrigen.
Deutlich seltener betroffen waren jingere Bevolkerungsgruppen. 8 758 Todesfalle wurden in
der Altersgruppe der 35- bis 59-Jahrigen verzeichnet, wahrend es bei den 15- bis 34-Jahrigen
496 Todesfalle waren. In der Altersgruppe der 5- bis 14-Jahrigen wurden 45 Todesfalle und
bei Kindern unter fiinf Jahren 57 Todesfalle dokumentiert.'®

In Deutschland zeigt sich dabei ein nahezu gleicher Anteil an SARS-CoV-2 Infektionen bei
Mannern und Frauen.”" Es wurde jedoch festgestellt, dass Frauen eine geringere
Wahrscheinlichkeit flir Krankenhauspflichtigkeit bei COVID-19 sowie schwerwiegender
Komplikationen, wie beispielsweise akute Herz- und/oder Nierenbeteiligung, haben. Zudem
wird eine generell niedrigere Mortalitdt beschrieben.’1%2103 Dje Ursache dafir ist
weitestgehend ungeklart. Tejpal et al. fihren verschiedene Hypothesen an. Zum einen kdnnte
es verhaltensbedingte Ursachen geben. Manner werden mit einem hoheren Risikoverhalten,
einem geringeren Beachten von Hygienemalinahmen, wie unter anderem das Tragen einer
Maske oder einer grundlichen Handedesinfektion sowie haufigerem Nikotin- und
Alkoholabusus in Zusammenhang gebracht. Zum anderen koénnten auch vermehrte
Vorerkrankungen, wie beispielsweise Herz- und Nierenerkrankungen, Arterielle Hypertension
oder Diabetes mellitus, fiir oben genanntes Phanomen urséachlich sein.? Es ist fraglich und
es konnte bislang nicht nachgewiesen werden, ob es geschlechterbezogene Unterschiede im
Hinblick auf biologische Mechanismen gibt.*

Da Rosa Mesquita et al. werteten in ihrer Ubersichtsarbeit insgesamt Informationen von
114 046 Personen aus Studien, die zwischen dem 1. Januar bis zum 20. April 2020 publiziert
worden sind, aus, von denen 41 409 aus 23 verschiedenen Landern in ihrer Arbeit schlieflich
inkludiert wurden. Die haufigsten Symptome waren in absteigender Reihenfolge Fieber
(58,66 %), Husten (54,52 %), Dyspnoe (30,82 %), allgemeines Krankheitsgefihl und
Unwohlsein (29,75 %) und Fatigue (28,16 %). Daruber hinaus wurden neurologische
Symptome (20,82 %), insbesondere Geruchs- und Geschmacksstérungen, und
dermatologische Symptome (20,54 %), wie unspezifische Erytheme oder generalisierte
Urtikaria bis hin zu Zyanosen, Blasenbildung, trockene Gangran und Ischamien bei schweren
Krankheitsverlaufen, beobachtet. Zudem betont die Studiengruppe, dass sich die

Symptomatik im Initialstadium des COVID-19-Krankheitsverlaufs hochst variabel und
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individuell darstellt.'® Es wurde beobachtet, dass die Virusvarianten Alpha, Beta, Gamma und
Delta tendenziell schwerere Verlaufe im Vergleich zum Wildtyp hervorrufen.'® Zudem
untersuchten Esper et al. von Marz 2021 bis Marz 2022 die klinische Symptomatik im Hinblick
auf die verschiedenen Varianten des SARS-CoV-2 (Alpha, Gamma, Delta und Omikron). Sie
fanden heraus, dass der Schweregrad des Krankheitsverlaufes bei den Varianten Alpha,
Gamma und Delta vergleichbar ist, Infektionen mit der Omikron Variante jedoch signifikant
einen leichteren Krankheitsverlauf zeigen. Es seien weniger Hospitalisierungen, seltenerer
Sauerstoffbedarf und weniger Aufnahmen auf die Intensivstation beobachtet worden.'® Somit
I&sst sich festhalten, dass durch die aktuell verbreiteten Omikron Varianten des SARS-CoV-2
die Mortalitat und der Schweregrad des Krankheitsverlaufs von COVID-19 im Vergleich zum

Beginn der Pandemie abnahmen.

Des Weiteren kann es durch eine Dysregulation des Immunsystems zu einer GberschielRenden
Immunantwort mit Hyperinflammation kommen. Bei schweren Verlaufen konnten vor allem
erhohte Werte der Entziindungsparameter und der Zytokine nachgewiesen werden.07:108
Nach einer SARS-CoV-2-Infektion kann die Immunreaktion des Kdorpers zwar in vielen Fallen
zu einer effektiven Kontrolle des Virus und einem milden Krankheitsverlauf flihren, in manchen
Fallen jedoch auch in einen schweren Verlauf Ubergehen. Es kann zur systemischen
Uberproduktion proinflammatorischer Zytokine kommen, welches auch als Zytokinsturm
beschrieben wird und sich als entscheidender Faktor in schweren Krankheitsverlaufen
herausgestellt hat.”® Es kommt zur massiven Freisetzung von Zytokinen und einer fulminanten
Entziindungsreaktion. Dadurch wird im Sinne einer positiven Rickkopplungsschleife
wiederum die Immunantwort verstarkt. Es kommt unter anderem Uber oben beschriebene
verstarkt ablaufende Signalwege zur verstarkten Gefalipermeabilitat, Endothelschaden und
erhohtem oxidativen Stress. Neben pulmonalen Schaden und einem akuten Lungenversagen
kann es so auch zu einem systemischen Organbefall kommen. Endothelschaden und
Hyperkoagulabilitat kdbnnen unter anderem zu Thrombosen sowie Mikroembolien durch die
systemische Inflammation fiihren.”678

Zu den haufigsten schweren pulmonalen Manifestationen von COVID-19 zahlen das Acute
Respiratory Distress Syndrome (ARDS) sowie das akute Lungenversagen.'® Daneben kann
das kardiovaskuldre System betroffen sein, welches sich beispielsweise in einer Myokarditis
aufllert. Auch Komplikationen wie Schock, akutes Nierenversagen, eine disseminierte
intravasale Koagulopathie (DIC) bis hin zum multiplen Organversagen werden

beschrieben.!229
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2.1.5. Therapie und Pravention

Die Therapieempfehlungen haben sich seit Beginn der Pandemie 2019 je nach Forschungs-
und Wissensstand geandert. Zudem bestimmt der Schweregrad des Krankheitsverlaufs
mafgeblich die jeweilige Therapie. Im Folgenden wird sich auf die aktuelle S3-Leitlinie, Stand
28. Februar 2025, ,Empfehlungen zur Therapie von Patienten mit COVID-19“ von der
Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V. (AWMF)
bezogen.°

In der COVID-19-Behandlung richtet sich die Therapie insbesondere nach Symptomatik und
Schweregrad der Erkrankung sowie nach dem Alter der zu behandelnden Person. Zudem
muss der Zeitpunkt des Krankheitsprozesses bericksichtigt werden. Es wird angenommen,
dass im Fruhstadium der Krankheitsprogress vor allem durch die SARS-CoV-2-Replikation
vorangetrieben wird. Daraus folgt, dass in dieser Phase Therapien, welche direkt gegen das
SARS-CoV-2 gerichtet sind, vermutlich am wirksamsten sind. Im weiteren Krankheitsverlauf
steht vor allem eine dysregulierte Immun- und Entzindungsreaktion des Korpers im
Vordergrund, welche zu Gewebsschaden fihrt. Hier scheinen Immunsuppressiva und anti-
inflammatorische Therapien den groRten Nutzen zu bieten.'"

Des Weiteren mussen zahlreiche weitere Faktoren in der Therapieentscheidung berucksichtigt
werden, darunter bestehende Komorbiditaten und vorliegende Risikofaktoren der Erkrankten,
der Impfstatus, die Verfugbarkeit von Behandlungsmdglichkeiten sowie madgliche
Kontraindikationen und Wechselwirkungen bestimmter Wirkstoffe. Es stehen verschiedene
Therapiemdglichkeiten zur Verfligung, welche je nach Einschatzung der Arzte und Arztinnen
verfolgt werden mussen. 10112

Die COVID-19-Therapie ist somit dulRerst patientenindividuell und muss im Hinblick auf oben
erlauterte Faktoren sowie die aktuellen Empfehlungen festgelegt werden. Im Weiteren soll
deshalb auf eine detailreiche Darstellung der Therapie verzichtet, sondern vielmehr ein
allgemeiner Uberblick tber Therapiemdglichkeiten gegeben werden.

Milde, unkomplizierte Krankheitsverlaufe bei Erkrankten im guten Allgemeinzustand und ohne
Risikofaktoren sind oft selbstlimitierend. Es kann gegebenenfalls eine symptomatische
Therapie erfolgen. Bei schwereren Krankheitsverlaufen werden unter anderem allgemeine
Malinahmen, wie eine indikationsabhangige engmaschige Kontrolle mit regelmafiger
Kontrolle der Laborparameter und Management von Flissigkeit und Nahrung der Betroffenen
aufgefthrt. Hinzu kommt die Gabe von Sauerstoff und je nach respiratorischer Insuffizienz
eine entsprechende Therapie dieser, welche bis hin zur invasiven Beatmung reicht. Auch wird
indikationsabhangig eine Thromboseprophylaxe oder eine therapeutische Antikoagulation
empfohlen. In der medikamentdsen Therapie stehen verschiedene Wirkstoffe zur Auswahl. Zu

nennen ist die Gabe von antiviralen Wirkstoffen (Remdesivir, Nirmatrelvir/Ritonavir,
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Molnupiravir) oder monoklonalen Antikérpern (Sotrovimab). Auch Immunmodulatoren, wie
systemische Glukokortikoide (Dexamethason), Interleukin-6-Inhibitoren (Tocilizumab) oder
Januskinase-Inhibitoren (Baricitinib), kénnen in der medikamentdésen Therapie eingesetzt
werden. Des Weiteren sollte grundsatzlich je nach Organbeteiligung auf Komplikationen

geachtet und diese spezifisch therapiert werden.'%"

Seit Beginn der COVID-19-Pandemie wurde an der Herstellung eines effektiven Impfstoffes
gearbeitet, um diese einzuddmmen und zu Uberwinden. Am 21. Dezember 2020 erhielt der
Impfstoff des Unternehmens BioNTech/Pfizer (Handelsname: Comirnaty) die erste Zulassung
fir die europaische Union. Anschlielend wurde dieser vom Paul-Ehrlich-Institut, dem
Bundesinstitut fiir Impfstoffe und biomedizinische Arzneimittel, fir Deutschland genehmigt.”"?
Die Impfstoffe weisen eine hohe Wirksamkeit bei der Pravention von COVID-19 auf und bieten
insbesondere einen zuverlassigen Schutz vor schweren Krankheitsverlaufen.'*11% Zudem
tragen sie dazu bei, das Risiko von langanhaltenden Long-COVID-19 Symptome zu
reduzieren.®

Im Verlauf der Pandemie wurden verschiedene Impfstoffe entwickelt. Es gibt aktuell an die
Omikron Variante angepasste Impfstoffe. Eine Metaanalyse, die Studien bis zum
22. Januar 2024 einschloss, zeigte, dass die Wirksamkeit der COVID-19-Impfungen jedoch
mit der Zeit und gegeniber verschiedenen Virusvarianten, insbesondere gegeniber der
Variante Omikron, deutlich abnimmt. Der Schutz vor schweren Krankheitsverlaufen blieb
hingegen vergleichsweise stabil. Zudem konnte die Wirksamkeit von Auffrischungsimpfungen
bestatigt werden.”

Zum jetzigen Zeitpunkt, Stand August 2025, wird eine Grundimmunisierung fur alle Personen
Uber 18 Jahre empfohlen. Diese erfolgt, indem das Immunsystem mindestens dreimal mit dem
SARS-CoV-2 in Kontakt (Impfung oder Infektion) gekommen ist. Dabei soll mindestens eine
Impfung erfolgt sein. Fur bestimmte Risikogruppen, beispielsweise Personen ulber 60,
Bewohnende von Pflegeeinrichtungen oder Beschaftigte mit erhdhtem Infektionsrisiko im
Gesundheitssystem, wird neben der Grundimmunisierung eine jahrliche Auffrischungsimpfung
im Herbst empfohlen.''®

Abhangig vom Land sind verschiedene Impfstoffe zugelassen. Aktuell werden in Deutschland
insbesondere die Impfstoffe Comirnaty von BioNTech, Nuvaxovid von Novavax und Spikevax

von Moderna genutzt.""
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2.2. Erythrozyten

2.2.1. Aufbau und Morphologie

Erythrozyten (griech. Erythros = rot) haben eine bikonkave, flache Form und werden von einer
Doppellipidschicht umgeben. Im reifen Stadium enthalten sie weder einen Zellkern noch
Zellorganellen.'?

Sie sind ca. 7,5 ym grof3 und haben in duf3eren Bereichen eine Breite von ca. 1,7 bis 2,2 ym.
Aufgrund ihrer bikonkaven Form betragt die Breite in der Zellmitte nur ca. 1 um
(siehe Abb. 3).121.122

Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines Erythrozyten

Quelle: Eigene Darstellung

Die Hamoglobinmolekiile, welche mit ihrem hohen Anteil in den Erythrozyten fir die
Rotfarbung und den Gastransport zustandig sind, befinden sich im RBC-Zytosol.'?"123

Das Hamoglobin ist als Tetramer aufgebaut. Die haufigste Hamoglobinform ist mit 97,5 % beim
Erwachsenen das HbA1, welches aus zwei alpha- und zwei beta-Ketten besteht (a232).
Daneben kommt zu 2,5 % das HbA2 (a282) vor. Jede Untereinheit kann ein O,-Molekul binden
und verandert bei Aufnahme die raumliche Struktur samtlicher Untereinheiten des
Hamoglobins. Folgend binden die anderen Untereinheiten weitere O>-Molekile mit erhéhter

Aufnahmebereitschaft, zeigen also Kooperativitat. Bei der Oxygenierung lagert sich das
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O2-Molekiil an das zentrale zweiwertige Eisen-lon (Fe?*). Somit kdnnen pro Hamoglobin
Tetramer bis zu vier O,-Molekiile gebunden werden.?1123.124

Insgesamt liegen bei Mannern 4,4 bis 5,7 x108/ul und bei Frauen mit 4,0 bis 5,2 x10%/ul
Erythrozyten im Blut vor. Die Normwerte variieren je nach Methode und Quelle leicht.'?®

Die Zellwand der Erythrozyten besteht aus einer Lipiddoppelschicht, dem Zytoskelett, der

Glykokalix und verschiedenen integralen Membranproteinen (siehe Abb. 4).120.126.127

Glykophaorin Glykokalix
- eooo ooaTC
Lipiddoppel-
schicht
Membran- a-Spektrin
skelett ™
B-Spektrin

Tropomyosin

Aletin

Abbildung 4: Schmematische Darstellung der RBC-Membran

Eigene Darstellung in Anlehnung an Referenz'?®

Der Proteinkomplex Spektrin bildet unter der Zellmembran an der Innenseite ein polygonales
Netz. Es ist aus zwei antiparallel ausgerichteten Untereinheiten (a- und p-Spektrin) aufgebaut
und sorgt neben seiner formgebenden Eigenschaft durch seine hohe Flexibilitat vor allem fir
die charakteristische Verformbarkeit der Erythrozytenmembran.'%'2° Der Proteinkomplex ist
mit spezifischen Proteinen (Bande-4.1-Protein, Aktin, Tropomyosin und Ankyrin) mit der
Zellmembran verbunden. Das Bande-4.1-Protein bildet die Verbindung zwischen dem
Glykophorin und Spektrin.'2%3° Die Strukturproteine Aktin und Tropomyosin dienen neben
dem Spektrin vor allem zur Stabilisierung des Zytoskeletts und somit zur Formgebung der

Erythrozyten. Als Verbindung von den integralen Proteinen zur Plasmamembran dienen das
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Ankyrin, Glykophorin  und das  Bande-3-Protein. Letztgenanntes ist ein
anionentransportierender Kanal, welcher die Membran durchspannt.’®'3! Glykophorine sind
haufige Transmembranproteine der Erythrozyten und stark glykosyliert.'?® Zusammenfassend
gibt das Zytoskelett den Erythrozyten sowohl eine strukturell solide Form, ermdglicht jedoch
auch die essenziell notwendigen Verformungen. Das beschriebene Spekirinnetz ist
vergleichbar mit einem Gerlist aus Federn, welches sich dehnen und zusammenziehen kann.
Es verleint den Erythrozyten ihre bikonkave Form und sorgt dadurch fir ein hohes
Oberflachen-Volumen-Verhaltnis.'”® Das Verhaltnis von Oberfliche zu Volumen dieser
bikonkaven Form ist groRer als das einer Kugel. Dies ist wichtig fur einen effizienten
Gasaustausch, da durch die groRe Oberflache mehr Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid
diffundieren kann.’2 Zudem verkiirzen sich durch die bikonkave Form interne Wege. Folglich
kommt es zur Beschleunigung von internen Diffusionswegen und des intrazellularen
Gastransports, welches sich wiederum positiv auf den Gasaustausch auswirkt.'?! Dariiber
hinaus ist ein hohes Oberflachen-Volumen-Verhaltnis wichtig fir die Verformbarkeit. Das
Spektrin ermdglicht die hohe Verformbarkeit der Erythrozyten, indem es sich bei der Passage
des teils engen Gefallsystems des Korpers, insbesondere in der Mikrozirkulation, reversibel
dehnen kann. Bei ausreichendem Platz wird anschlieRend die bikonkave Form
wiederhergestellt. Kommt es jedoch zu Veranderungen der Membraneigenschaften oder der
RBC-Oberflache, kann es folglich zu Beeintrachtigungen der Verformbarkeit der Erythrozyten
kommen, welche die Durchblutung stéren kbnnen. 126133134

Das Bande-3-Protein (AE1, engl. anion exchange 1) ist Uber Ankyrin und Bande-4.2-Protein
mit dem Spektrin verbunden.’® Das multifunktionale Protein hat drei Domanen. Der
membraniUbergreifende Teil fungiert als Anionentransporter flr Bikarbonat (HCO3) und
Chlorid-lonen (CI’). Die zweite Doméane wird als zytoplasmatische C-Doméane beschrieben,
welche die Carboanhydrase Il bindet und wahrscheinlich die Anionentransportaktivitat erhoht.
Die N-Domane dient vor allem als Verankerung mit dem Zytoskelett. Zudem bindet diese unter
anderem glykolytische Enzyme und Hamoglobin.%'%6 Das CO, aus den Geweben diffundiert
in die Erythrozyten und wird von der Carboanhydrase Il hydratisiert, sodass HCO3 und
Wassertstoffionen (H*) entstehen. Das HCOj3 wird im elektroneutralen Austausch gegen CI-
Uber die RBC-Membran hinaus transportiert. In der Lunge kommt es aufgrund der niedrigen
COz-Konzentration zur Umkehrung dieses Anionenaustausches. Das uber das Bande-3-
Protein in die Erythrozyten transportierte HCO3 wird, durch die Carboanhydrase Il katalysiert,
in CO2umgewandelt. Dieses kann Uber die Plasmamembran nach auf3en diffundieren und wird
abgeatmet. Dieser Vorgang ist essenziell fir die Atmung bzw. den Gastransport. 35137

Beide Transmembranproteine Bande-3-Protein und Glykophorin sowie verschiedene Lipide
tragen zum Extrazellularraum Zuckerketten. Diese bilden die Glykokalix, welche vielfaltige

Funktionen hat. Sie ermoglicht beispielweise die Interaktion zwischen Zellen und bietet
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Schutz.'?® Die Glykokalix enthalt viele Sialinsaurereset, insbesondere die bereits genannten
Glykophorine. Diese sind stark negativ geladen und schitzen die Erythrozyten vor
phagozytarem Abbau durch das Immunsystem, tragen aber auch zur Aufrechterhaltung der
Flexibilitat der RBC-Membran bei. Des Weiteren sind die Sialinsaurereste wichtig fir die
Regulation von molekularen und zellularen Interaktionen. Die starke negative Ladung hemmt

zudem die Aggregation der Erythrozyten untereinander.'?®

In der Literatur finden sich bereits Hinweise, dass eine SARS-CoV-2 Infektion strukturelle
Veranderungen der Erythrozyten, einschliel3lich irreversibler Schadigung am Proteom,
hervorrufen kann.® Durch COVID-19 und dadurch erhéhtem oxidativen Stress kommt es zur
Schadigung von Proteinen, welche essenziell fur die Membranstruktur und die
Sauerstoffbindung sind.®®13 Thomas et al. haben die Erythrozyten von COVID-19-Erkrankten
untersucht und stellten eine Abnahme der Stabilitdt von Membranproteinen und Lipiden sowie
eine Zunahme der glykolytischen Metabolite fest. Es konnte eine vermehrte Oxidation und
Fragmentierung von Ankyrin und B-Spektrin nachgewiesen werden. Zwar lieRen sich keine
direkten Folgen belegen, allerdings nimmt die Arbeitsgruppe an, dass diese Veranderungen
die Verformbarkeit der Erythrozyten beeinflussen kénnen. Dariber hinaus stellten sie eine
verstarkte Oxidation der N-Doméane des Bande-3-Proteins fest. Sie vermuten, dass dadurch
die hemmende Bindung glykolytischer Enzyme beeintrachtigt und in der Folge die Glykolyse
induziert werden kdnnte. Dies hatte zur Konsequenz, dass die Fahigkeit der Erythrozyten, die
Glykolyse zugunsten einer erhohten NADPH Produktion im Pentosephosphatweg
(= Hexosemonophosphatzyklus) zu drosseln, eingeschrankt ware. NADPH ist wiederum
essenziell fur die Regeneration von reduziertem Glutathion, das eine zentrale Rolle als
Oxidationsschutz Ubernimmt. Folglich kénnten COVID-19-Erkrankte potenziell anfalliger
gegenuber oxidativem Stress sein. Die beschriebene Schadigung des Bande-3-Proteins sei

irreversibel.®®

2.2.2. Bildung, Stoffwechsel, Abbau

Die Erythropoese, die Bildung der Erythrozyten, erfolgt im Knochenmark. Ausgangspunkt sind
hamatopoetische Stammzellen, die zunachst proliferieren und anschliefend zu erythroiden
Vorlauferzellen differenzieren. Aus den hamatopoetischen Stammzellen entwickeln sich
zunachst die Proerythroblasten, aus welchen wiederum die basophilen Erythroblasten reifen.
Diese stellen unreife, noch blau gefarbte Vorstufen mit hohem Gehalt von RNA und niedrigen

Konzentrationen an Hamoglobin dar.13%-141
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Es wurde bereits nachgewiesen, dass die Proerythroblasten und die basophilen Erythrozyten
vulnerabel fir das SARS-CoV-2 sind. Sie exprimieren den ACE2-Rezeptor und TMPRSS2,
sodass das Virus Uber diese in die Vorlauferzellen der Erythrozyten eintreten kann.® Es wird
vermutet, dass eine Hamoglobinopathie und Stérungen im Eisenmetabolismus die Folge sein
konnen. Dadurch kénnte der Og-Transport der Erythrozyten mit moglichen Hypoxien und
Gewebsschadigungen beeintrachtigt werden. 2

