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Die Coronavirus-Krankheit-
2019(COVID-19)-Pandemie, ver-
ursacht durch das ,severe acute
respiratory syndrom coronavi-

rus 2” (SARS-CoV-2), dominierte das
Jahr 2020 sowie die ersten Monate
des laufenden Jahres. Obwohl der
Ursprung des Virus, dessen zellula-
ren Eintrittsmechanismen und die
Epidemiologie rasch geklart wer-
den konnten [2, 18, 41], sind viele
grundlegende immunpathologische
Fragestellungen unbeantwortet.

So blieben In-situ-Analysen der viralen
Interaktion mit dem menschlichen Kor-
per fiir eine lange Zeit auf der Ebene von
Fallberichten und kleinen Serien [43],
obwohl sie — wie sich im Nachhinein
herausstellte [1, 30] - entscheidende Bei-
trdge zum Verstdndnis dieser neuartigen
Erkrankung liefern konnten. So wurde
bereits bei den ersten schwereren klini-
schen COVID-19-Fillen eine Lympho-
penie beobachtet [16], deren Ausmaf} mit
dem Schweregrad der Erkrankung zu-
sammenzuhédngen schien, begleitet von
einer vermehrten Anfilligkeit von bak-
teriellen Superinfektionen [30]. Das da-
zugehorige morphologische Korrelat in
lymphatischen Geweben ist jedoch nicht
restlos geklért.

Die spezifischen Reaktionsmuster
der Lymphknoten [42] konnen einen
wertvollen Einblick in die immunpatho-
logischen Mechanismen vieler Krank-
heitsbilder liefern. Sie sind Ausdruck
komplexer Interaktionen zwischen den
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Reaktionsmuster der
lokoregionaren Lymphknoten im
Abflussgebiet von COVID-19-

Lungen

auslosenden Agenzien (Antigene), der
Immunzellen des Wirtes, der 16slichen
Botenstoffe (zum Beispiel Zytokine, Che-
mokine und Wachstumsfaktoren) und
weiterer Molekiile der Korperabwehr
wie Komplementbestandteile [39]. Die
Immunogenetik des Wirtes wie Genp-
olymorphismen der Botenstoffe, ihrer
Rezeptoren und der Histokompatibili-
titsgene bestimmen oft den Schwere-
grad und die Dauer der entsprechenden
Verdnderungen, wie beispielsweise bei
der Sarkoidose [14]. Als Pendant einer
addquaten Immunantwort gilt die am
hiufigsten zu beobachtende follikulire
Hyperplasie mit damit assoziierter Pro-
duktion von héchstafinen Antikérpern
und Aufbau eines immunologischen
Gedéchtnisses [39]. Einige sonstige au-
genfillige morphologische Muster sind
Ausdruck der pridominant vorherr-
schenden Achse der Botenstoffe und
Zellen. Das Muster einer angiofollikulé-
ren (Castleman-dhnlichen) Hyperplasie
istassoziiert mit chronischer Einwirkung
von Interleukin (IL) 6 [12], wihrend Gra-
nulome mit einer Uberproduktion von
IL-2, IL-12 und Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) [17] einhergehen. Der syste-
mische Lupus erythematodes, die Ki-
kuchi-Fujimoto-Erkrankung und die
Toxoplasmose zeigen eine Zunahme
CD123/CD303* plasmazytoider den-
dritischer Zellen in den Lymphknoten
aufgrund von Aktivierung der Toll-like-
Rezeptoren 7 und 9 (TLR7, TLR9) und
Uberproduktion von Interferon-y (IFN-
y) [20].

Ein etwas weniger beachtetes Lymph-
knotenreaktionsmuster ist die sog. ex-
trafollikuldre Proliferation von B-Zellen
(B-Blasten) in Abwesenheit von folli-
kuldrer Hyperplasie [5]. Es wird ange-
nommen, dass dies das morphologische
Korrelat schneller bzw. primirer und
transienter B-Zell-Expansion als Ant-
wort auf Antigene unter Umgehung
der Keimzentrumsreaktion darstellt.
Die Lymphknotenarchitektur wird weit-
gehend beibehalten, jedoch wird die
parakortikale Zone durch polymor-
phe Infiltrate mit kleineren Blasten,
Zentroblasten, Immunoblasten und ins-
besondere Plasmablasten erweitert. Je
nach Blastenmorphologie variieren ih-
re immunphinotypischen Merkmale
und zeigen eine heterogene Positivi-
tit fur CD20, CD30, CD38, CD79a,
CD138, IRF4 (MUM1) und BLIMPI1
[5]. Diese Blasten sind polytypisch
fiir Leichtketten und sind zu 70-80%
IgM*/CD27-/CD30-/CD79a*/CD138",
da sie auf der genetischen Ebene keinen
Immunglobulinklassenwechsel und auf
der physiologischen Ebene keine Keim-
zentrumsreaktion erfahren. Zu 20-30 %
sind diese Blasten IgG*/CD27+/CD30*/
CD79a7/CD138* und koénnten spezifi-
schen, extrafollikuldr aktivierten B-Zel-
len der Marginalzonen ohne lang an-
haltende B-Zell-Immunantwort entspre-
chen [9]. Folglich fihrt dies zu einer
Produktion von niederaffinen IgM-An-
tikorpern ohne Erzeugung eines immu-
nologischen Gedédchtnisses. Betroffen
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Abb. 1 A Immunpathologische Mechanismen bei SARS-CoV-2-Infektion. a 1. Viruseintritt Giber ACE2, Transkription vi-

raler Proteine und Assemblierung in Vesikeln, Freisetzung von Tochterviren. 2. Hoch-/Dysregulation von ISG, Zytokinen