In der Entwicklung der Proerythroblasten zu basophilen Erythrozyten nimmt der RNA-Gehalt
ab und die Menge an Hamoglobin zu, sodass sie sich zunehmend rot (= orthochromatisch)
farben. Die nachste Stufe sind die polychromatischen Erythroblasten, welche die letzte
teilungsfahige Stufe darstellen. Die nachsten orthochromatischen Erythroblasten haben schon
einen relativ hohen Hamoglobin-Anteil und stellen den Ausstieg aus dem Zellzyklus dar. Der
Zellkern kondensiert, die Mitochondrien, das Endoplasmatische Retikulum und viele
Ribosomen verschwinden. Die zellkernlosen Zellen, welche noch einige Ribosomen besitzen,
werden nun als Retikulozyten beschrieben. Diese gehen in die Blutbahn Uber, in welcher sie

zu funktionalen Erythrozyten reifen.40-143

Da Retikulozyten und reife Erythrozyten keine Mitochondrien mehr besitzen, findet die
Hambiosynthese ausschlielllich in den erythroiden Vorlauferzellen statt und wird dort von
mitochondrialen und zytosolischen Enzymen ermoglicht."* Im ersten Schritt reagiert die
Aminosaure Glysin mit Succinyl-CoA zu &-Aminolavulinsdure. Diese Reaktion wird von der
d-Aminolavulinatsynthase (6-ALAS) katalysiert und stellt den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt zur Regulation der Hambiosynthese dar.'° Es liegen zwei Isoformen vor (ALAS 1 und
ALAS 2). ALAS 1 wird in allen nicht-erythroiden Geweben gebildet, ALAS 2 in den
Vorlauferzellen der Erythrozyten.'#® Die Regulation der Enzyme erfolgt tber verschiedene
Mechanismen. ALAS 1 wird unter anderem durch Ham, das Endprodukt des
Stoffwechselweges, gehemmt. Dahingegen wird ALAS 2 bei einem Eisenmangel inhibiert.
Eine Induktion erfolgt durch Erythropoetin (EPO), welches tGberwiegend unter Einfluss des O,-
Partialdrucks in der Niere gebildet wird.">' Uber verschiedene Stoffwechselreaktionen
kommt es schlief3lich unter Einbau von Eisen und katalysiert durch die Ferrochelatase zum
Ham-Molekul.™®

EPO regt neben der Induktion der ALAS 2 die Reifung der erythroiden Vorlauferzellen an, bei
welchen innerhalb der Erythropoese die Rezeptor-Dichte flir EPO steigt. EPO ist wasserldslich
und gelangt Gber die Blutbahn lber die Knochen ins Knochenmark.'#’

Im Zusammenhang mit COVID-19 stellten Encabo et al. fest, dass Betroffene mit schwerem,
intensivpflichtigem Krankheitsverlauf einen starken Hb-Abfall zeigten. Dabei wiesen sie einen
Anstieg zirkulierender, kernhaltiger Erythrozyten im Blut auf, welche zwei bis drei Wochen

nach Infektion die Hoéchstkonzentration erreichten. Dies weist auf eine Stérung der
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physiologischen Erythropoese hin. Dabei werden zwei Hypothesen angefihrt. Neben der oben
bereits beschriebenen direkten Infektion der erythroiden Vorlauferzellen kdnnte die Stérung
der Erythropoese auch Folge einer systemischen Hyperinflammation sein.'*® Infolgedessen
kann eine Stress-Hamatopoese ausgeldst werden, wodurch pathologische Erythrozyten in den
Blutkreislauf freigesetzt werden kénnten, die beispielsweise morphologische Veranderungen

aufweisen. 148149

Erythrozyten besitzen keine Zellorganellen, weswegen sie einen reduzierten Stoffwechsel
Uber die anaerobe Glykolyse und den Pentosephosphatweg betreiben.'*%1%2 Sie sind konstant
auf Glukose angewiesen. Das in der Glykolyse gewonnene Adenosintriphosphat (ATP) dient
vor allem zur Aufrechterhaltung des Membranpotenzials Uber die Natrium-Kalium-ATPase
(NA*/K*-ATPase), das gebildete Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) zur Reduktion von
Methamoglobin. 190151

Zudem fallt bei den Erythrozyten Uber einen speziellen Umweg innerhalb der Glykolyse der
allosterische Effektor 2,3-Bisphosphoglycerat (2,3-BPG) an.'®® Dieser ist essenziell im
Gastransport, indem er an sauerstoffreiche Hb-Molekile bindet und ihre Bereitschaft zur
O2-Abgabe ans Gewebe erhdhen kann. Uber diesen ,Umweg“ wird jedoch weniger ATP
gewonnen, sodass dieser, je nach Sauerstoffsattigung, vermehrt oder vermindert ablaufen
kann. Je nach Bedarf wird neben der anaeroben Glykolyse ca. 10 % der verfugbaren Glucose
im Pentosephosphatweg, welcher im Zytosol ablauft, umgesetzt. Dabei wird
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) generiert. NADPH wird fur die Regeneration
von reduziertem Glutathion (GSH) bendétigt und kann in Erythrozyten ausschlief3lich Gber
diesen Stoffwechselweg gewonnen werden. Glutathion wird als Oxidationsschutz bendtigt
(siehe 2.2.3.).190.151.154

Im Zusammenhang mit COVID-19 wurde beobachtet, dass die Erkrankung Einfluss auf den
Stoffwechsel der Erythrozyten nehmen kann. Es wurden erhéhte Konzentrationen an
Zwischenprodukten der Glykolyse sowie Veranderungen im  Fettstoffwechsel
nachgewiesen.®®'% Dariiber hinaus wurden erhohte Konzentrationen des Endprodukts des
Pentosephosphatwegs (Ribosephosphat) beobachtet, welches auf eine Zunahme des

oxidativen Stresses schlieRen lasst.®

Die Lebenszeit der Erythrozyten betragt rund 120 Tage. %' Ihre Form veréndert sich und der
Calciumgehalt steigt wahrend der Seneszenz. Dieser aktiviert wahrscheinlich das noch
schlecht erforschte Protein y-Calpain, welches das Spektingertist der Erythrozyten aufbricht.
Das Phospholipid Phosphatidylserin wird auf die Membranaufenseite verlagert, sodass es als
Rezeptor flir Makrophagen dient. Die gealterten Erythrozyten werden dann vor allem in der

Milz, aber auch in der Leber und im Knochenmark durch das mononukleare-phagozytare

35



System abgebaut.’8'%° Des Weiteren wird vermutet, dass auch Erythrozyten Apoptose, den
vorzeitig programmierten Zelltod (= Eryptose), betreiben, obwohl ihnen eigentlich
Schllsselorganellen, wie Mitochondrien und Zellkerne, im Reaktionsweg fehlen.'60-164
Eryptotische Erythrozyten schrumpfen, es kommt zur Bildung blasenférmiger Ausbuchtungen
auf der Zellmembran und das Phospholipid Phosphatidylserin wird exponiert. Ausléser sind
dabei unter anderem ein Anstieg der zytosolischen Calcium (Ca?*)-Konzentration, eine
Hyperosmolaramie, oxidativer Stress, Energiemangel, Hyperthermie und die Exposition von
Xenobiotika.'®® Prostaglandin E2 (PGE2) induziert die Offnung von nonselektiven Ca?*-
Kanalen und flhrt folglich zu einer erhéhten zytosolischen Ca2*-Konzentration. Darliber hinaus
werden durch die erhohte Ca?*-Konzentration Ca?*-sensible K*-Kanéle aktiviert, die zu einer
erniedrigten intrazellularen Konzentration von Kaliumchlorid (KCI) fuhren und eine
Schrumpfung der Erythrozyten bewirken.'63165-167 Dyrch den Phosphatidylserin-Flip kommt es
zur Exposition des Phospholipids an der Erythrozytenoberflache, welches als Marker fur
Makrophagen dient.'621%8 Zudem bleiben die eryptotischen Zellen an der Gefaftwand haften
und werden aus dem Blutkreislauf entfernt.'®

Im Zusammenhang mit COVID-19 wurde bislang kein ibermafRig vermehrter Abbau von
Erythrozyten beobachtet. COVID-19 koénnte jedoch vermutlich Uber eine anhaltende
Hyperinflammation und oxidativen Stress zu einer Eryptose der Erythrozyten fiihren.'®® Es
ware zudem moglich, dass die proteomgeschadigten Erythrozyten bis zu 120 Tagen im
Organismus verbleiben und dadurch langerfristige Auswirkungen hervorrufen konnten.?® Dies
wirde einen mdglichen Erklarungsansatz fur die teils persistierenden Beschwerden nach
COVID-19, beispielsweise Fatigue oder respiratorische Probleme, wie Kurzatmigkeit oder

Dyspnoe, darstellen.'”®

2.2.3. Physiologie

Die Erythrozyten (ibernehmen zahlreiche Funktionen im menschlichen Kérper.'”""2 Eine der
wichtigsten Aufgaben der Erythrozyten ist der Gastransport von Sauerstoff (O,) und
Kohlenstoffdioxid (CO,). Sauerstoff diffundiert aus den Alveolen der Lunge ins Blut, bindet an
Hamoglobin (Oxygenierung) und wird Uber den Kreislauf zu den Geweben transportiert, wo
der Sauerstoff wieder abgegeben wird (Desoxygenierung) und den Zellen zum Stoffwechsel
zur Verfiigung steht.”? 98 % des Sauerstoffs werden auf diese Weise an Hamoglobin
gebunden transportiert, ca. 2 % gelost im Plasma.'”®

Das desoxygenierte Blut gelangt mit hoher Affinitat zu Sauerstoff zur Lunge, um diesen

aufzunehmen und anschliellend an desoxygeniertes Gewebe wieder abzugeben. Die Affinitat
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des Hamoglobins zum Sauerstoff kann dabei durch verschiedene Faktoren verandert
werden.'” Dies kann als Verschiebung der Sauerstoffbindungskurve veranschaulicht werden.
Dabei ist die Sauerstoffsattigung [%] in Abhangigkeit vom Sauerstoffpartialdruck [mmHg]
aufgetragen (siehe Abb. 5).
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Sauerstoffpartialdruck [mmHg]

Abbildung 5: Darstellung der Sauerstoffbindungskurven mit verschiedenen O2-Affinititen des
Hédmoglobins

Eigene Darstellung in Anlehnung an Referenz'”#

Einige wichtige Faktoren fir die erleichterte Sauerstoffabgabe, entsprechend einer
Rechtsverschiebung der Sauerstoffdissoziationskurve, sind eine erhdohte Kérpertemperatur,
ein verringerter pH-Wert, ein erhohter CO,-Partialdruck und die 2,3-BPG-Bindung an die
Hamoglobin-Tetramere. All diese Faktoren korrelieren mit gesteigerter kdrperlicher Arbeit. Fur
die Desoxygenierung im Zielgewebe ist vor allem die 2,3-BPG-Konzentration zustandig. Indem
dieses bevorzugt an die desoxidierte Hamoglobin-Form bindet und diese stabilisiert,
konsekutiv flr eine geringere Affinitdt zu Sauerstoff sorgt, steigt die freie O,-
Verfugbarkeit. 17417

Daruber hinaus gibt es viele verschiedene interne (innerhalb der Erythrozyten) als auch
externe (im Plasma und in der interstitiellen Flissigkeit) Faktoren, welche in der Regulation
der Sauerstoffaffinitat des Hamoglobins eine Rolle spielen. Zu den internen Faktoren zahlen

unter anderem der Hamoglobin-Typ, die ATP- und Glutathionkonzentration, die
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Saureproduktion, wie beispielsweise Laktat, das Zellalter und die zellulare Konzentration nicht-
diffundierender Substanzen und Anionen.'">176

Letztgenanntes wird als Donnan-Gleichgewicht beschrieben und erklart die ungleiche
Verteilung von lonen in einer Flissigkeit. Dieser Effekt entsteht an einer semipermeablen
Membran, welche fir einige lonen durchlassig ist, wahrend andere lonen diese Membran nicht
passieren koénnen. Folgend entsteht eine Ungleichverteilung Uber die semipermeable
Membran und es baut sich eine Potentialdifferenz, sowie eine Differenz des osmotischen
Drucks auf.'”17® Als externe Einfliisse werden neben den oben bereits genannten wichtigen
Faktoren Temperatur, CO,-Partialdruck und pH-Wert auch die Osmolaritat, die
Bicarbonatkonzentration (HCOzs") sowie diffundierende und nicht-diffundierende Anionen,

ebenso im Hinblick auf das Donnan-Gleichgewicht, beschrieben. %17

Im Zusammenhang mit COVID-19 wurde bislang eine veranderte Sauerstoffbindung
bzw. -abgabe der Erythrozyten beobachtet. Moglicherweise kdnnte dadurch die verminderte
Leistungsfahigkeit sowie die Kurzatmigkeit erklart werden.'® Die Sauerstoffaffinitat des
Hamoglobins der Erythrozyten wird durch einen Anstieg der 2,3-BPG Konzentration verringert.
Dies ist beispielsweise die Folge von Hypoxie oder einer Anamie, welche im Zusammenhang
mit COVID-19 auftreten kénnen. Insbesondere bei der Mehrheit der schwer Erkrankten konnte
jedoch eine Linksverschiebung der Sauerstoffbindungskurve beobachtet werden, welche eine
erhohte Sauerstoffaffinitat zeigt. Es kommt zur verbesserten O.-Aufnahme in der Lunge,
jedoch ist die O>-Abgabe im Gewebe vermindert.'®

Daneben haben, wie bereits erlautert, viele interne und externe Faktoren Einfluss auf die
Sauerstoffaffinitdt des Hamoglobins. Dabei stellt sich die Frage, welche Faktoren
moglicherweise durch COVID-19 verandert sind und folglich Einfluss auf die Sauerstoffaffinitat
der Erythrozyten nehmen. Boning et al. veréffentlichten in ihren Ergebnissen Anfang 2023,
dass eine erhohte Temperatur, eine erhdhte Saureproduktion, wie beispielsweise Laktat, und
eine fragliche Erhohung der 2,3-BPG Konzentration durch COVID-19 beobachtet wurde.
Einige Faktoren, wie der pH-Wert, der pCO; und die HCOs;-Konzentration werden als variabel
genannt.”® Bei schweren COVID-19-Krankheitsverlaufen wird ein Einhergehen mit
Hypoxdmie beschrieben. Auch eine stille Hypoxdmie ohne Anzeichen von
Atemschwierigkeiten ist mdglich, sodass auf eine Gewebehypoxie geachtet werden

muss_180,181

Des Weiteren Ubernehmen die Erythrozyten einen kleinen Teil des Rucktransports des
entstandenen Kohlenstoffdioxids zur Lunge, allerdings macht die an Hamoglobin gebundene
Transportart nur ca. 5 % aus. Weitere 5 % der CO,-Molekile gelangen physikalisch geldst

zurlick zur Lunge.'?” Der grofite Teil des entstandenen Kohlenstoffdioxids wird als Bikarbonat-
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lonen transportiert, indem Kohlenstoffdioxid mit Wasser durch die Carboanhydrase der

Erythrozyten zu Bikarbonat und Wasserstoff katalysiert wird (siehe 2.2.1.)."72

Das Hamoglobin der Erythrozyten dient zudem als leichtes Puffersystem im Saure-Basen-
Haushalt.'”? Es kann im sauren Milieu freie Wasserstoff-Protonen (H*) oder H* der Salzséure
binden. Die Aminosaure Histidin ist dabei ausschlaggebend fir die Pufferfunktion. Der
Imidazol-Ring in der Seitenkette kann protoniert werden. Zudem ist der pK-Wert, welcher die
Lage des Gleichgewichts der Sdure-Base-Reaktion beschreibt, nah des neutralen pH-Werts
und spielt somit vor allem im physiologischen pH-Bereich des Kérpers eine grol3e Rolle. Die
Pufferkapazitdt ist bei desoxygeniertem Hamoglobin wirksamer als bei oxygeniertem

Hamoglobin.'72182.183

Dariiber hinaus sind Erythrozyten an der Funktion des antioxidativen Systems beteiligt.'”? Flr
eine physiologische Funktion im Korper ist ein Gleichgewicht zwischen freien Radikalen und
Antioxidantien essenziell. Ubersteigt die Anzahl freier Radikale die Antioxidantien, kann der
Korper diese nicht abfangen und es entsteht oxidativer oder nitrosativer Stress, welcher
schadliche Auswirkungen haben kann. Freie Radikale, welche ungepaarte Elektronen
enthalten, weisen folglich eine hohe chemische Reaktivitdt auf. Es lassen sich reaktive
Sauerstoff (ROS, engl. Reactive oxygen species) und Nitrogen (RNS, engl. Reactive nitrogen
species) -Verbindungen unterscheiden. Zu den ROS werden unter anderem Hydroxyl-
Radikale (OH-) und Superoxid-Anionen (O,-") gezahlt, Beispiele fur die RNS sind
Stickstoffmonoxid (NO-) und Peroxynitrit (ONOQ").84-186

ROS und RNS kdénnen durch verschiedene biochemische Prozesse im Korper entstehen.
Dazu zahlt die Reduktion molekularen Sauerstoffs bei der anaeroben Atmung, die Oxidation
von Katecholaminen, die NO-Produktion des GefaRendothels bzw. der RBC-NOS sowie
externe Einfliisse wie elektromagnetische Strahlung.'®”-%° Durch Bindung von Peroxynitrit und
Tyrosin entsteht Nitrotyrosin, welches als Marker fir RNS und nitrosativen Stress
herangezogen werden kann.®"

Zum Schutz nutzt der Koérper verschiedene Antioxidantien, welche nach Gutteridge als
Substanzen beschrieben werden, die die Oxidation anderer Substrate erheblich verzégern
oder ganzlich verhindern.'®? Das atypische Tripeptid Glutathion dient als Oxidationsschutz. Es
schutzt, wie in anderen Zellen des Korpers, die Membran, die Enzyme und das Hamoglobin
der Erythrozyten.'® Es besteht aus den drei Aminos&uren Glutamat, Cystein und Glycin, wobei
erstere Uber eine atypische y-Peptidbindung miteinander verknlpft sind. Aufgrund seiner
Thiolgruppe dient Glutathion als Reduktionsmittel, kann also Elektronen an zuvor ungewollt
oxidierte Molekiile abgeben und somit reduzieren. Dabei sind immer zwei Glutathion-Molekiile

beteiligt und reagieren selbst zum Glutathion-Disulfid.'®®* Um dieses wieder in das funktionale
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Reduktionsmittel Glutathion zu regenerieren, bendtigt die Glutathion-Reduktase in den
Erythrozyten das Coenzym NADPH aus dem Pentosephosphatweg als Elektronenspender.
Das Glutathion dient als Schutz vor reaktiven Sauerstoff- und Nitrogenverbindungen.'®* Die
Erythrozyten sind besonders den Sauerstoffradikalen ausgesetzt, da sie den Sauerstoff
transportieren und jederzeit durch verschiedene Reaktionen entstehen konnen.
Beispielsweise entstehen Superoxidradikale bei der ungewollten, spontanen Oxidation von
O,-bindungsfahigem Hamoglobin mit zweiwertigem Eisenion (Fe?*) zu Methamoglobin mit
dreiwertigem Eisen (Fe®*), welches keinen Sauerstoff mehr binden kann.'®194195 Eg |iegt
jedoch nur rund 1 % des Hamoglobins in Form von Methamoglobin vor. Methamoglobin kann
mithilfe der Cytochrom-b5-Reduktase als Katalysator und NADH als Elektronendonator zurtick
zu O,-bindungsfahigem Hamoglobin reagieren.'”? Die Radikale reagieren in verschiedenen
Reaktionen zu Wasserstoffperoxid (H,O;), welches durch die Glutathion-Peroxidase oder
Katalase zu Wasser bzw. Wasser und Sauerstoff katalysiert wird. Wiirden oben genannte
Enzyme fehlen, konnte aus den Wasserstoffperoxid-Molekilen Hydroxylradikale entstehen,
die aggressiver als die Superoxidradikale sind. Diese greifen die Lipiddoppelschicht an und
konnen die Membran der Erythrozyten zerstoren.'®®

Generell ist bekannt, dass die Uberproduktion an reaktiven Sauerstoffspezies und/oder ein
Mangel an Antioxidantien fur die virale Replikation und folglich der virusbedingten Erkrankung
entscheidend ist. Die Stérung des Gleichgewichts freier Radikale und Antioxidantien ist ein
wichtiger Ausldser fur eine antivirale Immunantwort, aber auch von Entzindungen. Eine
Uberschiellende Immunantwort kann zu einem Zytokinsturm und schweren Entzindungen
fuhren.’® Bei COVID-19, insbesondere mit schwerem Krankheitsverlauf, konnte eine
Erhéhung des oxidativen Stresses nachgewiesen werden.'® Bizjak et al. stellten erhohte
Konzentrationen an Nitrotyrosin bei den an COVID-19-Erkrankten fest, welches ein Hinweis
auf potenziell erhéhten oxidativen Stress in den Erythrozyten ist. Dieser kann zu intrazellularen

Schaden und verkiirzter Lebensdauer der Erythrozyten fiihren.'”®

Erythrozyten produzieren zudem konstitutiv das Signalmolekiil Stickstoffmonoxid (NO)."*” Es
dient als wichtiges Signalmolekldl im menschlichen Kérper und ist an zahlreichen
physiologischen Prozessen beteiligt. Je nach Entstehungs- und Wirkort wirkt es unter anderem
im Herz-/Kreislaufsystem, in welchem es Uber eine Relaxation der glatten Muskelzellen eine
Vasodilatation bewirkt. NO aktiviert die in den glatten Muskelzellen lokalisierte
Guanylatcyclase, welche die Synthese von zyklischen Guanosinmonophosphat (cGMP) aus
Guanosintriphosphat (GTP) katalysiert. Der intrazellulare Anstieg der cGMP-Konzentration
aktiviert die cGMP-abhangige Proteinkinase G, welche insbesondere Uber

Phosphorylierungen bestimmter Proteine und ausgeldsten Signalkaskaden zu einer Abnahme
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der intrazellularen Ca?*-Konzentration fiihrt. Dadurch kommt es zu einer Relaxation der glatten
Muskulatur und somit zu einer Vasodilatation. 19819

NO wird von Enzymen, die als Gruppe von homologen NO-Synthasen zusammengefasst
werden, produziert. Diese sind bei einer Vielzahl von physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen involviert. Es gibt drei Isoformen der Stickstoffmonoxid-
Synthase (NOS): Die neuronale NOS (nNOS oder NOS ), die induzierbare NOS (iNOS oder
NOS II) und die endotheliale NOS (eNOS oder NOS Ill). Die Enzyme katalysieren die Bildung
von NO aus der Aminoséaure L-Arginin.?°%2%" Kleinbongard et al. wiesen erstmals nach, dass
Erythrozyten ebenfalls eine funktional aktive Stickstoffmonoxid-Synthase-Isoform (RBC-NOS),
ahnlich der eNOS, exprimieren, nachdem dieses lange als umstritten galt. Die RBC-NOS ist
in der Plasmamembran und im Zytoplasma der Erythrozyten lokalisiert. Sie katalysiert die
Reaktion von L-Arginin mithilfe von Sauerstoff und NADPH als Kofaktoren zu L-Citrullin und
NO.197

Die RBC-NOS wird durch verschiedene Faktoren reguliert. Dazu zahlt unter anderem ihr
Substrat L-Arginin, Co-Faktoren, wie Calcium und Calmodulin oder auch Sauerstoff,
mechanische Reize, wie Scherstress, oder Insulin. Eine Phosphorylierung, insbesondere am
Serin-1177-Rest flihrt zu einer deutlichen Steigerung der RBC-NOS-Aktivitat. Dies erfolgt tGiber
den Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase B (PI3K/Akt) -Signalweg, ausgelést durch
beispielsweise bereits erwahnten erhohten Scherstress.97:202-205

Somit fuhrt erhdhter Scherstress zu einer Aktivierung der RBC-NOS und folglich zur
vermehrten NO-Produktion. Im Gegensatz dazu flhrt eine Phosphorylierung anderer
Aminosaurereste, wie Serin 116 und Threonin 495, zu einer Reduktion der RBC-NOS-
Aktivitat,206.207

Aktuell ist umstritten, ob das von der RBC-NOS produzierte NO in den Erythrozyten Einfluss
auf die lokale Verfligbarkeit und Konzentration von NO hat. 197:2%8-211 Eg wird diskutiert, ob eine
Diffusion Uber die Erythrozytenmembran ausreicht bzw. ob es Transportproteine gibt, um
ausreichend hohe Mengen an NO zu exportieren, dass es einen lokalen Einfluss auRerhalb
der Erythrozyten hat2%2° Als Gegenargumente werden beispielsweise die kurze
Halbwertszeit von NO?'® oder das Vorhandensein von Hamoglobin, als potenter NO-
Scavenger (dt. Fanger), der NO bindet und dessen reaktive Eigenschaft reduziert, angefiihrt.
Erythrozyten nehmen neben der eigenen NO-Produktion auch vom Endothel produziertes NO
auf und inaktivieren es, indem es mit Oxyhamoglobin zu Methamoglobin und Nitrat reagiert.
Dadurch kann die Konzentration an freiem, sowohl von den Erythrozyten, als auch vom
Endothel produzierten, NO reduziert werden.?"’

Auch wenn der meiste Anteil des von der RBC-NOS produzierten NO in den Erythrozyten vom
Hamoglobin wahrscheinlich verbraucht wird, wird vermutet, dass die Freisetzung von NO und

verwandten Molekulen die lokale NO-Konzentration an der Membran deutlich erhdhen kann.'®”
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Auch die Ergebnisse von Ulker et all. deuten darauf hin, dass das von der RBC-NOS
produzierte NO zur Vasodilatation bestimmter Abschnitte der BlutgefalRe fuhrt und die
Erythrozyten somit Einfluss auf den lokalen Blutfluss haben.?'?

NO kann zu Nitrat und Nitrit oxidiert werden. Nitrate haben im Blutplasma eine relativ lange
Halbwertszeit von ca. acht Stunden, Nitrit dagegen eine Halbwertszeit von einigen Minuten.?"
Dabei scheint Nitrit als Speicher fir NO zu dienen, dass unter hypoxischen Bedingungen
zuruick zu NO reagieren und zu einer Vasodilatation der Blutgefale fiihren kann. Dadurch |asst
sich der lokale Blutfluss erhéhen und die Sauerstoffversorgung der Gewebe verbessern. Dies
wird als ,hypoxische Vasodilatation“ beschrieben.?'42'" Kleinbongard et al. konnten unter
Stimulation der RBC-NOS durch eine gesteigerte Substratverfigbarkeit von L-Arginin eine
NO-Freisetzung der Erythrozyten nachweisen. Zudem stellten sie eine folglich erhdhte
Konzentration von Nitrosoverbindungen im Plasma fest.'®’

Daruber hinaus beeinflusst die RBC-NOS mittels NO direkt die Verformbarkeit der
Erythrozyten und hemmt die Aktivierung von Thrombozyten.'97.198207.218 Gray et al.
untersuchten die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen des Einflusses von NO auf
die RBC-Verformbarkeit und vermuten, dass eine S-Nitrosylierung von Proteinen des
Zytoskeletts ursachlich fur die Erhéhung der RBC-Verformbarkeit ist. Hochstwahrscheinlich
komme es zur reversiblen Bindung von NO an eine Thiolgruppe der Aminosaure Cystein von
a- und B-Spektrin.?'® Eine Aktivierung der RBC-NOS hemmt die Aktivierung und Aggregation
der Thrombozyten, wohingegen eine Hemmung der RBC-NOS die Thrombozytenaggregation
erhoht. 197220

Zusammenfassend lasst sich somit festhalten, dass erhéhte NO-Konzentrationen Uber eine
gesteigerte RBC-Verformbarkeit sowie eine Hemmung der Thrombozytenaggregation zu einer

positiven Wirkung auf die FlieReigenschaften des Blutes flhren.

2.2.4. Hamorheologische Eigenschaften

Der Blutkreislauf bietet von der Aorta bis hin zu Kapillaren viele verschiedene
Flussbedingungen und hamodynamische Krafte. Dabei missen die Erythrozyten sich den
Gegebenheiten anpassen, um die Gewebe ausreichend mit Sauerstoff versorgen zu
kénnen.'2 Je nach GefaRdurchmesser und Flussrate nehmen die Erythrozyten verschiedene
Formen an. Bei langsamen Strdmungen, also einer geringen Schubspannung, nehmen die
Erythrozyten ,Geldrollen“-artige Anordnungen (Rouleaux) an. Bei schnellen Strémungen

sehen die Formen wie Paraboloide aus.?"2%2
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Dabei ist die Viskositat des Blutes aufgrund der zellularen, festen Bestandteile nicht konstant.
Blut ist eine Suspension aus genannten zelluldren Bestandteilen und dem dunnflissigen
Plasma. Es ist somit eine nicht-newtonsche Fliissigkeit. Die Viskositat hangt von der Scherrate
ab und sie stehen im inversen Verhaltnis zueinander, d.h. mit zunehmender Scherkraft nimmt
die scheinbare Viskositat des Blutes ab. Dabei entscheidende Einflussfaktoren sind der
Hamatokrit, die Plasmaviskositat sowie die Aggregation und Verformbarkeit der
Erythrozyten,134.223.224

Zudem stellt die Aggregation von Erythrozyten einen physiologischen Prozess dar. Das
reversible Zusammenheften der Erythrozyten zu zwei- und dreidimensionalen Strukturen ist
dabei von den jeweils wirkenden Scherkraften abhangig.??®> Mit zunehmender Scherbelastung
nimmt die GroRe der Aggregate ab, sodass ein umgekehrt proportionales Verhaltnis zwischen
AggregatgroRe und Scherkrafte besteht. Die Neigung der Erythrozyten zur reversiblen
Aggregation zeigt insbesondere bei niedrigen Stromungsgeschwindigkeiten Relevanz, da sich
unter diesen Bedingungen vermehrt Aggregate ausbilden.'

Solange der Durchmesser des Gefalies zur Grofie der Erythrozyten vergleichsweise grof} ist,
nahert sich die Blutviskositdt der Plasmaviskositat an. Ist der Gefalddurchmesser jedoch
geringer als der Durchmesser der Erythrozyten, missen die Zellen durch Scherkrafte verformt
werden.??8 Der Fahraeus-Lindqvist-Effekt besagt, dass die scheinbare Viskositat des Blutes
mit abnehmendem GefalRdurchmesser ab ca. 300 ym sinkt. Grund hierfur ist die Eigenschaft
der Erythrozyten sich zu verformen sowie die durch wandnahe Scherkrafte bewirkte
Verdrangung der Erythrozyten aus den Randbereichen der Gefale.?’

Die hohe Verformbarkeit der Erythrozyten wird durch die geringe intrazellulare Viskositat, die
im Verhaltnis zum Zellvolumen grofe Oberflache der Membran und die viskoelastischen
Eigenschaften der RBC-Membran ermdglicht.??® Zudem benétigen die Erythrozyten fir die
Aufrechterhaltung ihrer Verformbarkeit ATP, welches sie aus der Glykolyse gewinnen
(siehe 2.2.2.). Dieses wird fiir Kationenpumpen, insbesondere die Na*-K*-ATPase und Ca?*-
ATPase, bendtigt, um die intrazellulare Konzentration zu regulieren. Dadurch wird Uber das
Zellvolumen das Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis  konstant gehalten.'?2°  Die
Aufrechterhaltung dieses Verhaltnisses ist essenziell. Sind die Erythrozyten Uberhydriert,
wirde sich das Volumen erhdhen, die Oberflache jedoch gleichbleiben. Folglich wiirde es zu
einer Verminderung der Verformbarkeit kommen. Auch eine Dehydration der Erythrozyten
hatte durch eine Reduzierung des Volumens dieselbe Folge.3422°

Die Blutviskositat nimmt, wie zuvor bereits erlautert, mit steigendem Scherstress ab. Diese
Eigenschaft ist essenziell fir eine effiziente Durchblutung.’* Lanotte et al. demonstrierten in
ihren Experimenten, dass die Dynamik der Erythrozyten diese Scherverdiinnung bestimmt.
Die Erythrozyten zeigen, angepasst an die jeweiligen Stromungsbedingungen, verschiedene

Zellformen. Es wird vermutet, dass eine Veranderung der mechanischen Membran, der
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Plasmazusammensetzung oder der Viskositdt des RBC-Zytosols diese morphologische
Dynamik beeinflusst und so Auswirkungen auf die Blutrheologie hat.?*°

Fir die Mikrozirkulation sind vor allem zwei Eigenschaften der Erythrozyten entscheidend:
Zum einen die mdglichst hohe Verformbarkeit, zum anderen eine geringe Aggregation
zwischen den Erythrozyten.’®*23! Folglich kénnen beide Faktoren die Versorgung mit
Sauerstoff sowie Nahrstoffen von Geweben und Organen beeintrachtigen, welches

gegebenenfalls bei COVID-19 der Fall sein konnte.?%?

Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass die Erythrozyten von COVID-19-Erkrankten
eine Verringerung in der Verformbarkeit aufweisen.®® Die Erythrozyten kdnnen nicht die je
nach GefaRdurchmesser und Flussrate physiologischen verschiedenen Formen annehmen.??!
Die Membranstruktur ist zusammen mit dem Zytoskelett fir die verformbare Zellform
entscheidend. Kommt es durch COVID-19 zu Veranderungen, wird wahrscheinlich die
morphologische Dynamik und somit die Blutrheologie beeinflusst.??23% Konsekutiv kann
insbesondere die Mikrozirkulation beeintrachtigt werden, welches im Allgemeinen zu
Stérungen der Blutzirkulation und somit zu einer Hypoxamie flihren kann. Zudem war in der
Studie von Kubankova et al. auffallend, dass die Erythrozyten der von COVID-19-Genesenen
auch nach vier Monaten nicht wieder vollstdndig die physiologischen Werte der gesunden
Kontrollgruppe zeigten. Sie stellten die Hypothese auf, dass Erythrozyten, welche stark
pathologisch bezlglich ihrer Verformbarkeit sind, von der Milz abgebaut werden. Dahingegen
kdnnten Erythrozyten, welche nur leicht von der Norm abweichen, die Abbauprogresse des
Kdrpers moglicherweise umgehen und fur eine langere Zeit im Blutkreislauf verweilen. Dies
konnte folglich zu verschiedenen Problemen fiihren.23* Andererseits konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass die weniger verformbaren Erythrozyten auch durch einen
anderen physikalischen Phanotyp erklart werden kénnten und somit bereits vor der SARS-

CoV-2 Infektion vorlagen.?3

Neben der hohen Verformbarkeit der Erythrozyten ist eine geringe RBC-Aggregation
entscheidend fir den Blutfluss in der Mikrozirkulation. Es wurde eine vermehrte Aggregation
der Erythrozyten bei COVID-19 erkrankten Personen festgestellt.*®

Bislang konnte kein direkter, kausaler Zusammenhang zwischen einer starkeren RBC-
Aggregation und einem schwereren Krankheitsverlauf nachgewiesen werden, es gibt jedoch
Hinweise auf eine positive Korrelation. Nader er al. fanden einen Zusammenhang zwischen
einer vermehrten RBC-Aggregation und langeren Hospitalisierungsdauern, bendtigter O»-
Supplementation und pulmonalen Lasionen.*

Eine héhere RBC-Aggregation kann weitreichende Auswirkungen haben. Sie kann durch

Erhéhung der Blutviskositat zu Stauungen des Blutflusses fihren. Auch kann der Blutfluss in
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der Mikrozirkulation gestort werden, indem RBC-Aggregate zusammenhangen und die
Erythrozyten folglich enge Stellen nicht einzeln passieren kdnnen. Des Weiteren weichen die
Erythrozyten in die Mitte des Blutflusses und kénnen so Thrombozyten an den Rand ans
Endothel drangen, wo diese sich anlagern kdnnen.*2%%

Neben der Hyperaggregation der Erythrozyten wurde eine Hyperviskositat des Blutes
festgestellt.* Die Blutviskositat setzt sich aus verschiedenen Parametern zusammen, unter
anderem aus dem Hamatokrit, der Plasmaviskositat, der RBC-Verformbarkeit und der RBC-
Aggregation™*, sodass die beiden zuletzt genannten eine erhohte Blutviskositat bei an
COVID-19 erkrankten Personen erklaren kdnnten. Zudem kdnnten weitere mdgliche Ursachen
der Hyperviskositdt eine erhdhte Konzentration der Akute-Phase-Proteine oder eine
Hypergammaglobulinamie sein, da die RBC-Aggregation ebenfalls stark von der
Zusammensetzung der Plasmaproteine abhangig ist.23>%% Als protektiven Faktor stellten
Farber et al. die Hypothese auf, dass eine Verbesserung des Lebensstils sich positiv auf die
hamorheologischen Parameter und sich somit vorbeugend auf die Schwere eines

COVID-19-Krankheitsverlaufs auswirken kdnnte.232

Zudem wurden Erythrozyten bereits auf morphologische Veranderungen untersucht.
Auffallend waren kernhaltige Erythrozyten mit basophiler Tupfelung.?% Dies ist ein Hinweis auf
RNA-haltige Reste von Zellbestandteilen und sprechen fir eine gesteigerte
Dyserythropoese.?*® Nader et al. untersuchten 132 Blutproben von COVID-19-Erkrankten und
stellten fest, dass bei 26 % der Proben mindestens 1 % der Erythrozyten morphologische
Veranderungen aufwiesen. Zudem war bei diesen Proben auffallend, dass sie eine leicht
niedrigere RBC-Verformbarkeit aufwiesen.* Die Erythrozyten sind im Vergleich zu gesunden
Erythrozyten deutlich heterogener beziglich ihrer Gréfe und der Verformung unter
konstantem Scherstress. Einige Erythrozyten waren dabei verkleinert, einige teils
asymmetrisch geformt.?** Dies stimmt auch mit einer anderen Studie Uberein, in welcher
Schistozyten, mechanisch beschadigte Erythrozyten oder deren Fragmente, als Marker fir
schwere Krankheitsverlaufe bei COVID-19 beschrieben werden.?® Dies geht oft mit
systemischen mikrovaskuldren Schaden einher. Schistozyten sind ein Hinweis auf
verschiedene mikroangiopathische Erkrankungen, wie beispielsweise die Dissemenierte
intravasale Koagulation oder die Thrombozytopenische Purpura. Della Rocca et al. stellten bei
70 % ihren mit COVID-19 hospitalisierten Patienten und Patientinnen eine Schistozytenrate

von = 1 % fest.2%®
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2.2.5. Erythrozytenparameter

Die Erythrozytenparameter objektivieren Eigenschaften und Zustande der Erythrozyten. Sie
dienen als Grundlage zur Erkennung von pathophysiologischen Veranderungen, wie
beispielsweise einer Anamie, welche als Reduktion des Hamoglobinwerts unter den Normwert
definiert ist.24° Die Mittelwerte und Normbereiche fiir die Erythrozytenparameter variieren je
nach Herausgeber und Labor leicht. Im Folgenden werden die Werte von der Arbeitsgruppe
um van Pelt genutzt, welche von Sysmex als empfohlene Publikation gelistet ist. Die
Arbeitsgruppe stellte 2022 Referenzintervalle fir das Hamatologie-Analysegerat Sysmex XN
auf. Diese wurden gemaR den statistischen Methoden der Internationalen Vereinigung fir
Klinische Chemie und Labormedizin (IFCC) berechnet.'? In der vorliegenden Studie wurde
der Hamatologie-Analysator Sysmex Digitana KX-21N (Sysmex, Schweiz) genutzt.
Nachfolgend werden die Parameter erlautert sowie anschlielend jeweils auf mogliche
geschlechtsspezifische Unterschiede und den bislang bekannten Zusammenhang mit

COVID-19 eingegangen.

Die Erythrozytenanzahl (RBC) gibt die Gesamtanzahl der Erythrozyten im Korper an. Bei
Mannern wird der Mittelwert mit 4,4 bis 5,7 x10%ul, bei Frauen mit 4,0 bis 5,2 x10%/ul
angegeben.'?® Der Hamoglobinwert (Hb) beschreibt die Konzentration an Hamoglobin auf eine
bestimmte Volumeneinheit berechnet. Referenzbereiche variieren nach Alter und Geschlecht.
Bei erwachsenen Mannern reicht der Normbereich von 13,4 bis 17 g/dl, bei Frauen von 11,8
bis 15,2 g/dl.'?® Der Hamatokrit (Hkt) entspricht dem prozentualen Anteil an zellularen
Bestandteilen am Gesamtblutvolumen. Der zellulare Bestandteil wird praktisch dem
Erythrozyten-Anteil gleichgesetzt, da der Anteil anderer Blutzellen vernachlassigbar klein ist.
Relevant ist sowohl die Anzahl als auch das Volumen der Erythrozyten. Normwerte sind bei
erwachsenen Mannern 41 bis 50 %, bei Frauen 37 bis 46 %.'?® Eine Verminderung des
Hamatokrits liegt bei allen Andmien, bei Uberwésserung oder auch physiologisch in der
Schwangerschaft vor. Eine Erhéhung ist bei Wasserverlust oder einer Polyglobulie zu

beobachten.?*!

Im geschlechterspezifischen Vergleich sind die Erythrozytenanzahl, der Himoglobinwert und
der Hamatokrit bei Frauen im gebarfahigen Alter geringer.”'? In dieser Arbeit, wenn nicht
anders beschrieben, wird sich bei ,Frauen“ auf Frauen im gebarfahigen Alter bezogen. Im
prapubertaren Alter gibt es keine groReren Unterschiede im Hinblick auf die
Erythrozytenanzahl, dem Hamoglobinwert und der Ferritinkonzentration im Serum zwischen
den Geschlechtern.?*? Mit der Menarche kommt es zum menstruationsbedingten Eisenverlust

und den physiologisch niedrigeren Werten der oben genannten Parameter. Erst zehn Jahre
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nach der Menopause dhneln die Hamoglobinwerte der Frauen wieder denen der Manner.242:243
Rushton et al. stellen zudem die Hypothese auf, dass viele Frauen menstruationsbedingt einen
chronischen Eisenmangel haben kdénnten, die sich teils auch féalschlicherweise in den
Referenzwerten  widerspiegeln.?®® Allerdings gibt es auch Hinweise, dass die
durchschnittlichen Hamoglobinwerte auch bei pramenopausalen Frauen mit physiologischen
Eisenwerten niedriger als bei gleichaltrigen Mannern sind.?*

Zudem wird der hormonelle Einfluss als Ursache angesehen. Bei Mannern fordert Testosteron
die Bildung von Erythropoetin, welches die Erythropoese stimuliert. Jedoch gibt es keine
auffallenden Unterschiede der Erythropoetinwerte bei Mannern und Frauen, sodass es nahe
liegt, dass der Unterschied nicht im Knochenmark, sondern durch Prozesse in der Niere
entsteht. Bei Frauen fiihren die gebildeten Ostrogene zur Vasodilatation, bei Mannern die

Androgene zur Vasokonstriktion der Mikrovaskularisation der Niere.?*4

In Zusammenhang mit COVID-19 wurde bislang eine Abnahme der Hb-Konzentration sowie
des Hamatokrits beobachtet. Die meisten Andmien sind auf eine Entziindung, auch Anamie
bei chronischer Entziindung genannt, zuriickzufiihren.245-248

Die Anamie entsteht, indem es durch proinflammatorische Zytokine zur gesteigerten Synthese
des Akute-Phase-Proteins Hepcidin kommt, welches wiederum einen funktionellen
Eisenmangel bewirkt.?*® Die Ursache basiert auf verschiedenen pathophysiologischen
Mechanismen. Zum einen flhrt die erhéhte Hepcidinkonzentration zu einer verminderten
Eisenabgabe aus den Enterozyten ins Blut, da die Expression von Ferroportin gehemmt und
dessen Abbau gefordert wird. Uber Ferroportin erfolgt der Transfer von Eisen-lonen aus dem
Intra- in den Extrazellularraum. Wird dieser Ablauf gehemmt, resultiert daraus eine reduzierte
Freisetzung von Eisen-lonen ins Blut.?4%-2%" Zum anderen wird durch die erhhte Konzentration
an Hepcidin die Mobilisierung des Speichereisens aus dem mononuklearen
Phagozytensystem gehemmt, obwohl die Eisenreserven quantitativ ausreichend vorhanden
waren.?*92% Dariiber hinaus kommt es zur verminderten intestinalen Eisenresorption sowie zu
einer reduzierten Eisenaufnahme in die erythropoetischen Vorlauferzellen. Erganzend
hemmen die freigesetzten Zytokine die Erythropoese direkt, indem die Produktion und
Funktionalitat von Erythropoetin gemindert und gleichzeitig die Halbwertszeit der Erythrozyten
verkirzt werden . 249-252

In der Labordiagnostik zeigt sich die Anamie der chronischen Erkrankung oft normochrom-
normozytar, kann sich aber auch als hypochrome-mikrozytare Form duRRern.?*°

Bei zu niedrigeren Hamoglobinkonzentrationen, insbesondere bei Betroffenen mit
Komorbiditaten, kann es zu einer Minderversorgung der peripheren Gewebe mit Sauerstoff

kommen. In der Studie von Bergamaschi et al. fiel auf, dass an COVID-19 erkrankte Frauen
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niedrigere Hb-Konzentrationen und eine héhere Pravalenz von schweren Anamien als Manner

aufwiesen.2*6

Des Weiteren gehoren folgende Erythrozytenindizes zu den Standardparametern, wobei die
beiden erstgenannten Parameter geschlechtsunabhangig sind. Die Parameter kdnnen direkt
von bestimmten Hamatologie-Analysegeraten, beispielweise in einer Durchflusszytometrie,
gemessen oder aus bestimmten Werten berechnet werden. 25253

Das mittlere korpuskulare Volumen (MCV, engl. mean corpuscular volume) bezeichnet das
durchschnittliche Volumen der Erythrozyten und berechnet sich aus dem Hamatokrit dividiert
durch die RBC-Anzahl. Hier wird der Hamatokrit zur Berechnung genutzt, da die Erythrozyten
den grofdten Anteil der Blutzellen ausmachen. Der Referenzbereich betragt 82,5 bis 97,4
Femtoliter (fl) und beschreibt normozytdre Erythrozyten. Pathologisch veranderte Zellen
werden als mikrozytéar (< 82,5 fl) bzw. als makrozytéar (> 97 4 fl) gekennzeichnet.'?> Der mittlere
korpuskulare Hamoglobingehalt (MCH, engl. mean corpuscular hemoglobin) gibt die absolute
Menge an Hamoglobin eines einzelnen Erythrozyten an, welcher sich aus der Division von der
totalen Hamoglobinkonzentration und der RBC-Anzahl im Blut ergibt. Das Hamoglobin verleiht
den Erythrozyten ihre rote Farbe. Referenzwerte sind hier 26,8 bis 32,6 Pikogramm (pg), in
welchem die Erythrozyten als normochrom bezeichnet werden. Eine zu geringe Farbintensitat
und somit ein verminderter Hamoglobingehalt wird als hypochrom (< 26,8 pg) definiert. Eine
zu dunkle Erscheinungsform wird als hyperchrom (> 32,6 pg) bezeichnet.'?> Die mittlere
korpuskulare Hamoglobinkonzentration (MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration)
beschreibt im Gegensatz zum MCH das Verhaltnis zwischen RBC-Volumen und
Hamoglobingehalt. Es berechnet sich aus der Division von MCH und MCV bzw. Hamoglobin
dividiert durch den Hamatokrit. Der Referenzbereich reicht bei Mannern von 31,7 bis 35,2 g/dl,
bei Frauen von 31,1 bis 34,6 g/dl. Auch hier werden die pathologisch veranderten Erythrozyten
als hypochrom (<31,7 bzw. 31,1 g/dl) und hyperchrom (>35,2 bzw. 34,6 g/dl)
bezeichnet.252%

In Zusammenhang mit COVID-19 wurde bislang meist eine Abnahme des MCV, MCH und
MCHC beschrieben.?#247:248 Djes kdnnte durch eine Anamie der chronischen Erkrankung
erklarbar sein, welche sich hypochrom und mikrozytar aulern kann.?%° Xia et al. untersuchten
Ende 2022 an COVID-19 erkrankte Probanden und Probandinnen mit der Omikron
Virusvariante. Sie stellten fest, dass das MCHC ebenfalls vermindert war, das MCV jedoch

erhoht.?°

Die Erythrozytenverteilungsbreite (RDW, engl. red cell distribution width) beschreibt die
Spanne zwischen kleinsten und groRten Erythrozyten und kann mit folgender Formel

berechnet werden (siehe Abb. 6).2%
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Erythrozytenverteilungsbreite (RDW) = (S, x 100)/MCV

Abbildung 6: Berechnung Erythrozytenverteilungsbreite

Quelle: Eigene Darstellung
Sv = Standardabweichung des Volumens

Der Referenzbereich liegt bei 11,8 % bis 14,3 %. Bei Abweichungen liegt eine Anisozytose
vor, welche das Vorliegen von vergréRerten Erythrozyten (Makrozyten), als auch verkleinerten
Erythrozyten (Mikrozyten) beschreibt.'”® Die RDW dient als Parameter in der
Differentialdiagnostik. Sowohl normale als auch erhohte Werte kénnen auf bestimmte
Anamieformen hinweisen. Erniedrigte RDW-Werte haben hingegen keine klinische Relevanz
und werden in der Regel nicht bertcksichtigt. Die Referenzbereiche gelten unabhangig vom
Geschlecht.?®®

Im Zusammenhang mit COVID-19 wird eine Erhéhung der Erythrozytenverteilungsbreite
beschrieben. Zusatzlich wird diese Parameterveranderung als pradiktiver Faktor fir den
Schweregrad der Erkrankung sowie der Mortalitdt genutzt.24247.257-2%  Dje genaue
Pathophysiologie ist, bis Stand August 2025, nicht bewiesen.

Es gibt verschiedene Hypothesen, die die Erhdhung der RDW erklaren kénnten. Als Ursache
wird unter anderem die durch COVID-19 induzierte Hypoxamie beschrieben. Als Folge dieser
wird die Freisetzung von Erythropoietin  stimuliert, welches wiederum die
Erythrozytenneubildungsrate und das Erythrozytenvolumen erhoht. In der Diagnostik lasst sich
dadurch dann die erhohte RDW erklaren.?®”2% Dariiber hinaus koénnen durch die
Entzindungsreaktion freigesetzte Zytokine die RDW erhoéhen. Die Reifung der Erythrozyten
kann verlangsamt werden, welches ebenfalls zu einer erhdhten RDW fiihrt.2%” Des Weiteren
kdnnte eine durch COVID-19 ausgeléste Stimulation des Knochenmarks eine Rolle spielen.
Durch den Einfluss auf die Erythropoese kdnnte es zur gréleren Bandbreite der

ErythrozytengréRe kommen.#72%8
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2.3. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, mogliche Veranderungen der Erythrozyten nach einer Infektion mit dem
SARS-CoV-2 und asymptomatischem oder mildem COVID-19-Krankheitsverlauf festzustellen.
Viele der bereits durchgeflhrten Studien konzentrierten sich auf schwere COVID-19-
Krankheitsverlaufe. Es sollen sowohl morphologische als auch funktionelle Abweichungen von
gesunden Erythrozyten festgestellt werden. Ferner soll ermittelt werden, ob und in welchem
Ausmal daraus ein Krankheitswert resultiert.

Erythrozyten bzw. ihre Veranderungen nehmen eine entscheidende Rolle als Indikator flr den
Gesundheitsstatus ein. Sie konnen als Marker dienen, indem sie sehr sensitiv auf oxidativen
sowie nitrosativen Stress und eine Erhohung der Zytokine reagieren.'®:19%:260 Dariiber hinaus
haben sie einen grofRen Einfluss auf die Blutrheologie.'3*2?2° Erythrozyten werden als sehr
anpassungsfahig beschrieben und kénnten vor allem wegen ihrer relativ kurzen Lebensdauer
von rund 120 Tagen eine entscheidende Rolle als Indikator fiir den Gesundheitsstatus bzw. in
der Pathophysiologie von Erkrankungen und ihrer Behandlungen sein.2"

Deswegen ist es relevant, ihre Rolle in der Erkrankung COVID-19 genauer zu untersuchen,
um moglicherweise neue Erkenntnisse, sowohl fur die Diagnostik als auch Therapie, zu
sammeln. Zudem werden die Daten geschlechterdifferenziert ausgewertet, da bestimmte
Parameter je nach Geschlecht variieren und verschiedene Referenzbereiche gelten. Auch
sollen mdgliche Unterschiede im Hinblick auf COVID-19 zwischen Mannern und Frauen

detektiert werden.

Als Hauptfragestellung dient: Fihrt COVID-19 mit asymptomatischem oder mildem

Krankheitsverlauf zu morphologischen und funktionellen Veranderungen der Erythrozyten?
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Geriate

Tabelle 2: Verwendete Geriéte
Gerat

Analysenwaage

Bunsenbrenner

Ektazyotmeter/ Syllektometer

Fluorometer/ Luminometer

Hamatologie-Analysator

Inkubator

Labor-Gefrierschrank

Magnetruhrer

Mikroskop
Mikroskop CCD Kamera

pH Meter

Pipette

Pipette

Name

Sartorius Quintix224

Fireboy

Lorrca MaxSis (Laser-
assisted Optical Rotational

Cell Analyzer)

Thermo ScientificTM
Fluoroskan AscentTM FL

Sysmex Digitana KX-21N

Brutschrank IN30

GFL 6483

Ikamag ret

Zeiss Axiovert 200M
DXC-1850P

SevenCompact S220

Research plus 0,5-10 pl

Research plus 0,5-5 ml

Hersteller

Sartorius Lab Instruments
GmbH & Co. KG, Géttingen,

Deutschland

Integra, Biebertal,

Deutschland

RR Mechatronics, Zwaag,

Niederlande

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Sysmex, Horgen, Schweiz
Memmert, Schwabach,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

IKA Combimag RCT,

Staufen, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland
Sony, Tokio, Japan
Mettler Toledo, Columbus,
Ohio, USA

Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

Eppendorf, Hamburg,

Deutschland
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Pipette Research plus 100-1000 yl Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

Pipette Research plus 10-100 pl Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
Rollen-Mischer Drehmischer Hecht Karl Karl Hecht GmbH & Co. KG,
RM 5 Sondheim vor der Rhon,

Deutschland

Zentrifuge Multifuge 3 L-R Thermo Heraeus Kendro,

Langenselbold, Deutschland

Zentrifuge Zentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

3.1.2. Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Material Hersteller
15 ml Zentrifugenréhrchen Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA

3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid ~ Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
(DAB) Lésung

50 ml Zentrifugenréhrchen Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA

Ammoniumchlorid (NH4CI) Merck, Darmstadt, Deutschland

BD Vacutainer EDTA Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Cellclean Sysmex, Horgen, Schweiz

Cellpack, Verdiinnungslésung Sysmex, Horgen, Schweiz

Deckglaser VWR Avantor, Radnor, Pennsylvania, USA

Diaminobenzidin (DAB) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck, Darmstadt, Deutschland
(NazHPO4 X2 HZO)

Entellan Merck, Darmstadt, Deutschland



epT.l.P.S-Pipettenspitzen
Glucose

Glucoseoxidase
Meerrettich-Peroxidase (HRP)
Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid (NaCl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
VWR International, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat Merck, Darmstadt, Deutschland

(NaH2PO4 x H20)

Natronlauge 1 mol/l
Nickel-1I-Sulfat (NiSO4)

Normal Goat Serum (NGS) 3%
Objekttrager

Osmo High

Osmo Low

PAP-Pen (Fettstift)

Parafilm

Paraformaldehyd (PFA)

Pasteurpipetten

Polyvinylpyrrolidon (PVP) Elon ISO
Reaktionsgefalte 3810X 1,5 ml
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)
Trypsin

Tween20 (CsgH114026)
Wasserstoffperoxid (H20>)

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Dako, Glostrup, Danemark

VWR Avantor, Radnor, Pennsylvania, USA
RR Mechatronics, Zwaag, Niederlande

RR Mechatronics, Zwaag, Niederlande
Dako, Glostrup, Danemark

Parafilm USA Scientific, USA

Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn,

Deutschland

VWR Avantor, Radnor, Pennsylvania, USA
RR Mechatronics, Zwaag, Niederlande
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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3.1.3. Verwendete Losungen

Tabelle 4: Verwendete Lésungen

Lésung

Diaminobenzidin (DAB)-L6sung

Dreichfach gepufferte Salzlésung
(TBS) 0,05 mol

Ldésung zur Hemmung endogener

Peroxidasen

Meerrettich-Peroxidase (HRP)-Lésung

Milchpulverlésung 0,3% / Tween20
0,03% - Losung

Milchpulverlésung 3%

Normal Goat Serum (NGS) 3 %

Herstellung

15 ml 0,1 mol/l PBS

+ 300 pul Glucose

+ 150 pl Ammoniumchlorid (NH4CI)
+ 300 pl Nickel-1I-Sulfat (NiSO4)

+ 150 ul Diaminobenzidin

+ 50 ul Glucoseoxidase

Lésung filtrieren und zugig verbrauchen

6,057 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
in 250 ml Aqua dest. I16sen

+ 8,766 g NaCl

mit HCI auf pH 7,6 einstellen und mit Aqua dest.
auf 1000 ml auffillen

1000 pl Methanol
+ 1000 pl H202
+ 225 ul H.0

3 ul HRP
+1200 pl TBS

200 plI Milchpulverlésung 3%
+ 1,8 ul Tween20
+ 1800 pl TBS

0,23 g Milchpulver
+8ml TBS

36 pul NGS
+ 1200 pl TBS
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Paraformaldehyd (PFA) 4%

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

0,1 mol

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

0,2 mol

3.1.4. Verwendete Software

Tabelle 5: Verwendete Software

Software

Bildverabeitungsprogamm

Ektazytometer-Software

Prasentationsprogramm

Statistiksoftware

Tabellenkalkulationsprogramm

Textverarbeitungsprogramm

2g Paraformaldehyd

+ 20 ml Aqua dest. (eine Stunde bei 60 °C l6sen)
Tropfenweise mit 1mol/l NaOH klaren, erkalten
lassen und filtrieren

+ 25ml 0,2 mol PBS

Auf pH 7,4 einstellen und mit Aqua dest. unter pH-

Kontrolle auf 50ml auffillen

0,2 mol PBS zu gleichen Teilen mit Aqua dest.

(1:1) verdinnen und auf pH 7,4 einstellen

28,8 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat

+ 5,2 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat

+ 17,532 g NaCl

Mit Aqua dest. auf 1000ml auffillen und auf pH

7,4 einstellen

Name

Image J

Lorcca V5.09

Microsoft PowerPoint 365,
Version 2208

GraphPad Prism 9.4.0

Microsoft Excel 365,
Version 2208

Microsoft Word 365,
Version 2208

Hersteller

National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA

RR Mechatronics, Zwaag,

Niederlande

Microsoft, Redmond,
Washington, USA

GraphPad Software Inc., San
Diego, Kalifornien, USA

Microsoft, Redmond,
Washington, USA

Microsoft, Redmond,
Washington, USA
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3.1.5. Kits und Antikorper

Tabelle 6: Verwendete Kits und Antikérper

Kit/Antikorper
Anti-Nitrotyrosin (Lésung 1:500)

Anti-Phsopho eNOS Ser1177 (Lésung 1:150)

Farbekit Pappenheim-Farbung
(May Grundwald & Giemsa)
Ziegen Anti-Kaninchen Antikorper
(L6sung 1:400)

Hersteller

Merck Millipore, Burlington,
Massachusetts, USA

Merck Millipore, Burlington,
Massachusetts, USA

Morphisto, Offenbach am Main,

Deutschland

Dako, Glostrup, Danemark
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3.2. Studienteilnehmende und -verlauf

Die Studie beinhaltet 58 Teilnehmende nach COVID-19, davon 37 mannliche Probanden und
13 weibliche Probandinnen (n=58; 37m, 13w). Die SARS-CoV-2 Infektion wurde mittels eines
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) -Tests und eines Antikorper-Tests nachgewiesen. Das
positive PCR-Testergebnis lag im Durchschnitt 60,7 Tage bei der Probenentnahme zurlck,
d.h. die Probanden und Probandinnen befanden sich nicht mehr im Akutstadium des
COVID-19 Krankheitsverlaufs. Vier Teilnehmende gaben einen asymptomatischen
Krankheitsverlauf an. Alle anderen gaben milde typische COVID-19-Symptome an. Zudem
wurden 42 gesunde Testpersonen, davon 30 mannliche und 12 weibliche (n=42; 30m, 12w),
als Kontrollen untersucht. Die Altersverteilung kann Tabelle 7 entnommen werden.

Es gab weder eine Hospitalisierung noch wurde von anderen Krankheiten berichtet. Keiner
der Teilnehmenden war wahrend des Zeitpunkts der Probenentnahmen gegen das SARS-
CoV-2 geimpft. Die Virusvariante konnte zum Zeitpunkt der Probenentnahmen nicht bei allen
Studienteilnehmenden bestimmt und somit in dieser Arbeit nicht berlicksichtigt werden. Die
Durchfuhrung der Arbeiten im Labor erfolgte im Frihjahr bis Herbst 2021. Im FrGhjahr 2021
verdrangte die Alpha Virusvariante den Wildtyp, ehe im Juni die Delta Virusvariante in
Deutschland stark zunahm und in den nachfolgenden Wochen und Monaten nahezu allein
dominierte. Die Virusvarianten Beta und Gamma wurden ebenfalls im Studienzeitraum in
Deutschland nachgewiesen, deren Anteile waren jedoch sehr gering.?%2 Die Probenentnahmen
waren vor der Entdeckung der Omikron Variante im November 2021 abgeschlossen.

Die verschiedenen Parameter wurden, wenn bei den Ergebnissen nicht anders angegeben ist,

bei allen Studienteilnehmenden gemessen.

Tabelle 7: Altersverteilung Studienteilnehmende. Angaben in Jahren

Kontrolle Md@nner 24,13 5,63 17-37
COVID Mdnner 24,26 4,60 14-31
Kontrolle Frauen 23,88 6,40 16-33
COVID Frauen 23,83 5,44 16-31
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Alle Probanden und Probandinnen der COVID-19- als auch der Kontrollgruppe waren gesunde
und sportlich aktive Personen. Die ethischen Richtlinien der gultigen Fassung der Deklaration
von Helsinki wurden wahrend der Studie beachtet. Die Teilnehmenden gaben zudem eine
schriftliche Einverstandniserklarung zur Teilnahme ab. Die Studie wurde der Ethikkommission

der Deutschen Sporthochschule Kéin vorgelegt und akzeptiert (087/2020).

Die Entnahme der vendsen Blutproben erfolgte niichtern und mittels EDTA Vacutainer (Becton
Dickinson GmbH, Deutschland) aus der Vena mediana cubiti. Es wurden 4 ml EDTA-Blut

abgenommen, welches anschliefend unverziglich weiterverarbeitet wurde.

3.3. Methoden

Im Folgenden werden die Methoden und gemessenen Parameter dieser Studie dargestellt.
Die Durchfiihrung der Untersuchungen erfolgte strukturiert und einheitlich nach vorher

festgelegtem Studienprotokoll.

3.3.1. RBC-Parameter

Zunachst wurden 100 ul des EDTA-Vollbluts mithilfe des Hamatologieanalysator Sysmex
Digitana KX-21N (Sysmex, Schweiz) gemessen und es wurden kleine Blutbilder erstellt. Die
fur diese Arbeit genutzten relevanten Parameter der Erythrozyten sind der Tabelle 8 zu

entnehmen.

Tabelle 8: RBC-Parameter

Parameter Einheit Bedeutung
RBC *1076/ul | Anzahl der Erythrozyten
HGB g/dl Hamoglobinwert
HKT % Hamatokrit
RDW % Erythrozytenverteilungsbreite
MCV fl Mittleres Erythrozytenvolumen
MCH pg Mittlerer korpuskularer Himoglobingehalt
MCHC g/dl Mittlere korpuskuldre Hdmoglobinkonzentration
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Messprinzip:
Zunachst wird vor Durchfihrung der Messung der Hamatologieanalysator mit einer

Verdiinnungsldsung und einer Lyse-Losung beflllt. Die Messung startet, indem das Vollblut
vom Hamatologieanalysator aspiriert wird. Dieses wird zusammen mit der
Verdunnungslosung, einer leicht hypotonen Elektrolytidsung mit guter elektrischer
Leitfahigkeit, in die Messkammer transportiert. Durch eine positiv und eine negativ geladene
Elektrode wird ein elektrisches Feld erzeugt. Die Zellen treten durch die Offnung des
Impedanzkanals, in welchem die Zellen zu einer momentanen Erhdhung des elektrischen
Widerstandes fihren. Durch diesen erzeugten elektrischen Impuls kann die Zahl (RBC) und
GrolRe der Zellen gemessen werden. Die Impulshdhe verhalt sich dabei proportional zu Grélie
und Volumen der Zelle. Der Hamatokrit wird ebenfalls durch die Impedanzmessung ermittelt.
Die Lyse-Lésung wird unter anderem dazu genutzt, dass die Erythrozyten lysieren und die
Leukozyten sowie Thrombozyten in einer Messkammer mittels Wiederstandmessung
bestimmt werden kénnen. Dariber hinaus wird das aus den lysierten Erythrozyten austretende
Hamoglobin in Methamoglobin umgewandelt und wird, weitergeleitet in eine
Durchflusskivette, fotometrisch bestimmt.253:263

Die Erythrozytenverteilungsbreite (RDW) beschreibt die GroRenverteilung der Erythrozyten.
Diese wird berechnet, indem die Standardabweichung der ErythrozytengréRe mit 100
multipliziert und durch MCV dividiert wird.?%4 SchlieBlich werden die restlichen RBC-Parameter

mathematisch aus den gemessenen Grofen berechnet (siehe Abb. 7).25

HKT HGB HGB
MCV (fL)=ﬁ MCH (pg)=m MCHC(g/dL)=m

Abbildung 7: Berechnung RBC-Parameter

Quelle: Eigene Darstellung
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3.3.2. RBC-Verformbarkeit

Die Verformbarkeit der Erythrozyten wurde mittels eines Ektazytometers, dem Lorrca MaxSis
(RR Mechatronics, Niederlande), gemessen. Die Erythrozyten wurden in einer viskésen

Losung definierten Scherkraften ausgesetzt.

Messprinzip:
In Ruhe behalten die Erythrozyten ihre bikonkave, runde Form bei. Werden die Erythrozyten

jedoch einer Scherkraft ausgesetzt, nehmen sie eine ellipsoidische, langliche Form an,
welches als Elongation bezeichnet wird und physiologisch ist.??® Diese Fahigkeit der
Erythrozyten, sich unter ausgesetzten Scherstress zu verformen, wurde mithilfe des
Ektazytometers Lorrca MaxSis untersucht (siehe Abb. 8). Die genaue Funktionsweise ist

bereits in der Literatur beschrieben worden 228265266

Laser

rd
% :I Projektionsschirm

@\‘—‘

Computer

AuRerer Zylinder
Innerer Zylinder

Spiegel

Heizkdrper
Erythrozyten

Abbildung 8: Schematische Zeichnung des Lorrcas (Laser-assisted Optical Rotational Cell Analyzer) zur
Ektazytometrie

Eigene Darstellung in Anlehnung an Referenz?66

Das Ektazytometer ist aus zwei konzentrischen Zylindern mit einem dinnen Zwischenspalt
aufgebaut. Der aufderen Zylinder rotiert (CUP), wahrend der innere Zylinder statisch ist (BOB).
Somit wird eine Schergeschwindigkeit auf die diinne Schicht der Erythrozyten-Suspension, die
sich zwischen den Zylindern befindet, ausgelbt. Unter diesen Kraften kommt es zur
Verformung der Erythrozyten, welche mittels Laserbeugung und einer computergestitzten

Analyse detektiert wird. Der Laserstrahl wird durch die deformierten Erythrozyten geleitet und
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erzeugt ein typisches Beugungsmuster. Dieses wird vom Projektionsschirm aufgefangen, von

der Kamera erfasst und anschlieRend im Computer ausgewertet, 228265266

Das Vollblut setzt sich Uberwiegend aus dinnflissigem Plasma sowie aus zellularen festen
Bestandteilen zusammen. Blut ist folglich eine Suspension und somit eine nicht-newtonsche
Flassigkeit. Diese hat die Eigenschaft, die Viskositat in Abhangigkeit des Hamatokrits und der
Stromungsgeschwindigkeit zu verandern. Um die Proben zuverlassig vergleichbar zu machen,
werden diese mit einer hochviskdsen Polyvinylpyrrolidon-Lésung (PVP) gemischt. Diese

Mischung weist bei den verschiedenen Rotationsgeschwindigkeiten eine konstante Viskositat
auf. 223,224,267

Durchfihrung:
Es wurden jeweils 20 pl Vollblut zu 5 ml Polyvinylpyrrolidon (PVP) mit einer Viskositat von

28,74 Millipascalsekunden (mPas) gegeben. 800 ul dieser viskdsen Ldsung wurden
anschlief3end in den Zylinderspalt gegeben. AnschlieRend wurde darauf geachtet, dass sich
keine Luftblaschen mehr innerhalb der Probe im Zylinderspalt befinden. Die Messung wurde
Uber den Computer gestartet, nachdem der Heizkorper des Ektazytometers die Probe prazise
auf 37 °C erwarmt hat und der Messaufbau abgedunkelt worden ist. Durch die Rotation des
aulleren Zylinders werden neun aufsteigende, definierte Scherkrafte [Pascal; Pa] erzeugt
(0,30 Pa, 0,53 Pa, 0,95 Pa, 1,69 Pa, 3,00 Pa, 5,33 Pa, 9,49 Pa, 16,87 Pa, 30, 00 Pa). Die
Diffraktion des Laserstrahls wurde durch die Kamera detektiert und durch die Lorrca Software
analysiert. Als objektiver Messwert wird der Elongation Index (El) genutzt, welcher die
Membranoberflache abbildet (siehe Abb. 9).

Erythrozyt

N

Elongation Index (EI)

El = (A-B)/(A+B)

Abbildung 9: Berechnung des Elongation Indexes (El)

Eigene Darstellung in Anlehnung an Referenz?66
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Die Ergebnisse der Messung werden in einer Verformbarkeitskurve dargestellt. Im Diagramm
wird der Elongation Index (El) in Abhangigkeit zum Scherstress [Pa] in logarithmischer
Skalierung dargestellt (siehe Abb. 10).

0,6
RBC-Verformbarkeitskurven

0,45—
RBCs mit verminderter Verformbarkeit

- - == RBCsvon gesunder Kontrollgruppe

Elongation Index (El)
o
w
1

0,15—

v

Scherstress [Pa]

RBC-Form: . . . . . . '

Abbildung 10: RBC-Verformbarkeitskurven

Eigene Darstellung in Anlehnung an das Lorrca Manual?5®

Die maximale Verformbarkeit bei unendlichem Scherstress wird durch die Software berechnet,
welche als maximaler Elongation Index (Elmax) bezeichnet wird. Zudem wird SS % [Pa],
welche die Scherrate bei 1/2 Elmax beschreibt, zur Auswertung genutzt. Diese ist wichtig, da
verschiedene Erythrozyten zwar den gleichen Elmax aufweisen konnten, dieser jedoch mit
unterschiedlich starkem Scherstress indiziert werden muss. Dies kann beispielsweise bei

pathologisch veranderter Zellmembran der Fall sein 269270

Aus den oben genannten Werten wurde das Verhaltnis aus SS 2 / ElImax gebildet, welches
zur objektiven Auswertung genutzt wird. Héhere Werte weisen auf eine verminderte
Verformbarkeit der Erythrozyten hin.
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3.3.3. RBC-Osmoscan

Die Verformbarkeit unter einem osmotischen Gradienten wurde ebenfalls mithilfe des Lorrca

MaxSis gemessen.

Messprinzip:
Das Grundprinzip entspricht der Messung der RBC-Verformbarkeit. Die Messung erfolgt unter

konstanter Temperatur und konstantem Scherstress. AnschlieRend wird bei steigender
Osmolaritat von 50 bis 500 mOsm/kg die Erythrozytenverformbarkeit und die Membranrigiditat
gemessen. Um die Proben zuverlassig vergleichbar zu machen, wird auch hier das Vollblut
mit PVP gemischt.?69270

Durchfihrung:
Die einzusetzende Erythrozytenanzahl wurde durch folgende Formel standardisiert:

1000/RBC Anzahl im Blutbild = X ul Vollblut. Dieses wird zu 5 ml Polyvinylpyrrolidon (PVP)
gegeben und anschlielend im Lorrca MaxSis analysiert. Die Messung erfolgt bei einer
konstanten Temperatur von 37 °C Grad und einem Scherstress von 30,00 Pa. Bei steigender
Osmolaritdt von 50 bis 500 mOsm/kg wird die Erythrozytenverformbarkeit sowie die
Membranrigiditdat gemessen. Im Diagramm werden die Ergebnisse der Messung als
Elongation Index (El) in Abhangigkeit der Osmolaritat [mOsm/kg], aufgetragen (siehe Abb. 11).
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Abbildung 11: RBC-Verformbarkeitskurve unter einem osmotischen Gradienten (Osmoscan)

Eigene Darstellung in Anlehnung an das Lorrca Manual?5®

Folgende Parameter wurden zum objektiven Vergleich der Probanden und Probandinnen
genutzt. Die Osmolaritat bei dem minimalen Elongationsindex (EI min) der Erythrozyten in der
hypotonen Region wird als O min bezeichnet. Bei einer weiteren Erniedrigung der Osmolaritat
wirden die meisten Erythrozyten hamolysieren. Bei diesem Wert wird angegeben, dass 50 %
der Erythrozyten im konventionellen Fragilitatstest bereits eine Hamolyse durchlaufen wirden.
Das Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis (A/V-Verhaltnis), also der Quotient aus Oberflache
und Volumen, nimmt mit steigender Osmolaritat ab. Der maximale Elongationsindex (EI max)
beschreibt die maximale Verformbarkeit der Erythrozyten und bezieht sich auf die RBC-
Oberflache. Dieser wird nahe der isotonischen Osmolaritat erreicht. Als dritter Parameter wird
die Osmolaritat in der hypertonen Region bei 2 EI max (O hyper) hinzugezogen, welcher die
Hydratation der Erythrozyten anzeigt. Diese wird von der Viskositat des Zytoplasmas und des

Zellvolumens beeinflusst.?69-2""
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3.3.4. RBC-Aggregation

Die Aggregation der Erythrozyten wurde ebenfalls mit dem Lorrca MaxSis mittels

Syllektometrie gemessen.

Messprinzip:
In der Syllekometrie wird die Laserrickstreuung erfasst (siehe Abb. 12). Die Streueigenschaft

ist dabei abhangig von der Erythrozytensuspension im Zylinderspalt, sodass dadurch die RBC-
Aggregation gemessen werden kann. Eine Fotodiode detektiert bei dieser Messmethode die

Laserriickstrahlung.?®

Laser

AuRerer Zylinder o S TP
Innerer Zylinder

Fotodiode

Spiegel

Erythrozyten
Abbildung 12: Schematische Zeichnung des Lorrcas (Laser-assisted Optical Rotational Cell Analyzer) zur

Syllektometrie

Eigene Darstellung in Anlehnung an Referenz?66

Die Messung lasst sich in drei Phasen unterteilen. In der |I. Phase wird durch eine hohe
Scherrate im Lorrca MaxSis die vollstindige Disaggregation der Erythrozyten induziert.
Daraufhin folgt ein abrupter Stopp des Motors, sodass die Scherkraft aussetzt und die
Erythrozyten sich wieder zufallig in ihrer physiologischen bikonkaven Form anordnen
(Il. Phase). Durch die Relaxation der Erythrozyten erhéht sich die Riickstreuungsintensitat und
es kommt somit zum Anstieg der Kurve. Anschlieend folgt die Ill. Phase, in welcher eine

rasche Aggregation der Erythrozyten zu beobachten ist. Die Erythrozyten ordnen sich in
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geldrollenférmigen Gruppen an, die als Rouleaux bezeichnet werden. Dadurch sinkt das
reflektierte Licht wieder und die Kurve fallt. 265272

Im Syllektogramm wird die Intensitat der Laserriickstreuung (Isc; engl. laser backscatter
intensity in au, engl. arbitrary units) in Abhangigkeit von der Zeit (in s) aufgetragen
(siehe Abb. 13).

T @
100 —

Isctop |
75—

Isc dis
50—

25—

-
=

ttop +10s 120
Zeit [s]

|.Phase [Il.Phase Ill.Phase

I.Phase: Disaggregation durch hohe Scherrate

Il.Phase: Wiederherstellung der physiologischen bikonkaven RBC-Form
Ill.Phase: Aggregation der RBCs (Anordnung in Rouleaux)

* = abrupter Stopp des Motors

Abbildung 13: Syllektogramm der RBC-Aggregation/Disaggregation
Eigene Darstellung in Anlehnung an das Lorrca Manual?%®

Zur Berechnung des Aggregationsindexes (Al in %) werden die Integrale zwischen t top und t top + 10 s genutzt.
A = Integral oberhalb zwischen t top und t top + 10 s; B = Integral unterhalb zwischen t top und t top + 10 s
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Im Folgenden werden die fur dieser Studie relevanten Messparameter beschrieben. Isc dis
definiert die durchschnittliche Laserriickstreuungsintensitat wahrend der I. Phase, welche die
Disaggregation vor der Syllektogramm-Messung beinhaltet. Die maximale Intensitat der
Laserriickstreuung im gesamten Syllektogramm wird als Isc top bezeichnet, die i.d.R. am
hochsten Punkt der Kurve abgelesen werden kann. Dieser Zeitpunkt wird als t top definiert.
Fur die Berechnung des Aggregationsindexes ist der Zeitpunkt von t top bis 10 Sekunden
spater relevant (t top + 10 s). Der Aggregationsindex (Al in %) berechnet sich aus den
Integralen oberhalb (siehe Abb. 13, Flache A) und unterhalb (siehe Abb. 13, Flache B)

zwischen ttop und t top + 10 s.

Die genaue Berechnung des Aggregation Indexes ist in Abbildung 14 dargestellt. Der Al
beschreibt somit das Aggregationsverhalten der Erythrozyten. Je hoéhere Werte dieser

annimmt, desto schneller kommt es zur Aggregation der Erythrozyten.265268.272

Aggregationsindex (Al) = ﬁ x 100 %

Abbildung 14: Berechnung Aggregationsindex (Al)

Quelle: Eigene Darstellung

An oben beschriebene Syllektometrie schliel3t sich das Verfahren der lteration (engl.
Wiederholung) an. In diesem werden die Erythrozyten steigenden Scherraten ausgesetzt und
es werden wiederholende Messungen durchgefiihrt. Bei diesen wird der Zeitpunkt bestimmt,
bei welchem die Veranderung der Intensitdt der Laserriickstreuung (Isc) minimal ist. Die
Scherrate an diesem Punkt wird als y disc min [1/s] definiert. Diese Aggregations-
Disaggregationsscherrate ist objektiv vergleichbar und beschreibt die minimale Scherkraft,
welche auf die Erythrozyten einwirken muss, um eine Aggregation zu verhindern. Auch hier
weisen hohere Werte auf erhéhte RBC-Aggregation hin.8

Als objektive Werte werden in dieser Arbeit der Aggregations Index (Al in %) und die minimale

Scherrate, welche eine Aggregation der Erythrozyten verhindert (y at dlsc min in 1/s), genutzt.
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Durchfiihrung:
Das Vollblut wurde zehn Minuten bei 3600 g und 4 °C Grad in der Multifuge 3 L-R (Thermo

Heraeus Kendro, Deutschland) zentrifugiert. Das RBC-Konzentrat wurde anschlieRend mit
autologem Plasma auf einen einheitlichen Hamatokrit von 40 % eingestellt und 15 min auf dem
Roller Mixer (Karl Hecht GmbH & Co. KG, Deutschland) oxygeniert. Anschliefiend wurden
1000 ul der Probe zur Messung der Aggregation in den Zylinderspalt pipettiert und auf
Luftblaschen kontrolliert. Nachdem diese entfernt worden sind und das Syllektometer konstant
auf 37 °C aufgeheizt war, wurde die am Computer automatisierte Messung gestartet. Nach
Messung der Syllektometrie und dem lterationsverfahren erstellte die Software abschlieRend

die Ergebnisse.

3.3.5. Morphologische Veranderungen

Die Erythrozyten der Blutproben der COVID-19- sowie der Kontrollgruppe wurden zudem auf

morphologische Veranderungen geprift.

Durchfiihrung:
Es wurden 5 pl Vollblut auf Objekttragern ausgestrichen und anschlielend hitzefixiert. Danach

erfolgt die Pappenheim-Farbung, um mdgliche Veranderungen besser sichtbar machen zu
kdnnen. Zuletzt werden mittels einer an ein Mikroskop gekoppelten Kamera Aufnahmen der

mit Erythrozyten beladenen Objekttrager aufgenommen und untersucht.

Die panoptische Farbung kombiniert die Farbemethoden nach May-Griinwald und Giemsa
(Farbekit: Pappenheim-Farbung May Grindwald & Giemsa, Morphisto, Deutschland). Das
Farben lief nach einheitlichem Schema nach Gebrauchsanweisung des Farbekits ab.?”3 Vor
der Durchfuhrung der Farbung wurden anfangs die Gebrauchsldsungen vorbereitet. Die
Puffer-Stammlésung wurde im Verhaltnis 1:9 mit Aqua dest. gemischt, um die Puffer-
Gebrauchslosung zu erhalten. AnschlieBend wurde die Giemsa-Stammldésung im Verhaltnis
von 1:9 mit der Puffer-Gebrauchslésung gemischt, einige Minuten stehen gelassen und
abschlief3end durch einen handelsiblichen Faltenfilter filtriert.

Die Objekttrager wurden zu Beginn der Pappenheim-Farbung in Methanol fixiert.
Darauffolgend wurden die Ausstriche nach dem Lufttrocknen mit der May-Grinwald-Lésung
fur drei bis funf Minuten vorbehandelt. Diese fixiert die Zellen und farbt sie bereits leicht mit
Methylenblau und Eosin an. Nach zweifachem Splulen in der Puffer-Gebrauchslésung erfolgte

die eigentliche Farbung in der Giemsa-Losung. Diese besteht aus Azur I, Eosin und
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Methylenblau und farbt die Zellen an. Nach 15 Minuten wurden die Objekttrager erneut
zweifach in der Puffer-Gebrauchslésung gesplilt. Abschlieldend erfolgten das Trocknen und
Eindecken der Objekttrager. Es wurden mit einer Kamera (CCD-Kamera; Sony, Deutschland),
welche an ein Mikroskop (Zeiss, Deutschland) gekoppelt ist, Bilder mit einer 200-fachen
Vergrofierung aufgenommen. Von jedem Objekttrager wurden finf Bilder gemacht und die
Erythrozyten (durchschnittlich 500 Zellen pro Bild) auf morphologische Veranderungen
untersucht. Dabei wurden die Erythrozyten auf elongierte Formveranderungen sowie
Membranausstulpungen kontrolliert. Zum objektiven Vergleich wurde die Prozentzahl der

abnormalen Erythrozyten an der Gesamtheit genutzt.

3.3.6. Phosphorylierung RBC-NOS Serin 1177

Zur Ermittlung der Aktivitadt der RBC-NOS wurde die Methode der indirekten
Immunhistochemie angewandt. Die Farbung, Messung und Auswertung erfolgte nach

etabliertem Standardverfahren, wie es in der Literatur bereits beschrieben ist.197.205.207.274

Messprinzip:
Die Messung der Phosphorylierung des RBC-NOS Serin 1177-Rests erfolgt mittels indirekter

immunhistochemischer Farbung. Das Grundprinzip dieser indirekten Methode ist, dass der
primare (I.) Antikbrper an eine spezielle Struktur an der Oberflache des zu bestimmenden
Antigens, das Epitop, bindet. An den I. Antikorper bindet wiederum spezifisch der sekundare
(I1.) Antikorper. Dieser besitzt eine freie Bindungsstelle, an welche sich die in dieser Studie
genutzte Meerrettichperoxidase (HRP, engl. Horse-radish-peroxidase) setzt und durch
Zugabe des Farbsubstrats die Reaktion zur Farbung ausldst. Daraus resultierend kdnnen die
zu bestimmenden Epitope sichtbar gemacht und lokalisiert werden. Die Intensitat der Farbung
kann dann am Computer berechnet und analysiert werden.?’* Die Phosphorylierung des Serin
1177-Rests ist als Aktivierungsstelle der RBC-NOS beschrieben.205206:275

Durchfiihrung:
Im Anschluss an die Blutentnahme wurden 400 ul Vollblut mit 400 ul 4 % Formaldehyd

versetzt. Nach einer 20-minttigen Fixierung bei Raumtemperatur, wurde die Vollblut/PFA-
Mischung drei Minuten bei 120-132 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieBend wurde
der Uberstand abpipettiert und verworfen. Es folgte ein Waschschritt mit 1,6 ml 0,1 mol
isotonischer phosphatgepufferter Salzlésung (PBS, pH 7,4), welche das Arbeiten mit
konstantem pH-Wert ermoglichte. Das RBC-Pellet wurde vorsichtig durch Auf- und
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Abpipettieren resuspendiert. Nach funfmindtiger Ruhephase erfolgte eine erneute
Zentrifugation nach oben genannten Einstellungen. Der Uberstand wurde anschlieRend erneut
abpipettiert und verworfen. Zuletzt wurden die Erythrozyten in 400 yl PBS (0,1 mol)
resuspendiert und anschlieBend 10 pl der fixierten RBC sofort auf Objekttrager (VWR Avantor,
USA) ausgestrichen. Dann erfolgte eine Hitzefixierung mittels Bunsenbrenners

(Integra Fireboy, Deutschland).

Zu Beginn der immunhistochemischen Farbung wurde mithilfe eines Fettstifts ein Test- und
ein Kontrollbereich auf dem Objekttrager markiert. Die Kontrollbereiche wurden ohne
Primarantikorper belassen und dienten zur Kontrolle der Farbereaktion. Beide Bereiche aller
Objekttrager wurden mit 1X Tris-Phosphat-Saline (TBS; 0,1 mol, 7,6 pH) gewaschen, indem
TBS zweimal mit einer Pasteurpipette (VWR Avantor, USA) benetzt und jeweils abgeschittet
worden ist. AnschlieBend wurde die Trypsin-Lésung (0,1 %) aufgetragen und die Praparate
wurden 30 min bei 37 °C im Brutschrank (Memmert, Deutschland) inkubiert. Trypsin soll die
Membranpermeabilitdt der Erythrozyten erhéhen und somit das Eindringen der genutzten
Losungen und Antikorper ermdglichen. Es folgte erneut ein Waschschritt mit dreifachem
Spllen mit TBS. Um die endogenen Peroxidasen zu hemmen, wurde ein Gemisch aus
Methanol (CH3OH), Wasserstoffperoxid (H.02) und Aqua dest. aufgetragen. Da das H.O, stark
flichtig ist, wurde das Gemisch jeweils frisch angesetzt und unverziglich verwendet.

Nach 30-minutiger Ruhezeit erfolgte ein erneutes dreifaches Waschen mit TBS. Anschlie3end
erfolgte eine Inkubation beider Bereiche mit 3%iger Milchpulverldsung in TBS, welche freie
Proteinbindungsstellen blockiert und somit die Spezifitat des Primarantikérpers erhéht. Ohne
Spllen wurde anschlieRend der Primarantikbrper aufgetragen. Auf die Testbereiche der
Objekttrager wurde der |. Antikérper, Anti-Phospho eNOS Ser1177 (Lésung: 1:150; Merck
Millipore, USA), in 0,3%iger Magermilchlésung und 0,03%igen Tween20 als Stabilisator fir 60
Minuten aufgetragen. Die Kontrollfelder wurden lediglich mit der 0,3%igen Magermilchlésung
und 0,03%igen Tween20 benetzt. Anschlielend erfolgte ein dreifaches Waschen mit TBS,
bevor normales Ziegenserum 3 % (NGS, engl. Normal Goat Serum) zum Blocken aufgetragen
wurde. Daran schloss sich das Auftragen, sowohl auf die Test- als auch auf die
Kontrollbereiche, des sekundaren Ziegen Anti-Kaninchen Antikrpers (engl. goat anti-rabbit
antibody; Losung: 1:400; Dako, Danemark) an, welcher sich an den Primarantikdrper bindet.
Es folgte eine Inkubation fir 30 Minuten, welche mit einem dreifachen Waschvorgang mit TBS
beendet wurde. AnschlieRend wurde die Meerrettichperoxidase (HRP) in TBS auf die
Praparate gegeben, welche sich an den Il. Antikdrper bindet, und im folgenden Schritt die
Reaktion zur Farbung auslést. Davor wurden die Objekttrager dreimal mit TBS gewaschen,
ehe die fur die Farbung genutzte 3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB)-Lésung in

TBS aufgetragen wurde. Dies dient als Substrat fiir die HRP und verfarbt sich nach Oxidation
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mit Wasserstoffperoxid dunkelbraunlich. AnschlieRend wurde nochmals dreimal mit TBS
gewaschen, wobei im ersten Waschschritt die Flissigkeit mit Pasteurpipette abgenommen und
separat entsorgt wurde. Die Objekttrager wurden in einer aufsteigenden Alkohollésungsreihe
dehydriert und danach mit Entellan eingedeckt und versiegelt.

Die Bilder von Test- und Kontrollbereich wurden anschlielfend mit einer an das Zeiss
Mikroskop gekoppelten CCD-Kamera in 400-facher VergroRerung aufgenommen. Die Bilder
wurden mit der Software Image J (National Institutes of Health, USA) ausgewertet. 50
Erythrozyten von mindestens vier Bildern der Testbereiche und zehn Erythrozyten von
mindestens zwei Bildern in dem Kontrollbereich wurden bestimmt. Die Grauwerte wurden
gegen die Grauwerte des Hintergrunds verrechnet. AnschlieRend wurden die Grauwerte von

den Test- und Kontrollbereichen subtrahiert, um die Netto-Farbintensitat zu erhalten.

3.3.7. Nitrotyrosin

Messprinzip:

Die Konzentration an Nitrotyrosin wird ebenfalls durch die Methode der indirekten
Immunhistochemie gemessen. Das Prozedere entspricht weitestgehend der unter 5.3.6.
erlauterten Messung der RBC-NOS-Aktivierung.

Durchfiihrung:
Die Durchfiihrung der Immunhistochemie entspricht bis auf den Austausch des

Primarantikorpers und einer langeren Inkubationszeit der RBC-NOS Serin 1177-Messung. Der
I. Antikdrper wurde entsprechend angepasst und es wurde Anti-Nitrotyrosin, Losung 1:500
(Upstate/Millipore, USA), genutzt. Zudem erfolgte die Inkubation des |. Antikérpers Uber

Nacht, wahrend bei der Serin 1177-Messung fir eine Stunde inkubiert worden ist.
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3.4. Datenanalyse

Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden den Gruppen ,Kontrolle“ und ,COVID-19¢
zugeordnet. Die Gruppe ,Kontrolle® enthalt alle gesunden mannlichen und weiblichen
Studienteilnehmenden. Die Gruppe ,COVID-19% beinhaltet alle ménnlichen Probanden sowie
weiblichen Probandinnen nach COVID-19. Zudem wurden die Daten geschlechterdifferenziert
ausgewertet. Fur diese Analyse wurde die Einteilung in folgende Gruppen genutzt: ,Kontrolle
Manner®, ,COVID-19 Manner®, ,Kontrolle Frauen“ und ,COVID-19 Frauen®.

Die Gruppen wurden jeweils als voneinander unabhangige Stichproben angesehen. Die
Messungen sind unabhangig voneinander, die abhangigen Variablen sind intervallskaliert und
die unabhangige Variable ist nominalskaliert. Die Daten wurden anfangs mittels des Shapiro-
Wilk-Tests auf Normalverteilung geprtft. Wenn die Gauverteilung gegeben war, wurden die
Daten im jeweils relevanten Gruppenvergleich mittels ungepaartem, einseitigem t-Test
ausgewertet. Falls die Normalverteilung nicht gegeben war, wurden die Daten mittels Mann-
Whitney-Test auf statistisch signifikante Unterschiede Gberprift.

Das Signifikanzniveau a lag bei allen Tests bei 5 %. Ein p-Wert unter 5 % wurde als
signifikant (*), bei Werten unter 1 % als hoch signifikant (**) und unter 0,1 % als hochst
signifikant (***) eingestuft. In der graphischen Darstellung sind die Daten, wenn nicht anders
beschrieben als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

Die statistische Datenanalyse erfolgte mittels Graph Pad Prism 9.4.0 (GraphPad Software Inc.,
USA). Zudem wurde neben Microsoft Word (Microsoft, Version 2208, USA) mit den
Standardprogrammen fir Tabellenkalkulation Microsoft Excel (Microsoft, Version 2208, USA)

und flr Prasentationen PowerPoint (Microsoft, Version 2208, USA) gearbeitet.
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4. Ergebnisse

41. RBC-Parameter

Die RBC-Parameter konnten bei n=52 COVID-19-Probanden und -Probandinnen
(39 m, 13 w) sowie bei n = 42 Kontrollen (30 m, 12 w) gemessen werden.

Die COVID-19-Gruppe zeigte geringere Hamoglobin- (Hb) und Hamatokritwerte (Hkt) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (siehe Abb. 15).

(A) (B)
18
5.5 *
[ 16 4
=
& 5.04 =
e 3
= 2 14
e o
2 454 -
(14 124
4.0 T T 10 T T
\}z' '\q e 9
- oy ‘\
0*{6 0\\\0 6"‘0 -\\°
o C) 8]
¥ o
(C) (D)
50 E 33 15 -
—
45 144
T S
B = 134
I [a]
40 '3
12+
35 T T "+
\\@ :\Q \\G \9
& «® & o
¢ &P ¢ f

Abbildung 15: Erythrozytenparameter (RBC, Hb, Hkt, RDW) im Vergleich zwischen der COVID-19- und der
Kontrollgruppe

Es werden die detektierten Verdnderungen der Erythrozytenparameter dargestellt. (A): Bei der Messung der Anzahl
an Erythrozyten [*10%6/ul] konnten keine Verdnderungen zwischen den Gruppen festgestellt werden. (B) Die
Hé&moglobinwerte [g/dl] zeigten sich in der COVID-19-Gruppe im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant
vermindert (* p < 0.05). (C) Beim Hamatokrit [%] konnte ebenfalls eine Abnahme in der COVID-19-Gruppe im
Vergleich zu den Kontrollen detektiert werden. (**p < 0.01). (D) Bei der Messung der Erythrozytenverteilungsbreite
[%] konnten keine Verdnderungen zwischen den Gruppen festgestellt werden.
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Im geschlechterdifferenzierten Vergleich waren der Hamoglobin- (Hb) und der Hamatokritwert
(Hkt) in der mannlichen COVID-19-Gruppe im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
vermindert. In der Erythrozytenverteilungsbreite (RDW) konnten keine Veranderungen nach
COVID-19 detektiert werden. Die Erythrozytenanzahl (RBC), der Hamoglobin- und der
Hamatokritwert waren in der mannlichen hoher als in der weiblichen Kontroligruppe. Bei den

Frauen konnten keine signifikanten Unterschiede in den vier Blutparametern nach COVID-19

festgestellt werden (siehe Abb. 16).
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Abbildung 16: Erythrozytenparameter (RBC, Hb, RDW, Hkt) im geschlechterdifferenzierten Vergleich
zwischen den COVID-19- und Kontrollgruppen

Es werden die detektierten Verdnderungen der Erythrozytenparameter dargestellf. (A) Die ménnliche
Kontrollgruppe wies eine signifikant h6here Anzahl an Erythrozyten [*10"6/ul] als die weibliche Kontrollgruppe auf
(** p < 0.01). Im Vergleich der Kontrollen zu den Probanden und Probandinnen nach COVID-19 konnten keine
Verédnderungen festgestellt werden. (B) Die ménnliche Kontrollgruppe wies signifikant héhere Hdmoglobinwerte
[g/dl] im Vergleich zu den gesunden Frauen auf (*** p < 0.001). Zudem war der Hb bei den Ménnern nach COVID-19
signifikant vermindert (* p < 0.05). (C) Der Hadmatokrit [%] war bei den ménnlichen héher als bei weiblichen
Kontrollen (** p < 0.01). Die Gruppe COVID-19 Ménner zeigte zudem eine signifikante Verminderung des Hkt im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (** p < 0.01). (D) Bei der Messung der Erythrozytenverteilungsbreite [%]
konnten keine Verdnderungen zwischen den Gruppen festgestellt werden.
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Bei den Erythrozytenindizes konnten ebenfalls Veranderungen der Erythrozyten nach
COVID-19 festgestellt werden. Das mittlere Erythrozytenvolumen (MCV) sowie der mittlere
korpuskulare Hamoglobingehalt (MCH) waren im Vergleich zu den gesunden Kontrollen
vermindert (siehe Abb. 17).
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Abbildung 17: Erythrozytenindizes (MCV, MCH, MCHC) im Vergleich zwischen der COVID-19- und der
Kontrollgruppe

In der Untersuchung der Erythrozytenindizes konnten Verdnderungen nach COVID-19 festgestellt werden. (A) Das
MCYV [fl] war im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant vermindert. (*** p < 0.001). (B) Auch beim MCH [pg] konnte
nach COVID-19 eine signifikante Verminderung nachgewiesen werden (** p < 0.01). (C) Bei der MCHC [g/dl]
wurden keine Verdnderungen festgestellt.

In der geschlechterdifferenzierten Betrachtung war das mittlere Erythrozytenvolumen (MCV)
sowohl bei den Mannern als auch bei den Frauen nach COVID-19 vermindert. Beim mittleren
korpuskuldaren Hamoglobingehalt (MCH) konnte eine Erniedrigung bei der mannlichen
COVID-19 Gruppe im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe detektiert werden. Bei der
mittleren  korpuskuldaren Hamoglobinkonzentration (MCHC) wurde ein signifikanter
Unterschied zwischen der mannlichen und weiblichen Kontrollgruppe gemessen. Die Manner

wiesen hohere Werte auf (siehe Abb. 18).
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Abbildung 18: Erythrozytenindizes (MCV, MCH, MCHC) im geschlechterdifferenzierten Vergleich zwischen
den COVID-19- und Kontroligruppen

In der Untersuchung der Erythrozytenindizes konnten Verdnderungen nach COVID-19 festgestellt werden. (A) Das
MCYV [fl] war sowohl bei der ménnlichen (** p < 0.01) als auch weiblichen COVID-19-Gruppe (* p < 0.05) im Vergleich
zur jeweiligen Kontrollgruppe signifikant vermindert. (B) Auch beim MCH [pg] konnte bei den Ménnern eine
signifikante Verminderung nach COVID-19 nachgewiesen werden (** p < 0.01). (C) Bei der MCHC [g/dI] wurden
bei den ménnlichen Kontrollen signifikant héhere Werte im Vergleich zu den weiblichen Kontrollen festgestellt
(***p < 0.001).
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4.2. RBC-Verformbarkeit

Die RBC-Verformbarkeit konnte bei allen n =58 (37 m, 13 w) Probanden und Probandinnen
gemessen werden, dazu kamen n = 41 Kontrollen (30 m, 11 w) zum Vergleich. Zur Auswertung
der RBC-Verformbarkeit wurde der Quotient aus SS 72 und Elmax genutzt. Je héher der Wert,
desto niedriger ist die Verformbarkeit.

Im Vergleich der COVID-19-Gruppe zu den gesunden Kontrollen konnte eine Erhéhung des
Quotienten nach der Erkrankung festgestellt werden. Dies zeigt eine signifikant verminderte

RBC-Verformbarkeit nach COVID-19 auf (siehe Abb. 19).
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Abbildung 19: RBC-Verformbarkeit im Vergleich zwischen der COVID-19- und der Kontroligruppe

(A) Zum objektiven Vergleich der RBC-Verformbarkeit wurde der Quotient SS 1/2:Elmax genutzt. Dieser war in der
COVID-19-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht (** p < 0.01).

In der geschlechterdifferenzierten Betrachtung wurden sowohl in der mannlichen als auch in
der weiblichen COVID-19-Gruppe ebenfalls signifikant héhere Werte im Vergleich zur
jeweiligen Kontrollgruppe detektiert, welches eine verminderte Verformbarkeit der
Erythrozyten nach COVID-19 aufzeigt. Im Vergleich der beiden Kontrollgruppen untereinander

wiesen die Frauen héhere RBC-Verformbarkeiten als die Manner auf (siehe Abb. 20).
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Abbildung 20: RBC-Verformbarkeit im geschlechterdifferenzierten Vergleich zwischen den COVID-19- und
Kontrollgruppen

(A) Der Quotient SS 1/2:Elmax war sowohl bei den Ménnern (* p < 0.05) als auch bei den Frauen (* p < 0.05) nach
COVID-19 im Vergleich zur jeweiligen gesunden Kontrollgruppe signifikant erhéht, d.h. es lag eine verminderte

Verformbarkeit der Erythrozyten vor. Die Gruppe Kontrolle Méanner wies zudem héhere Werte als die Gruppe
Kontrolle Frauen auf (* p < 0.05).

4.3. RBC-Osmoscan

Die RBC-Verformbarkeit unter einem osmotischen Gradienten konnte von 56 Probanden und
Probandinnen (37 m, 19 w) nach COVID-19 sowie bei n = 42 Kontrollen (30 m, 12 w) mittels
des Osmoscans gemessen werden.

Es konnte eine signifikante Minderung von Omin und Ohyper nach COVID-19 im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe festgestellt werden. Elmax zeigte keine Veranderung nach
COVID-19 (siehe Abb. 21).
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Abbildung 21: RBC-Verformbarkeit unter einem osmotischen Gradienten im Vergleich zwischen der
COVID-19- und der Kontrollgruppe

(A) In der Messung von Omin [mOsm/kg] konnte eine signifikante Abnahme in der COVID-19-Gruppe im Vergleich
zur gesunden Kontrollgruppe festgestellt werden (*** p < 0.001). (B) Beim Wert ElImax wurde keine Verédnderung

nach COVID-19 detektiert. (C) Es wurde eine signifikante Abnahme von Ohyper [mOsm/kg] nach COVID-19
gemessen (***p < 0.001).

In der geschlechterdifferenzierten Betrachtung war Omin ebenfalls in beiden COVID-19-
Gruppen im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe reduziert. Auch wiesen die weiblichen
Kontrollen signifikant hdhere Werte als die mannlichen auf. EImax war nach COVID-19 bei der
mannlichen Gruppe reduziert, bei den Frauen zeigte sich jedoch keine signifikante Anderung
zur Kontrollgruppe. Des Weiteren ergab der Osmoscan eine in beiden COVID-19-Gruppen
festgestellte Reduzierung von Ohyper im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe. Generell
wies die weibliche Kontrollgruppe héhere Ohyper-Werte im Gegensatz zur mannlichen

Kontrollgruppe auf (siehe Abb. 22).
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Abbildung 22: RBC-Verformbarkeit unter einem osmotischen Gradienten im geschlechterdifferenzierten
Vergleich zwischen den COVID-19- und Kontrollgruppen

(A) In der Messung des Werts Omin [mOsm/kg] konnte eine signifikante Abnahme bei den Ménnern (* p < 0.05)
und bei den Frauen (*** p < 0.001) nach COVID-19 im Vergleich zu den jeweiligen gesunden Kontrollgruppen
festgestellt werden. Zudem wiesen die gesunden Frauen héhere Werte als die gesunden Ménner auf (* p < 0.05).
(B) Eine signifikante Abnahme des Werts Elmax konnte bei den Mé&nnern nach COVID-19 gemessen werden
(*p <0.05), nicht jedoch bei den Frauen. (C) Es konnte sowohl bei den Mé&nnern
(* p < 0.05) als auch bei den Frauen (*** p < 0.001) eine signifikante Abnahme von Ohyper [mOsm/kg] nach
COVID-19 festgestellt werden. Zudem wies die Gruppe Kontrolle Frauen héhere Werte als die Gruppe Kontrolle
Ménner auf (*** p < 0.001).
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44. RBC-Aggregation

Die Aggregation der Erythrozyten wurde bei n = 48 (30 m, 18 w) Probanden und Probandinnen
der COVID-19-Gruppe und n = 25 (15 m, 10 w) der Kontrollgruppe untersucht. Der Hamatokrit
wurde bei allen Proben zur Aggregationsmessung einheitlich auf 40 % eingestellt.

Es konnte keine signifikante Veranderung des Aggregation Indexes (Al in %) sowie der
Aggregations-Disaggregationsscherrate bei minimaler Veranderung der
Laserriickstreuungsintensitat (y at dlsc min in 1/sec) bei der COVID-19 im Vergleich zur

Kontrollgruppe festgestellt werden (siehe Abb. 23).
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Abbildung 23: Parameter der RBC-Aggregation im Vergleich zwischen der COVID-19- und der
Kontrollgruppe

(A) Beim berechneten Aggregationsindex [%] konnte keine Verdnderung der COVID-19 im Vergleich zur
Kontrollgruppe festgestellt werden. (B) Bei der Aggregations-Disaggregationsscherrate bei minimaler Verédnderung
der Laserriickstreuungsintentensitét y at dlsc min [1/sec] konnte ebenfalls keine Verdnderung der COVID-19 im
Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden.

In der geschlechterdifferenzierten Auswertung konnte ebenso keine Veranderung des
Aggregation Indexes (Al in %) zwischen den COVID-19 und den jeweiligen Kontrollgruppen
festgestellt werden. Bei den mannlichen COVID-19-Probanden zeigte sich eine signifikante
Erhéhung der Aggregations-Disaggregationsscherrate bei minimaler Veranderung der
Laserruckstreuungsintensitat (y at disc min in 1/sec) im Vergleich zur mannlichen
Kontrollgruppe, welches auf eine vermehrte RBC-Aggregation hinweist. Auch bei den Frauen

nach COVID-19 deutete sich die Erhéhung dieses Werts und somit eine vermehrte
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Aggregation der Erythrozyten an, welche jedoch statistisch nicht signifikant war
(siehe Abb. 24)
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Abbildung 24: Parameter der RBC-Aggregation im geschlechterdifferenzierten Vergleich zwischen den
COVID-19- und Kontrollgruppen

(A) Der berechnete Aggregationsindex [%] unterschied sich nicht zwischen den einzelnen Gruppen; weder
zwischen den Geschlechtern noch nach COVID-19. (B) Dahingegen konnte bei der Aggregations-
Disaggregationsscherrate bei minimaler Verdnderung der Laserriickstreuungsintentensitét y at dlsc min [1/sec] eine
signifikante Erh6hung bei den Mannern nach COVID-19 festgestellt werden (* p < 0.05). Auch bei den Frauen
deutete sich dies an, die Anderung war statistisch jedoch nicht signifikant (p=0,43).

4.5. Morphologische Veranderungen

Die Erythrozyten von n = 19 (11 m, 8 w) COVID-19-Probanden und -Probandinnen und n = 14
(7 m, 7 w) Kontrollen wurden hinsichtlich morphologischer Veranderungen untersucht. Dabei
wurde zwischen zwei Veranderungen differenziert. Zum einen wurden vermehrt Erythrozyten,
welche langlich elongierte Formen vorwiesen [siehe Abb. 25 (A)], festgestellt. Zum anderen
fielen Erythrozyten mit Membranaussttlpungen, die Uber die physiologische, runde RBC-Form
hinausgingen und eine Erweiterung darstellten [siehe Abb. 25 (B)], auf.
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Abbildung 25: Morphologische RBC-Verdnderungen

Quelle: Grau et al.?"®

(A) Elongation eines Erythrozyten (B) Membranausstiilpung eines Erythrozyten

In der COVID-19-Gruppe wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant mehr
Membranausstilpungen der Erythrozyten sowie vermehrt elongierte Erythrozyten
nachgewiesen (siehe Abb. 26).
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Abbildung 26: Morphologische RBC-Verdnderungen im Vergleich zwischen der COVID-19- und der
Kontrollgruppe

'A) Es wurden in der COVID-19 im Vergleich zu Kontrollgruppe vermehrt elongierte Erythrozyten [% am Anteil der
( g grupp g Y 37

Gesamt-RBC] festgestellt (*** p < 0.001). (B) Im Hinblick auf Erythrozyten mit Membranausstiilpungen [% am Anteil
der Gesamt-RBC] konnte ebenfalls eine signifikante Erh6hung nach COVID-19 detektiert werden (** p < 0.01).
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In der geschlechterdifferenzierten Auswertung konnten ebenfalls bei beiden Geschlechtern
signifikant mehr elongierte Erythrozyten nach COVID-19 im Vergleich zur jeweiligen gesunden
Kontrollgruppe festgestellt werden. Auch in der Untersuchung der Erythrozyten auf
Membranausstilpungen deutete sich ein vermehrtes Auftreten nach COVID-19 an (Kontrolle
Manner zu COVID-19 Manner: p =0,0521;
p = 0,0894), dieses war in der geschlechterdifferenzierten Betrachtung jedoch statistisch nicht
signifikant (siehe Abb. 27).
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Abbildung 27: Morphologische RBC-Verdanderungen im geschlechterdifferenzierten Vergleich zwischen
den COVID-19- und Kontroligruppen

(A) Es wurden sowohl in der ménnlichen COVID-19-Gruppe (** p < 0.01) als auch in der weiblichen COVID-19-
Gruppe (* p < 0.05) elongierte Erythrozyten [% am Anteil der Gesamt-RBC] im Vergleich zur jeweiligen gesunden
Kontrollgruppe gefunden. (B) Im Hinblick auf Erythrozyten mit Membranausstiilpungen [% am Anteil der
Gesamt-RBC] konnten keine statistisch signifikanten Verdnderungen zwischen den Gruppen in der
geschlechterdifferenzierten Auswertung detektiert werden. Jedoch deutete sich eine Zunahme nach COVID-19 an
(Ménner: p=0,0521, Frauen: p=0,0894).
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4.6. Phosphorylierung RBC-NOS Serin 1177

Es wurden bei n =32 (19 m, 13 w) COVID-19-Probanden und -Probandinnen sowie n = 20
(11 m, 9 w) Kontrollen die Phosphorylierung der Phosphorylierungsstelle Serin 1177 der
RBC-NOS untersucht, welche die Enzymaktivitat reprasentiert.®’

Es konnte eine vermehrte Phosphorylierung des Serin 1177-Rests der RBC-NOS bei der
COVID-19- im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden, welche mittels erhdhter

Farbintensitat nachgewiesen worden ist (sieche Abb. 28).
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Abbildung 28: Phosphorylierung des RBC-NOS Serin 1177-Rests im Vergleich zwischen der COVID-19- und
der Kontrollgruppe

Es wurde die Phosphorylierung des Serin 1177-Rests der RBC-NOS gemessen. (A) Es konnte eine signifikant

vermehrte Phosphorylierung des RBC-NOS Serin 1177-Rests [au] nach COVID-19 nachgewiesen werden
(***p < 0.001).
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In der geschlechterdifferenzierten Auswertung konnte ebenfalls sowohl bei den mannlichen
als auch bei den weiblichen Studienteilinehmenden nach COVID-19 eine erhéhte
Phosphorylierung der RBC-NOS im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe festgestellt
werden. Zudem zeigte die weibliche Kontrollgruppe weniger Phosphorylierungen des Serin

1177-Rests als die mannliche Kontrollgruppe und somit eine niedrigere Aktivitat der RBC-NOS
(siehe Abb. 29).
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Abbildung 29: Phosphorylierung des RBC-NOS Serin 1177-Rests im geschlechterdifferenzierten Vergleich
zwischen den COVID-19- und Kontroligruppen

Es wurde die Phosphorylierung des Serin 1177-Rests der RBC-NOS gemessen. (A) Es konnte sowohl bei der
ménnlichen (* p < 0.05) als auch bei der weiblichen Gruppe (*** p < 0.001) eine vermehrte Phosphorylierung des
RBC-NQOS Serin 1177-Rests [au] nach COVID-19 nachgewiesen werden. Zudem zeigte die gesunde ménnliche
Kontrollgruppe eine erhéhte RBC-NOS-Aktivitét im Vergleich zur weiblichen (* p < 0.05).
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4.7. Nitrotyrosin

Die indirekte immunhistochemische Farbung zum Nachweis von Nitrotyrosin wurde bei n = 33
(23 m, 10 w) COVID-19-Probanden und -Probandinnen sowie n=20 (10 m, 10 w)
Studienteilnehmenden der Kontrollgruppe durchgefuhrt. Es konnte keine Veranderung der
Nitrotyrosinkonzentration in der COVID-19- im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt
werden (siehe Abb. 30).
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Abbildung 30: Nitrotyrosinkonzentration der Erythrozyten im Vergleich zwischen der COVID-19- und der
Kontrollgruppe

Die Nitrotyrosinkonzentration wurde mittels indirekter Immunhistochemie gemessen. (A) Es konnte keine
signifikante Verdnderung der Konzentration an Nitrotyrosin [au] in der COVID-19- im Vergleich zur Kontrollgruppe
festgestellt werden.

In der geschlechterdifferenzierten Auswertung stellte sich die Farbintensitat der mannlichen
Probanden der COVID-19-Gruppe und der Kontrollen ahnlich dar, d.h. die
Nitrotyrosinkonzentrationen waren vergleichbar. Dagegen wies die weibliche COVID-19-
Gruppe hohere Farbintensitatswerte als ihre Kontrollen auf (siehe Abb. 31), welches auf eine

erhdhte Nitrotyrosinkonzentration bei den Frauen nach COVID-19 hinweist.
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Abbildung 31: Nitrotyrosinkonzentration der Erythrozyten im geschlechterdifferenzierten Vergleich
zwischen den COVID-19- und Kontrollgruppen

Die Nitrotyrosinkonzentration wurde mittels indirekter Immunhistochemie gemessen. (A) Die Konzentration an
Nitrotyrosin [au] war bei den Frauen nach COVID-19 im Vergleich zu ihren gesunden Kontrollen signifikant erh6ht

(*p < 0.05).
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4.8. Zusammenfassung Ergebnisse

In der vorliegenden Studie konnten sowohl
Veranderungen der
nachgewiesen werden.
Es die und

erfolgt Zusammenfassung

Erythrozyten nach akutem Krankheitsstadium von

morphologische als auch funktionelle
COVID-19
der

Darstellung Kernergebnisse in

geschlechterdifferenzierter Bewertung (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Ubersicht der Studienergebnisse in geschlechterdifferenzierter Betrachtung

Parameter

COVID-19 Manner COVID-19 Frauen

Anzahl der Erythrozyten

Hamoglobin

N2 -

Erythrozytenverteilungsbreite

Hamatokrit

MCV

MCH

€|e|e
e

MCHC

RBC-Verformbarkeit

RBC-Verformbarkeit unter osmotischen Gradienten

€|e
€| €

RBC-Aggregation

Aggregations-Disaggregationsscherrate

Morphologische Veranderungen

Phosphorylierung RBC-NOS Serin 1177

AR

Nitrotyrosin

> > |>

In der Tabelle werden die Ergebnisse der Studie (ibersichtlich und vereinfacht dargestellt. Die Einordnung erfolgt
von ,COVID-19 Ménner” und ,COVID-19 Frauen”im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe.

(- = unverandert, | = vermindert, 1 = erhoht)
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5. Diskussion

Obwonhl mittlerweile eine Vielzahl an Studien zu COVID-19 vorliegen, sind die Auswirkungen
auf Erythrozyten bislang teils unzureichend untersucht. Dies gilt insbesondere fiir Erkrankte
ohne wesentliche Komorbiditaten, die einen asymptomatischen oder milden Krankheitsverlauf
zeigen. In der vorliegenden Studie liel3en sich in diesem Kollektiv sowohl morphologische als
auch funktionelle Veranderungen der Erythrozyten nachweisen, die anhaltend nach akutem
COVID-19-Krankheitsstadium bestehen blieben. Im Folgenden werden die Ergebnisse der

verschiedenen Messungen sowohl im Einzelnen als auch im Zusammenhang diskutiert.

5.1. Blutparameter

In der Messung der Blutparameter zeigten die Manner der gesunden Kontrollgruppe eine
hohere  Anzahl von  Erythrozyten, erhohte Hamatokritwerte sowie erhohte
Hamoglobinkonzentrationen im Vergleich zu der weiblichen Kontrollgruppe. Dies stimmt mit
der Literatur Uberein. Als Grund werden hohere Testosteronkonzentrationen bei den Mannern,
der Blutverlust durch die Periode bei den Frauen sowie genetische Ursachen vermutet.89277
Somit kann diese Studie die bereits bekannten geschlechtsbedingten Unterschiede
bestatigen.

Zudem zeigten sich einige signifikante Unterschiede nach COVID-19. In der vorliegenden
Studie war der Hdmoglobinwert bei den Mannern nach Erkrankung im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe vermindert. Bei den Frauen lieR sich keine signifikante Veranderung
beobachten. Der mittlere korpuskulare Hamoglobingehalt (MCH) war bei der mannlichen
COVID-19-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert. Bei der mittleren
korpuskularen Hamoglobinkonzentration (MCHC) konnte keine Zu- oder Abnahme nach
COVID-19 detektiert werden.

In Zusammenhang mit COVID-19 wurde bislang eine Abnahme der Hb-Konzentration
beobachtet. Insbesondere bei alteren Personen und Erkrankten mit Komorbiditaten, wie
arterieller Hypertonie oder Diabetes mellitus, wurden niedrigere Hb-Konzentrationen
festgestellt. Zudem wurde eine Verminderung des Hamoglobinwerts mit schwereren
COVID-19-Krankheitsverlaufen assoziiert.142:179.247,248,278

Ebenfalls wurde eine Reduktion der Hamoglobinwerte bereits bei an COVID-19-Erkrankten mit
mildem Krankheitsverlauf beschrieben. Allerdings wiesen diese ebenfalls Komorbiditaten, wie
arterielle Hypertonie, respiratorische Insuffizienz, Diabetes mellitus oder Koronare

Herzkrankheit auf?”® Kaur et al. nennen die Anamie als haufigste hamatologische
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Veranderung der untersuchten COVID-19-Probanden und -Probandinnen.?° Dies kdnnte zu
einer reduzierten Sauerstoffversorgung fiihren, die moglicherweise die bei COVID-19
beobachteten respiratorischen Symptome sowie die Fatigue erklaren koénnte.

Die meisten Anamien sind auf eine Entziindung (Anamie bei chronischer Entziindung)
zuriickzufiihren.?*>2#8 Uber proinflammatorische Zytokine kommt es zu einer gesteigerten
Synthese des Akute-Phase-Proteins Hepcidin und schlieRlich zu einem funktionellen
Eisenmangel. Dadurch steht zu wenig Eisen fiir die Erythropoese zur Verfiigung.?4>2%2 Bei zu
niedrigeren Hamoglobinkonzentrationen, insbesondere bei Betroffenen mit Komorbiditaten,
kann es dazu kommen, dass die peripheren Gewebe nicht ausreichend mit Sauerstoff versorgt
werden kénnen. In der Studie von Bergamaschi et al. fiel auf, dass an COVID-19 erkrankte
Frauen niedrigere Hamoglobinkonzentrationen und eine hdhere Pravalenz von schweren
Anamien als Manner aufwiesen.?*® In den vorliegenden Studienergebnissen zeigten die
Studienteilnehmenden ausschlieRlich asymptomatische oder milde Krankheitsverlaufe,
sodass auf keinen Zusammenhang mit schweren Krankheitsverldufen geschlossen werden
kann. Jedoch ist auffallig, dass bei diesen asymptomatischen und milden Krankheitsverlaufen
ausschlieBlich die Manner eine Verminderung der Hb-Konzentration zeigten.

In der Literatur wird eine Interaktion der Spike-Proteine des SARS-CoV-2 mit Rezeptoren des
Hamoglobinmolekils der Erythrozyten diskutiert, die zu einer Dysfunktion des Hamoglobins
fuhren konnte.'42176.281.282 Cgyezzy et al. vermuten, dass das SARS-CoV-2 an Porphyrin bindet
und das Hamoglobin Uber die Beta-Kette angreift. Daraus resultierend kdme es zur Hdmolyse
und/oder einer Komplexbildung mit dem freigesetztem Ham, sodass ein verminderter O2- und
CO,-Transport die Folge sind.'? Eine weitere Hypothese ist, dass madglicherweise das
Bande-3-Protein oder Basigin (CD147, engl. Cluster of differentiation 147) der Erythrozyten
als Bindungsstelle flir das SARS-CoV-2 fungiert und zu Veranderungen fiihren kénnte. Dies
konnte bislang jedoch noch nicht bewiesen werden, hatte aber wahrscheinlich grofRe
Auswirkungen in Bezug auf hamolytische Folgen.'76:281.282

Der genaue Pathomechanismus hinter den Veranderungen und der Einfluss von COVID-19
auf das Hamoglobin und insbesondere auf die Sauerstoffbindung sind ebenso weiterhin
unklar. Die meisten Studien weisen bei schwer Erkrankten eine Linksverschiebung der
Sauerstoffdissoziationskurve ~ nach.283-28 Dies  beglnstigt eine  verbesserte
Sauerstoffaufnahme in der Lunge und lasst sich modglicherweise als kompensatorische
Antwort auf die durch SARS-CoV-2 bedingte Lungenschadigung oder eine verminderte
Oxygenierung infolge einer Anamie deuten. Allerdings geht diese Anpassung mit einer
erschwerten Sauerstoffabgabe in der Peripherie einher.?®* Boning et al. fihren fur die
berichtete Linksverschiebung mdglicherweise auf eine Reduktion der 2,3-BPG-Konzentration
und/oder auf Veranderungen der Konzentration anderer Molekile zuriick, welche in den

Erythrozyten die Sauerstoffdissoziationskurve modulieren. Zudem vermuten sie, dass eine
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entsprechende Atmungsreaktion mit wirksamer Hyperventilation bei vielen COVID-19-
Erkrankten gegebenenfalls nicht mdglich ist. Durch die Hyperventilation kommt es
physiologisch zu einer Senkung des alveolaren pCO, und einem pH-Anstieg in den
Erythrozyten, welches die 2,3-BPG Synthese stimuliert. Dieser Mechanismus kénnte durch
COVID-19 gestort sein, sodass niedrigere 2,3-BPG-Spiegel die Folge sind. Somit konnte es
trotz vorliegender Anamie zu einer Linksverschiebung der Sauerstoffdissoziationskurve
kommen.'”® Eine weitere Vermutung, die von Boning et al. genannt wird, ist die Stérung der
Erythropoese durch SARS-CoV-2. Neben einer generellen Modulation der RBC-Funktion mit
veranderter Sauerstoffbindung kdnnte eine Unterdrickung der Erythropoese zu erhdhten
Anteilen alter Erythrozyten fihren, wodurch wiederum die Linksverschiebung bewirkt werden
konnte.'7®

Dahingegen wird ebenfalls vermutet, dass eine Rechtsverschiebung der
Sauerstoffdissoziationskurve durch COVID-19 hervorgerufen werden kann. Dadurch wird zwar
in der Lunge die Sauerstoffbindung an Hamoglobin erschwert, der Sauerstoff wird jedoch
leichter im peripheren Gewebe abgegeben. Durch eine Hypoxie und eine Anamie, wie sie
haufig bei COVID-19 auftreten, erfolgt eine Senkung der Sauerstoffaffinitat iber héhere 2,3-
Bisphosphoglyceratpiegel (2,3-BPG).'75176.286 Aych fiihrt eine Erhdhung der Temperatur, wie
bei moglichem Fieber im COVID-19-Krankheitsverlauf, zu einer Rechtsverschiebung der
Sauerstoffdissoziationskurve.® Boning et al. werteten Studien zu dieser Thematik aus,
konnten aber keine Ursache finden. Die meisten Studien konnten eine Linksverschiebung der
Sauerstoffdissoziationskurve bei schwer an COVID-19 erkrankten Personen feststellen, es
kam jedoch teils zu unterschiedlichen Ergebnissen. Dabei ist zu betonen, dass die Studien an
unterschiedlichen Probandenkollektiven und mit unterschiedlichen Messmethoden
durchgefiihrt worden und somit nicht standarisiert vergleichbar sind.'’®

In der Arbeit von Taj et al. zeigte sich, teilweise im Widerspruch zu anderen Studien, kein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Hamoglobin-, Hamatokrit- und MCV-Werten
und der Schwere des Krankheitsverlaufs.?®” Dies konnen die Ergebnisse dieser Studie
bestatigen, da Veranderungen der RBC-Parameter festgestellt werden konnten, die
Studienteilnehmenden allerdings ausschlieBlich asymptomatische bzw. GUberwiegend milde
COVID-19-Krankheitsverlaufe zeigten.

Die unveranderte MCHC lasst sich vermutlich durch folgende Uberlegung erklaren. Da sich in
der vorliegenden Studie eine Verminderung des Hamoglobins (Zahler) sowie des Hamatokrits
(Nenner) bei der mannlichen COVID-19-Gruppe zeigte, bliebt folglich die MCHC konstant. Bei
den Frauen zeigte sich keine Veranderung des Hamoglobin- und Hamatokritwerts nach
COVID-19, aber auch die MHCH blieb unverandert.
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Sowohl bei der mannlichen als auch weiblichen COVID-19-Gruppe zeigte sich im Vergleich
zur gesunden Kontrollgruppe keine Veranderung der RBC-Anzahl.

Dies deckt sich mit derzeitigen Forschungsergebnissen. Es werden Veranderungen der
Erythrozyten beschrieben, die RBC-Anzahl bleibt dabei konstant.?*> Ein Abfall der RBC-Anzahl
wurde bei schweren bzw. letalen Krankheitsverlaufen beobachtet.’”®28 Angesichts der
Tatsache, dass die in der vorliegenden Studie eingeschlossenen Probanden und
Probandinnen durchweg asymptomatische oder milde COVID-19-Krankheitsverlaufe zeigten,

erscheint die unveranderte Erythrozytenanzahl als ein erwartbares Resultat.

Der Hamatokrit zeigte sich bei der COVID-19-Gruppe der Manner im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe vermindert. In der geschlechterdifferenzierten Auswertung lie} sich bei den
Frauen keine signifikante Veranderung beobachten.

Die verminderten Werte des Hamatokrits bei COVID-19-Erkrankten stimmen mit bisher
veroffentlichten Daten Uberein.'”®24% Klassisch wird der Hamatokrit durch Zentrifugation von
Vollblut ermittelt. Berechnet werden kann dieser Wert zudem durch die Multiplikation der
RBC-Anzahl mit dem MCV. Da die RBC-Anzahl der COVID-19- und Kontrollgruppen in der
vorliegenden Studie vergleichbar ist, lieBe sich der verminderte Hamatokrit durch eine
Senkung des mittleren korpuskularen Volumens erklaren.?’® Zusammenfassend bedeutet das,
dass die Anzahl der Erythrozyten konstant bleibt, diese allerdings vermutlich kleiner sind und

somit trotz der gleichen RBC-Anzahl weniger Anteile im Blut einnehmen.

Das mittlere korpuskulare Volumen (MCV) war sowohl bei der mannlichen als auch bei der
weiblichen COVID-19-Gruppe im Vergleich zur jeweiligen gleichgeschlechtlichen, gesunden
Kontrollgruppe vermindert. Der Wert zeigt an, dass die Erythrozyten auch nach Akutstadium
von COVID-19 durchschnittlich ein geringeres Volumen im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe aufweisen. Dies stltzt die im vorherigen Abschnitt aufgestellte Hypothese,
dass der verringerte Hamatokrit auf eine Abnahme der ErythrozytengréRe zurtickzufiihren ist.
Die Verminderung des MCV durch COVID-19 steht im Einklang mit der bisherigen
Literatur.2452% Es ist ein Hinweis auf eine mikrozytare Anamie. Ursachlich kdnnte ebenfalls,
wie bereits diskutiert, eine Anamie der chronischen Entziindung sein, welche sich sowonhl
normozytar als auch mikrozytar dulern kann.2* Eine weitere Ursache konnten Veranderungen
der RBC-Membran bzw. von Struktur- und Transportproteinen der Erythrozyten sein, welche
durch das SARS-CoV-2 beeinflusst werden konnen.?® Die strukturellen Schaden kdnnten
durch eine Erhéhung an oxidativem Stress hervorgerufen werden. Aufgrund dessen wurde die
Konzentration an Nitrotyrosin gemessen, welche ein Hinweis auf erhdhten nitrosativen Stress
ist.”! Diese zeigten in der weiblichen COVID-19-Gruppe erhéhte Werte. Auch das Vorliegen

von morphologischen Veranderungen ware eine mogliche Ursache.® Ein weiterer moglicher
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Mechanismus fir die Minderung des MCV bei COVID-19 kénnte die Stdérung der Erythropoese
sein. Durch Ausldsen einer Stress-Erythropoese konnte es zur vermehrten Freisetzung von
unreifen, tendenziell kleineren Erythrozyten in den peripheren Blutkreislauf kommen.?® Um
dieser Theorie nachzugehen, wurde die Erythrozytenverteilungsbreite gemessen. Diese ware
folglich, wenn vermehrt Erythrozyten unterschiedlicher GroRen im Blut zirkulieren wirden,
erhoht.

Die Erythrozytenverteilungsbreite blieb in dieser Studie jedoch konstant und es konnte in
keiner der Gruppen eine signifikante Veranderung nach COVID-19 festgestellt werden.

In der Literatur wurde bei schweren COVID-19-Krankheitsverlaufen eine Erhéhung des Werts
beschrieben und dieser wird als Prognosemarker fur kritische Ereignisse und erhdhte
Mortalitat diskutiert.2>2®3  Jedoch wurde auch bereits berichtet, dass bei milden
Krankheitsverlaufen keine Anderung der RDW festgestellt werden konnte und diese im
Normbereich liegt.?°! Eine Bestimmung der RDW als Prognose fiir kritische Ereignisse bzw.
ein Ausschluss einer Erhéhung des Werts flir milde Verlaufe wirden die Ergebnisse dieser

Studie somit bestatigen.

Zudem wurde in der bisherigen Literatur ein schwerer COVID-19-Krankheitsverlauf und eine
erhohte Letalitat bislang mit dem weiblichen Geschlecht assoziiert.!192103

In dieser Studie zeigten alle Studienteilnehmenden, sowohl Manner als auch Frauen, einen
asymptomatischen oder milden Krankheitsverlauf. Folglich Iasst sich beschriebener
Zusammenhang mit den Ergebnissen dieser Studie nicht belegen oder widerlegen. Auffallig
bleibt trotzdem, dass in dieser Studie insbesondere die Manner Veranderungen der RBC-
Parameter zeigten. Bei den Frauen nach SARS-CoV-2 Infektion sank lediglich das MCV,
wohingegen bei den Mannern das Hamoglobin, der Hamatokrit sowie MCV und MCH
vermindert waren.

Tejpal et al. fihrten als Hypothese fiir die Assoziation von schwereren Krankheitsverlaufen
und einer erhdhten Letalitat bei Frauen an, dass vermehrte Vorerkrankungen oder
Verhaltensmuster die Ursachen fiir schwerere Krankheitsverlaufe sein konnten.'®? Fraglich
bleibt, ob und inwiefern ein Geschlechtsunterschied bei asymptomatischen oder milden
COVID-19-Krankheitsverlaufen besteht und ob diese Hypothesen Ubertragbar sind.

In der vorliegenden Studie zeigten alle Probanden und Probandinnen einen guten kdrperlichen
Gesundheitszustand und keine Vorerkrankungen, verhaltensbedingte Ursachen wurden in der
Studie nicht berlcksichtigt. Die Veranderungen der RBC-Parameter nach akutem COVID-19-
Krankheitsverlauf konnten insbesondere bei den Mannern beobachtet werden. Jedoch fuhrten

diese zu keinem schwerem Krankheitsverlauf, bestanden aber bei asymptomatischem oder
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mildem Krankheitsverlauf. Die Untersuchungsergebnisse lassen darauf schliel3en, dass bei
diesen Krankheitsverlaufen die Erythrozyten der Manner starker betroffen sind.

Es konnte bislang, Stand August 2025, nicht nachgewiesen werden, ob es
geschlechtsbezogene Unterschiede im Hinblick auf biologische Mechanismen gibt.
Veroffentliche Studien zeigen teils widerspriichliche Ergebnisse.*® Nach aktuellem
Forschungsstand regulieren Sexualhormone, wie Testosteron, Ostradiol und Progesteron,
allerdings die Expression von ACE2 und TMPRSS2 und konnten folglich Einfluss auf die
SARS-CoV-2 Infektion haben.3**54" Zudem beeinflussen unter anderem die oben genannten
Sexualhormone uber verschiedene Signalwege die Immunantwort und konnten somit

ebenfalls Einfluss auf den Krankheitsverlauf nehmen 5294295

5.2. Morphologische Veranderungen

In beiden COVID-19-Gruppen, sowohl bei den Mannern als auch bei den Frauen, wurden
morphologische Verdnderungen der Erythrozyten nachgewiesen. In der mannlichen sowie
weiblichen COVID-19-Gruppe wurden signifikant vermehrt elongierte Erythrozyten
nachgewiesen. Auch deutete sich eine Zunahme der Erythrozyten mit Membranausstilpungen
bei Mannern sowie Frauen an, welche in der geschlechterdifferenzierten Auswertung
allerdings statistisch nicht signifikant war. Bei den mannlichen COVID-19-Probanden wiesen
Uber zwei Prozent der Erythrozyten morphologische Veranderungen und somit
Membrandefekte auf. Dies entspricht, bei einer Gesamtzahl von ~ 25 Billionen zirkulierenden
Erythrozyten im menschlichen Korper®, ~ 500 Milliarden Erythrozyten mit pathologischen
Membrandefekten.

In bereits verdffentlichten Studien wurden bereits morphologische Veranderungen der
Erythrozyten bei COVID-19 beobachtet.5237:239.2%-2%8 Ggrard et al. fanden bei hospitalisierten
COVID-19-Patienten und -Patientinnen abnorm geformte Erythrozyten. Insbesondere
Sphéarozyten, kugelférmig veranderte Erythrozyten, wurden beschrieben. Zudem stellten sie
das Vorliegen einer Anisozytose fest, d.h. die normalerweise ahnlich grofien Erythrozyten
waren abnorm oft vergréRert oder verkleinert. Dazu konnten bei 66 % der Erkrankten
pilzformige Erythrozyten gefunden werden.?*® Auch Berzuini et al. wiesen abnorm geformte
RBC-Formen in den Blutausstrichen der COVID-19-Erkrankten nach. Neben
Autoagglutinationen der Erythrozyten, Anordnungen in Rouleaux sowie dem Nachweis von
Schistozyten, mechanisch beschadigter Erythrozyten oder deren Trimmersticke im
Blutkreislauf, beschrieben sie vor allem ein vermehrtes Vorkommen von Stomatozyten und

Knizozyten. Als Stomatozyten werden Erythrozyten mit einer zentralen langlichen Aufhellung
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bezeichnet, wahrend bei Knizozyten die zentrale Aufhellung balkenartig unterteilt wird.297:2%
Dabei muss bericksichtigt werden, dass in genannten Studien die Blutausstriche von
verschieden schwer erkrankten Probanden und Probandinnen untersucht und diese zudem zu
unterschiedlichen Zeitpunkten im COVID-19-Krankheitsverlauf abgenommen worden sind.
Dies konnte eine Erklarung, fur die in den verschiedenen Studien unterschiedlich festgestellten
qualitativen und quantitativen Veranderungen der Erythrozyten darstellen. Zusammengefasst
belegen alle Studien, dass das SARS-CoV-2 und resultierend COVID-19 Einfluss auf die
Morphologie der Erythrozyten nimmt und diese allem Anschein nach verdndern kann. Die
Ergebnisse dieser Studie erganzen den beschriebenen Zusammenhang. Auch bei Betroffenen
mit einem asymptomatischen oder milden COVID-19-Krankheitsverlauf zeigen, wenn auch im
geringeren Ausmalf, die Erythrozyten nach akutem Krankheitsstadium anhaltende
morphologische Veranderungen. Davon scheinen Manner und Frauen gleichermalien

betroffen zu sein.

Darlber hinaus wurde in weiteren Veroffentlichungen tber eine erhdhte Standardabweichung
der ZellgréRe und -verformung, insbesondere von kleineren und teils asymmetrisch geformten
Erythrozyten, berichtet.> Wichtig dabei zu nennen ist, dass formveranderte Erythrozyten,
welche keine Scherstress-abhangigen morphologischen Veranderungen eingehen kénnen,
die Viskositat und den Blutfluss verandern kénnen.3%%3%" Die physiologische bikonkave Form
der Erythrozyten kann durch Stérungen des strukturellen Zytoskeletts oder der
Lipiddoppelschicht beeintrachtigt werden.?*? Diese, auch in der vorliegenden Studie
festgestellten morphologischen Veranderungen kdénnen mdglicherweise Erklarungsansatze
fur weitreichende daraus resultierende pathophysiologische Veranderungen der Erythrozyten
bei und nach COVID-19 liefern. Dabei werden Schistozyten mit diffusen Endothelschaden und
dem Entstehen von Fibrinthromben in Verbindung gebracht.?3®%% Della Rocca et al.
empfehlen, Schistozyten als einfachen und glinstigen Biomarker zu nutzen, um COVID-19-
Erkrankte mit hohem Risiko fir mdgliche systemische mikrovaskulare Schaden zu
identifizieren. Dies sollte unabh&ngig von respiratorischen Ereignissen geschehen.° Zudem
ist die Verformbarkeit der Erythrozyten maf3geblich von ihrer Morphologie und ihrem Volumen
abhangig. Folglich ist anzunehmen, dass die beobachteten Verdanderungen auch die

rheologischen Eigenschaften des Blutes beeinflussen 301304
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5.3. Rheologische Parameter

In der Studie wurde eine geringere Verformbarkeit der Erythrozyten der mannlichen im
Gegensatz zur weiblichen Kontrollgruppe festgestellt. Auch in der Messung unter
verschiedenen osmotischen Gradienten zeigte die weibliche Kontrollgruppe sowohl in der
Omin- als auch Ohyper-Messung hdhere Werte als die mannliche Kontrollgruppe. Dies stimmt
mit bestehender Literatur Uberein. Als mdgliche Erklarung wird angefihrt, dass bei Frauen im
Vergleich zu Mannern durch die monatliche Regelblutung vermehrt jingere Erythrozyten im
Blutkreislauf zirkulieren, welche eine hdohere Verformbarkeit aufweisen als altere Zellen 8930
Des Weiteren konnte eine signifikant verminderte RBC-Verformbarkeit nach COVID-19
nachgewiesen werden. Sowohl die mannliche als auch weibliche COVID-19-Gruppe zeigten
hoéhere Werte des Quotienten aus SS %2 und Elmax nach Erkrankung, welches auf eine
niedrigere Verformbarkeit der Erythrozyten hinweist.

Dazu erganzend wurde die RBC-Verformbarkeit unter einem osmotischen Gradienten
untersucht und es konnten ebenfalls Veranderungen der Erythrozyten nach COVID-19
festgestellt werden. Bei den Mannern und Frauen nach COVID-19 war Omin im Vergleich zur
jeweiligen Kontrollgruppe signifikant vermindert. Dieser Wert gibt die Osmolaritat bei dem
minimalen Elongationsindex (Elmin) an. Eine Senkung des Werts Omin weist darauf hin, dass
Zellrupturen bereits bei hoheren Osmolaritaten auftreten.?’® Eine Verminderung von Elmax
wurde bei den mannlichen Probanden nach COVID-19 im Vergleich zur Kontrollgruppe
festgestellt. Die Erythrozyten waren also bei Isotonizitat gegentber Gesunden weniger flexibel.
Darlber hinaus war der Wert Ohyper sowohl bei der mannlichen als auch weiblichen
COVID-19-Probandengruppe im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe vermindert. Auch die
Verminderung von Ohyper deutet auf eine geringere Toleranz der Erythrozyten gegeniber
Osmolaritatsschwankungen hin.?’® In der Zusammenschau der drei veranderten Parameter
weist dies ebenfalls auf eine Abnahme der Verformbarkeit hin. Die Erythrozyten zeigen zudem
eine geringere Stabilitat, sodass sie empfindlicher auf osmotische Belastungen reagieren.?7
Nemeth et al. fihren an, dass die RBC-Anderungen unter osmotischen Gradienten gut die
Variabilitdt der RBC-Verformbarkeit reprasentieren wirden, welche unter anderem auf die
Membranstabilitdt zurlick geht. Vor allem Verdnderungen des Zellvolumens infolge von
Osmolaritadtsanderungen und -verschiebungen haben grolken Einfluss auf die RBC-
Verformbarkeit. Diese ist bei geschrumpften oder angeschwollenen Erythrozyten
vermindert.?’®

Die Blutprobenentnahmen der vorliegenden Studie erfolgten erst nach akutem
Krankheitsstadium. Folglich weist dies darauf hin, dass die verminderte RBC-Verformbarkeit

eine gewisse Zeit nach akutem Krankheitsstadium bestehen bleibt. Akzentuierend dabei ist
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nochmals zu nennen, dass alle COVID-19-Probanden und -Probandinnen ausschliefilich
asymptomatische oder milde Krankheitsverlaufe durchliefen.

Ein Zusammenhang zwischen COVID-19 und einer reduzierten Verformbarkeit der
Erythrozyten ist in der Literatur dokumentiert.®6301.306

Die verminderte Verformbarkeit der Erythrozyten nach COVID-19 kann verschiedene Folgen
haben. Fir die Mikrozirkulation und den Gastransport ist eine hohe Verformbarkeit der
Erythrozyten essenziell. Diese kann durch pathomorphologische Veranderungen gestort
werden.'?' Die Formvariabilitat wird durch den dynamischen Umbau des Spektrin-Netzwerks
des Zytoskeletts erreicht.'?® Das Spektrin-Netzwerk ist durch verschiedene Proteine mit der
Doppellipidschicht verbunden, welche auch als vertikale Wechselwirkungen bezeichnet
werden. Bindungen, die am zweidimensionalen Spektrin-Netzwerk beteiligt sind, werden als
horizontale Wechselwirkungen bezeichnet. Falls diese Wechselwirkungen gestoért sind, kommt
es zur Veranderung der Dichte des Spektrin-Netzwerks.'?'%0" Fir die Verformbarkeit der
Erythrozyten sind dabei vor allem drei Faktoren entscheidend: Der Scherstress auf die RBC-
Membran, die Art der Bindung der vertikalen Interaktionen und der Umbau des Zytoskeletts,
der durch verschiedene Reaktionen und Vorgange erleichtert wird.'?"'26 Aus oben genannten
RBC-Veranderungen durch COVID-19 resultieren zellmorphologische Veranderungen sowie
Stérungen der Membranfluktuation und der Verformbarkeit der Erythrozyten.

Thomas et al. zeigten, dass Erythrozyten von an COVID-19 erkrankten Personen eine
Veranderung am Proteom und in der Lipidzusammensetzung aufweisen. Zudem vermuten sie,
dass durch die nachgewiesene verstarkte Oxidation der N-Doméane des Bande-3-Proteins die
glykolytischen Enzyme enthemmt werden und daraus eine verstarkt ablaufende Glykolyse mit
erhohten Konzentrationen an glykolytischen Metaboliten resultiert.®® Als allosterische
Modulatoren erleichtern diese die O.-Abgabe und kdnnen moglicherweise einer COVID-19
induzierten Hypoxie entgegenwirken.'”>'76 Jedoch konnte andererseits durch die verstarkt
ablaufende Glykolyse verhindert werden, dass die Erythrozyten ausreichend NADPH flir den
Oxidationsschutz aus dem Pentosephosphatweg gewinnen.?® Des Weiteren wiesen Thomas
et al. verminderte Konzentrationen an bestimmten Lipiden, unter anderem von Acylcarnitin und
freien Fettsauren, bei COVID-19 nach. Die Kombination aus verstarkter Oxidation von
Strukturproteinen und der veranderten Lipidzusammensetzung kann die Integritdt und die
Homobostase der RBC-Membran beeintrachtigen und somit vermutlich zu einer reduzierten
Verformbarkeit der Erythrozyten beitragen. Bei den beschriebenen Beobachtungen wurden
keine geschlechterdifferenzierten Unterschiede festgestellt.®® Des Weiteren zeigen
Erythrozyten auf starke Temperaturerhdhungen in vitro und in vivo eine verstarkte
Blasenbildung und einen veranderten Acylcarnitin-Stoffwechsel bzw. durch oxidativen Stress
ausgelosten Lipidumbau.°® Dies wird unter anderem als Hypothese fiir RBC-Veranderungen

bei COVID-19 genannt, da viele Betroffene anhaltendes hohes Fieber haben.®° Die Ergebnisse
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dieser Studie deuten allerdings darauf hin, dass dies nicht zutrifft bzw. es noch zu anderen
pathophysiologische Veranderungen kommt. Die Probanden und Probandinnen zeigten
keinen schweren Verlauf mit Fieber, es konnten jedoch trotzdem Veranderungen an den
Erythrozyten beobachtet werden.

Zudem wurde beobachtet, dass die reduzierte Verformbarkeit der Erythrozyten sich nach vier

Monaten wieder normalisiert und annahernd gleiche physiologische Werte aufweist.3%°

Bezuglich der RBC-Aggregation konnte kein signifikanter Unterschied im Aggregationsindex
zwischen der COVID-19-Gruppe und der gesunden Kontrollgruppe festgestellt werden. Bei
den Mannern nach COVID-19 wurde allerdings eine Erhéhung der Aggregations-
Disaggregationsscherrate bei minimaler Veranderung der Laserruckstreuungsintensitat
beobachtet. Diese besagt, dass die notwendige minimale Scherkraft zur Verhinderung einer
Erythrozytenaggregation erhoht ist, welches wiederum auf eine vermehrte RBC-Aggregation
hinweist.®¢  Auch bei den Frauen nach COVID-19 deutete sich in der
geschlechterdifferenzierten Auswertung eine Erhdhung dieses Werts und somit eine
vermehrte Aggregation der Erythrozyten an, diese war jedoch statistisch nicht signifikant.
Basierend auf bisherigen Studienergebnissen ware ebenfalls eine Zunahme des
Aggregationsindex nach COVID-19 zu vermuten gewesen.*83%3%° Dass dies in den
vorliegenden Untersuchungen nicht zutraf, konnte verschiedene Ursachen haben. Eine
mogliche Hypothese ist, dass die Studienteilnehmenden ausschlie3lich asymptomatische oder
milde Krankheitsverldufe zeigten und vermutlich die Aggregation der Erythrozyten
insbesondere bei schwereren Krankheitsverlaufen betroffen ist. Zudem wiesen die
Betroffenen, bei welchen eine erhéhte RBC-Aggregation bei Stase und niedrigeren Scherraten
bei COVID-19 nachgewiesen worden ist, verschiedene Komorbiditaten, wie arterielle
Hypertonie, Adipositas oder Diabetes mellitus, auf.® Darliber hinaus erfolgte die
Probenentnahme dieser Arbeit im Durchschnitt 60,7 Tage nach einem positiven Testergebnis,
sodass ein moglich erhohter Aggregationsindex sich wieder normalisiert haben kénnte. Bizjak
et al. berichteten Uber einen signifikant erhéhten Aggregationsindex ausschlieRlich zum
Zeitpunkt der Aufnahme auf die Intensivstation, d.h. im Akutstadium und zudem bei schwerem
Krankheitsverlauf. Bereits zwei Tage spater zeigte sich der Aggregationsindex wieder
normalisiert.'”

Die nachgewiesene Erhdhung der Aggregations-Disaggregationsscherrate bei den Mannern
nach COVID-19 weist jedoch darauf hin, dass bestimmte RBC-Veranderungen offenbar Uber
mehrere Wochen bestehen bleiben. In bereits genannter Studie von Bizjak et al. blieb die
Aggregations-Disaggregationsscherrate bei minimaler Veranderung der
Laserriickstreuungsintensitat ebenfalls fir bis zu zehn Tage nach Intensivstationsaufnahme

signifikant erhoht, normalisierte sich dann aber bis zur Kontrolle nach 30 Tagen. Eine
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geschlechtsspezifische Differenzierung erfolgte in der Studie jedoch nicht, sodass zu
geschlechtsspezifischen Unterschieden im Hinblick auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
leider keine Aussage getroffen werden kann.'”® Dahingehend konnten ebenfalls Hinweise auf
eine persistierende Erhéhung der RBC-Aggregation vier Monate nach SARS-CoV-2 Infektion
beobachtet werden. Sowohl die mannlichen als auch weiblichen Studienteilnehmenden
zeigten erhdhte Werte der Aggregations-Disaggregationsscherrate, wobei der akute
Krankheitsverlauf asymptomatisch oder mild verlief.3%

Eine mdgliche Ursache fur die erhdhte Aggregationsneigung der Erythrozyten kénnten die
nachgewiesenen  morphologischen  Veranderungen darstellen. Die  vermehrten
Membranausstilpungen und die elongierten Formveranderungen der Erythrozyten vergrofRern
die Kontaktflache, sodass die Bindung zwischen den Zellen verstarkt wird.?76-301

Es gibt zudem Hinweise, dass quantitative und qualitative RBC-Veranderungen, wie
abnormale morphologische Formen, Gréle und viskoelastische Veranderungen, eine Rolle in
der Thrombusbildung und Stabilisierung dieser einnehmen. Sowohl arterielle als auch vendse
Thromben sind mit quantitativen und qualitativen RBC-Veranderungen in Verbindung gebracht
worden.31%-312 Arterielle = Thrombosen  entstehen in  GefaRen mit  hohen
Schergeschwindigkeiten, welche die schnelle Bildung von platichenreichen Thromben
beglnstigen. Erythrozyten fordern die Margination, die Adhasion und Aktivierung der
Thrombozyten.?'? Des Weiteren erhohen die Erythrozyten die Blutviskositat.>'® Vendse
Thrombosen entstehen bei geringem Fluss oder Stase und sind reich an Erythrozyten und
Fibrin. Bei diesen fordern die Erythrozyten neben der Viskositatserhhung ebenfalls die GroRe
und Stabilitdt der Thromben. Sie kénnen zudem auch selbst direkt oder indirekt an der
Gefalwand anhaften.?'® Thrombosen haben bei diesen Erkrankungen jedoch wahrscheinlich
einen multifaktoriellen Ursprung, d.h. auch andere Funktionsstérungen der Ubrigen Blutzellen
oder des GefaRsystems sind ursachlich.31°

In der aktuellen Literatur wird bereits ein Zusammenhang zwischen COVID-19 und
pathologischen Veranderungen in der Koagulation sowie ein erhdhtes Thromboserisiko
beschrieben.?'431® Bei schwer an COVID-19 erkrankten Personen wurden generalisierte
thrombotische mikrovaskulare Schadigungen beobachtet. Diese betrafen unter anderem die
Lunge, welche sich histologisch als diffuse alveolare Schadigungen darstellen lieRen.®'7318 Die
erkrankten Probanden und Probandinnen wiesen eine Endothelschadigung und ein erhdhtes
Vorliegen alveolarer Mikrothromben auf.3'®32° Chen et al. beschreiben vor allem die
Schadigung des Alveolarepithels und der GefalRendothelien. Mikrothromben beeintrachtigen
die Mikrozirkulation und kénnen dadurch schwerwiegende Komplikationen bis hin zu letalen
Verlaufen verursachen .3

Della Rocca et al. stellten bei ca. 70 % der untersuchten COVID-19-Erkrankten eine

Schistozytenrate von = 1 % fest. Eine Schadigung des Endothels flihrt meist zur Férderung
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von Thrombenbildung und mikrovaskularer Dysfunktion. Die Fibrinstrange in den
Mikrothromben flihren demolierende Scherkrafte auf die Erythrozyten aus. Aufgrund der
wahrscheinlichen Endothelschadigung und Hyperkoagulabilitat durch COVID-19 kénnten die
vielfaltigen klinischen Symptome, wie Myokardinfarkte, Nierenversagen, Purpura und
neurologische Symptome, erklart werden.?*®

Dartber hinaus setzen hamolysierende und beschadigte Erythrozyten Hamoglobin und ADP
frei. Beides fordert die Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten.3?2-32* Kommt es durch
COVID-19 zur Beschadigung der Erythrozyten, kann dies mdglicherweise Uber diesen
Pathomechanismus ebenfalls zu einer erhdhten Thrombosegefahr fuhren.

Dagegen hemmt Stickstoffmonoxid nachweislich die Thrombozytenaggregation. Zudem wird
die Disaggregation aggregierter Thrombozyten induziert sowie die Thrombozytenadhasion

gehemmt,325:326

5.4. Aktivitat RBC-NOS

Eine der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) ahnliche aktive RBC-NOS st in
den Erythrozyten nachgewiesen worden.'®7202203  Eine Phosphorylierung des Serin
1177-Rests der RBC-NOS weist auf eine erhdhte Enzymaktivierung hin und Iasst somit auf
eine erhohte NO-Produktion schlieBen.’®”2" Eine Reduktion der RBC-NOS-Aktivitat wird
durch eine Phosphorylierung des Serin 116- und des Threonin 495-Rests bewirkt.206:207

In dieser Arbeit zeigten sowohl die mannlichen als auch weiblichen Studienteilnehmenden
nach COVID-19 eine vermehrte Phosphorylierung des RBC-NOS Serin 1177-Rests. Auch hier
ist zu betonen, dass die Steigerung der RBC-NOS Aktivierung mit folglich vermehrter NO-
Produktion bei COVID-19-Erkrankten mit keiner oder milder Symptomatik nach akutem
Krankheitsstadium nachgewiesen werden konnte.

In bisheriger Literatur gibt es wenige Studien, die sich mit dem Zusammenhang von COVID-19
und der RBC-NOS auseinandergesetzt haben. Im Akutstadium und bei schwerem COVID-19-
Krankheitsverlauf wurde keine Veranderung der Phosphorylierung des Serin 1177-Rests der
RBC-NOS nachgewiesen.'”® Jedoch wurden erhohte intrazellulare NO-Konzentrationen in den
Erythrozyten bei schwer an COVID-19 erkrankten Personen beobachtet.3?’

Die RBC-NOS-Aktivierung tragt neben der eNOS der Endothelzellen wahrscheinlich zur
lokalen NO-Konzentration bei.’” NO wird in der Reaktion, katalysiert von den NO-Synthasen,
von L-Arginin zu L-Citrullin gebildet.3?® Eine Aktivitatsveranderung der RBC-NOS hat Einfluss
auf die Verformbarkeit der Erythrozyten, indem NO zu einer S-Nitrosylierung von Proteinen

des Zytoskeletts, wahrscheinlich von a- und B-Spektrin, fuhrt. Folglich kommt es zur
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Verbesserung der RBC-Verformbarkeit, eine Hemmung des Enzyms hat gegenteilige
Auswirkungen.2%%21932% Dyrch die Veranderung der RBC-Verformbarkeit kann NO, neben der
Anderung des GefaRtonus, insbesondere in der Mikrozirkulation Einfluss auf die
Geschwindigkeit des Blutflusses nehmen.3*°

Es wurde in dieser Studie eine verminderte Verformbarkeit der Erythrozyten in der mannlichen
sowie weiblichen COVID-19-Gruppe festgestellt. Die gegensatzlich erhohte RBC-NOS
Aktivierung lasst auf eine kompensatorische Reaktion schlielen. Jedoch kann die
physiologische RBC-Verformbarkeit nicht aufrechterhalten werden. Die beobachteten
morphologischen Veranderungen der Erythrozyten nach COVID-19 haben ihre Ursache
vermutlich in Schaden am Zytoskelett oder an der Membran. Méglicherweise kann die erhdhte
NO-Produktion durch die RBC-NOS die verminderte RBC-Verformbarkeit aufgrund

struktureller Schaden nicht ausgleichen.?763%1:332

5.5. Nitrosativer Stress

Nitrotyrosin ist ein Marker flr nitrosativen Stress und zellularen Schaden.''%" Es wurden
erhohte Konzentrationen von Nitrotyrosin in der weiblichen COVID-19-Gruppe im Vergleich
zur gesunden Kontrollgruppe gemessen. Bei der mannlichen COVID-19-Gruppe konnten
keine Veranderungen festgestellt werden.

Die gemessene erhdhte Konzentration an Nitrotyrosin durch COVID-19 steht im Einklang mit
aktueller Literatur.'”® Insbesondere eine generelle Erhéhung und die vermutlich zentrale Rolle
oxidativen Stresses in COVID-19 wurde bereits belegt.!381%:333

In der Reaktion zwischen NO und Superoxid entsteht Peroxynitrit, welches eine reaktive
Verbindung darstellt. Dieses kann mit Tyrosin-Resten reagieren, sodass Nitrotyrosin
entsteht.?76334 Generell wird bei respiratorischen Virusinfektionen eine Stérung der Redox-
Homoostase mit vermehrtem oxidativem Stress vermutet.’®® Dabei werden erhohte
Konzentrationen von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) oder Stickstoffspezies (RNS)
beschrieben. Wenn die Produktion und das Abfangen durch Antioxidantien dieser Molekule
mit hoher chemischer Reaktionsbereitschaft aus dem Gleichgewicht gerat, kann es zu
oxidativem bzw. nitrosativen Stress sowie zu Aktivierungen von Immunreaktionen und
Entztindungen kommen.®*® Vor allem Uber den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR-4), einem Pattern-
Recognition-Rezeptor, werden vermutlich durch das SARS-CoV-2 Signalwege ausgeldst, die
die Entziindungsreaktion weiter verstdrken und schliellich zu Lungenschaden flihren
konnen.3¥ Als entscheidender Signalweg fiir akute Lungenschadigungen wurde der “TLR-4-

Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adaptor inducing IFN-beta-TNF receptor-
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associated factor 6-Signalweg” (engl., TLR4-TRIF-TRAF6) identifiziert.®3%" Es kommt zum
verstarkten Ablauf des Signalwegs mit vermehrter Produktion von Zytokinen, einer
Hyperinflammation und schlieRlich zu akuten Lungenschaden.®®” Zudem flhrt die
Herabregulierung von ACE2, welches physiologisch antiinflammatorisch wirkt, bei COVID-19
zum gegenteiligen Effekt mit Verstarkung der Entziindungsreaktion.’®

Ein weiterer moglicher Grund fir die erhéhten Konzentration an Nitrotyrosin bei den Frauen
nach COVID-19 kénnte die in dieser Studie nachgewiesene vermehrte Phosphorylierung des
Serin 1177-Rests der RBC-NOS sein, die vermutlich zu erhéhten NO-Konzentrationen fihren
kann.'®” Dahingegen wiesen die Manner dieser Studie ebenfalls eine vermehrte RBC-NOS
Aktivierung auf, es wurde jedoch keine Veranderung der Konzentration von Nitrotyrosin nach
COVID-19 detektiert werden. Ist grundsatzlich das Reaktionsedukt NO in UbermaRiger
Konzentration vorhanden, kommt es zur Bildung von Peroxynitrit und somit zu Nitrotyrosin.
Dieses kann durch nitrosativen Stress Schaden an Zellstrukturen verursachen, falls die
Kapazitaten der korpereigenen Schutzmechanismen nicht ausreichen. Erythrozyten sind
dabei sehr anfallig fiir Schaden durch reaktive Spezies.'®*33 Infolgedessen kommt es sowohl
zu strukturellen als auch funktionellen Veranderungen der Erythrozyten. Peroxynitrit flhrt
nachgewiesen zur Umstrukturierung der Membranstruktur und einem Ungleichgewicht
zwischen Wasser und lonen.3*® Eine verminderte Verformbarkeit der Erythrozyten ist als Folge
oxidativen Stresses bekannt und wird unter anderem auf die verdnderte Membranstruktur
zuriickgeflihrt.339342 So konnten die bei den weiblichen Probanden gemessene erhohte
Konzentration von Nitrotyrosin folglich ebenfalls erneut auf eine verminderte RBC-
Verformbarkeit schliel3en.

Es Dbleibt wunklar, weshalb die erhéhten Nitrotyrosinkonzentrationen in  der
geschlechterdifferenzierten Auswertung ausschliellich in der weiblichen COVID-19-Gruppe
nachgewiesen wurden, wahrend bei den mannlichen Probanden keine Veranderung
beobachtet werden konnte. Dahingegen wird unter physiologischen Bedingungen in der
Literatur beschrieben, dass Manner einen hoheren Grad an oxidativen Stress als Frauen
aufweisen.®*334 Frauen seien zudem widerstandsfahiger gegenliber oxidativem Stress. Als
mogliche  Griinde werden antioxidative Eigenschaften von  Ostrogen und
geschlechtsspezifische Unterschiede in der NADPH-Oxidase-Aktivitat genannt.3*3344 Es wird
zudem vermutet, dass die Sexualhormone ebenso die Immunantwort Uber verschiedene
Signalwege modulieren kdnnen. Es gibt aktuell jedoch keine einheitlichen
Forschungsergebnisse und Studien zeigen teils widersprichliche Ergebnisse.*® Eine
Uberprifung in zukinftigen Studien erscheint daher sinnvoll, insbesondere da in der
vorliegenden Studie bei Frauen mit asymptomatischem oder mildem COVID-19-Verlauf eine

Zunahme des nitrosativen Stresses beobachtet worden ist.
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Grundséatzlich kénnte die Erhéhung des oxidativen sowie nitrosativen Stresses bei COVID-19
eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie einnehmen und maoglicherweise vielfaltige, zuvor
diskutierte Folgen, haben. In weiteren Studien sollte diese Hypothese Uberpriift werden, um
die Rolle des oxidativen und nitrosativen Stresses bei COVID-19 weiter verstehen und

maogliche Auswirkungen bzw. Therapiemdglichkeiten daraus ableiten zu kénnen.

5.6. Limitationen und Zusammenfassung

Die vorliegende Studie konnte vor allem im Kollektiv von jungen, fitten COVID-19-Erkrankten
mit Uberwiegend mildem Krankheitsverlauf neue Erkenntnisse im Hinblick auf die Erythrozyten
liefern. Dennoch wurden durchaus einige Limitationen deutlich. Fir die komplexe und
vielfaltige Erkrankung COVID-19 war die Zahl der Studienteilnehmenden relativ gering.

Des Weiteren war insbesondere der Anteil der Frauen sowohl in der COVID-19- als auch in
der Kontrollgruppe im Vergleich zu den Mannern niedriger. Dies hatte gegebenenfalls Einfluss
auf die geschlechtergetrennte Analyse haben kdénnen.

DarlUber hinaus lagen keine Informationen zur jeweiligen Variante des SARS-CoV-2 und der
Symptomatik des Krankheitsverlaufes vor. Zudem hatte eine detailliertere Erhebung des
Schweregrads der Symptomatik erfolgen kénnen. Diese Angaben der Probanden und
Probandinnen hatten eventuell weitere Erkenntnisse liefern und in der Interpretation der

Ergebnisse bertcksichtigt werden kdnnen.

Trotz zahlreicher seit Ausbruch der Pandemie veroffentlichter Arbeiten zur Untersuchung von
Eigenschaften und Auswirkungen von COVID-19 im Zusammenhang mit den Erythrozyten
bleiben, Stand August 2025, einige Aspekte weiterhin unklar. Zukiinftige Untersuchungen sind
daher notwendig, um die komplexen Zusammenhange zwischen COVID-19 und

erythrozytaren Veranderungen vollstandig aufzuklaren.

Zusammenfassend kann die vorliegende Arbeit jedoch wichtige Erkenntnisse zu
morphologischen und funktionellen Verdnderungen von Erythrozyten nach einem
asymptomatischen oder mildem COVID-19-Krankheitsverlauf liefern. In der Studie zeigten die
Manner nach COVID-19 eine Abnahme des Hamoglobin- sowie Hamatokritwerts, des mittleren
korpuskularen Volumens (MCV) und des mittleren korpuskularen Hamoglobins (MCH). Bei
den Frauen sank nach COVID-19 lediglich das MCV. Die Anzahl der Erythrozyten, die
Erythrozytenverteilungsbreite und die mittlere korpuskulare Hamoglobinkonzentration (MCHC)

blieben nach COVID-19 unverandert. Eine verminderte Sauerstoffversorgung kénnte Folge
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der genannten Veranderungen sein. Auffallig ist, dass in dieser Studie bei asymptomatischen
oder milden COVID-19 Krankheitsverlaufen insbesondere die Manner Veranderungen der
RBC-Parameter zeigten. Die Untersuchungsergebnisse lassen darauf schlielRen, dass bei
diesen Krankheitsverlaufen die Erythrozyten der Manner starker betroffen sind. Unklar bleibt,
Stand August 2025, ob es geschlechtsbezogene Unterschiede im Hinblick auf biologische
Mechanismen gibt. Morphologisch konnten bei beiden Geschlechtern nach COVID-19
Veranderungen der Erythrozyten festgestellt werden. Es zeigten sich sowohl bei den Mannern
als auch bei den Frauen vermehrt elongierte Zellformen. Es deutete sich zudem eine Zunahme
an  Membranausstilpungen der  Erythrozyten an, welche jedoch in der
geschlechterdifferenzierten  Auswertung ohne statistische Signifikanz ~war. Die
morphologischen Veranderungen kdnnen wahrscheinlich die Blutrheologie beeintrachtigen.
Zudem zeigte sich die Verformbarkeit der Erythrozyten sowohl unter Standardbedingungen
als auch unter einem osmotischen Gradienten bei den Mannern sowie bei den Frauen nach
COVID-19 reduziert. Eine hohe Verformbarkeit ist insbesondere fur die Mikrozirkulation
essenziell. Der Aggregationsindex, welcher die RBC-Aggregation widerspiegelt, zeigte sich
bei beiden Geschlechtern nach COVID-19 unbeeinflusst. Dahingegen war die Aggregations-
Disaggregationsscherrate bei den Mannern nach COVID-19 im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe erhoht. Dies weist ebenfalls auf eine erhdhte Aggregationsneigung der
Erythrozyten hin. Die beobachteten morphologischen Veranderungen kénnten unter anderem
ursachlich daflr sein. Es kommt zur VergréRerung der Kontaktflichen und resultierend daraus
kdnnen verstarkte Bindungen zwischen den Erythrozyten entstehen. Dies fuhrt vermutlich zu
Veranderungen der Dynamik des Blutflusses, welches weitreichende Folgen haben kann.
Funktionell wurde sowohl bei Mannern als auch bei den Frauen nach COVID-19 eine
vermehrte Phosphorylierung des Serin 1177-Rests der RBC-NOS festgestellt. Dies zeigt eine
Steigerung der RBC-NOS Aktivierung mit folglich vermehrter NO-Produktion. Eine Aktivierung
des Enzyms hat unter anderem positiven Effekt auf die Verformbarkeit der Erythrozyten.
Moglicherweise dient dies als Kompensationsmechanismus flir die verminderte
Verformbarkeit der Erythrozyten. Darliber hinaus wurde bei den Frauen nach COVID-19 eine
erhéhte Konzentration an Nitrotyrosin im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
nachgewiesen. Es bleibt unklar, weshalb diese bei den Mannern unverandert blieb. Erhdhte
Konzentrationen an Nitrotyrosin weisen auf eine Erhéhung des nitrosativen Stresses hin.
Dieser kann zu Schaden von Zellstrukturen fiihren.

Die vorliegende Studie konnte somit weitreichende Veranderungen der Erythrozyten auch
nach asymptomatischen oder milden COVID-19-Krankheitsverlaufen nachweisen. Die
festgestellten Veranderungen der Erythrozyten scheinen eng miteinander verknipft zu sein,
sich gegenseitig zu bedingen sowie auch nach akutem Krankheitsstadium bestehen zu

bleiben.
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