und Chemokinen. 3. Aktivierung von PRRs durch PAMPs. 4. Umverteilungslymphopenie. 5. Virus(bestandteil)ankunft/
Antigenprdasentation viraler Strukturen in Lymphknoten; Aktivierung von T-Zellen (/ila; z. B. durch CTLA4/CD28) in einem
Tu1(Tbet*)-pradominanten Milieu. 6. Durch Inhibierung von BCL6*-Trw-Zellen (grau) bleibt die Keimzentrumsreaktion aus. Es
kommt zu einer extrafollikuldren B-Blasten-Aktivierung mit vermehrt Plasmablasten (blau). 7. Freisetzung von spezifischen
(jedoch ,low affinity”) Antikérpern (blau) gegen SARS-CoV-2. 8. Antikorpervermitteltes Enhancement. 9. Makrophagenak-
tivierungssyndrom mit Pradominanz eines M2-Phanotyps einschlieBlich HLHund Zytokinsturm. b Zeitlicher Zusammen-
hang laborchemischer sowie histologischer Merkmale in COVID-19-Lymphknoten. Friihletale Félle mit hoher Viruslast und
schwerwiegender Lymphopenie zeigen histologisch eine fehlende Keimzentrumsreaktion in Begleitung eines schweren
Odems/Kapillarostase und Plasmablastenakkumulation. Spétletale Félle mit sinkender Viruslast und sich normalisierender
Lymphopenie zeigen eine beginnende (verspatete) Keimzentrumsreaktion. ACE2 Angiotensin-konvertierendes Enzym 2,
HLH hamophagozytische Lymphohistiozytose, ISG Interferon-stimulierte Gene, PAMP pathogenassoziierte molekulare Mus-
ter, PRR ,pattern recognition receptors’, RT-PCRReverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion; hochregulierte Proteine

in griin, herrunterregulierte in rot

sind vor allem schleimhautnahe Lymph-
knoten und die Milz.

In diesem Beitrag fassen wir Litera-
turdaten und eigene Beobachtungen zu
den Reaktionsmustern der lokoregio-
niren Lymphknoten im Abflussgebiet
von COVID-19-Lungen zusammen.
Wir diskutieren diese Beobachtungen
im Kontext bekannter Genexpressions-
profile und immunologischer Phéno-
mene bei schweren Krankheitsverldufen
sowie hinsichtlich ihrer potenziellen

Bedeutung fiir die Entwicklung einer
wirksamen Immunantwort und eines
immunologischen Gedéchtnisses.

Lymphknoten(histo)pathologie
von COVID-19

Eine Ubersicht der wichtigsten bisher be-
kannten pathophysiologischen Mecha-
nismen der COVID-19-Immunantwort
finden Sie in @ Abb. 1a.

Lymphopenie

In ersten klinischen Fallberichten konn-
te bereits eine schwere Lymphopenie
unter COVID-19-Patienten beobachtet
werden [16], deren Ausmafl in einer
Metaanalyse von 32 Studien mit {iber
10.000 Patienten der wichtigste pré-
diktive Faktor des Krankheitsverlaufes
darstellte [26]. Die Lymphopenie konnte
in Zusammenhang mit Regulationssto-
rungen von chemotaktisch wirksamen
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Zusammenfassung

Hintergrund. Eine dysregulierte Immunant-
wort, z.B. in der Form eines Zytokinsturmes,
einer Stérung des Immunglobulinklassen-
wechsels, eines sog. antikorpervermitteltem
Enhancements oder einer aberranten
Antigenprdsentation wurde bereits in
schweren Krankheitsverldaufen von COVID-19
beschrieben.

Ziel der Arbeit. Zur Charakterisierung

der COVID-19-Immunantwort wurde die
Histomorphologie der Lymphknoten des
pulmonalen Abflussgebietes untersucht.
Material und Methoden. Regionale
Lymphknoten des pulmonalen Abflussgebiets
wurden bei COVID-19-Autopsien asserviert
(n=20). Deren Histomorphologie, SARS-CoV-
2-gRT-PCR sowie Genexpressionsanalysen von
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gangigen Genen der Immunantwort wurden
berticksichtigt.

Ergebnisse. Histologisch zeigten sich ein
maBig- bis schwergradiges Odem mit
Kapillarostase, eine erhdhte Anzahl von
extrafollikuldren Plasmablasten, milde bis
maBige Plasmazytose, vermehrte CD8*-T-
Zellen und CD11¢/CD68*-Histiozyten mit
Hamophagozytoseaktivitat. Von 20 Fallen
wiesen 18 hypoplastische oder fehlende
Keimzentren sowie eine Verminderung der fol-
likuldren dendritischen Zellen und follikuldren
T-Helferzellen auf. In 14 von 20 Fallen war der
gRT-PCR-Nachweis von SARS-CoV-2 positiv,
jedoch zeigte sich nur bei einem einzigen

Fall eine immunhistochemische Positivitat fir
SARS-CoV-2-N-Antigene in Sinushistiozyten.

In Genexpressionsanalysen war eine erhéhte
Expression von STAT1, CD163, Granzym B,
CD8A, MZBT und PAK1, neben CXCL9 zu
beobachten.

Diskussion. Die Befunde in den Lymphknoten
deuten auf eine dysregulierte Immunantwort
bei schweren COVID-19-Krankheitsverlaufen
hin. Insbesondere impliziert das Ausbleiben
der Keimzentrumsreaktion und die vermehrte
Prasenz von Plasmablasten eine nur transiente
B-Zellreaktion, welche die Entwicklung einer
Langzeitimmunitét infrage stellt.

Schliisselworter

CD8-positive T-Lymphozyten - Zytokin-
Freisetzungssyndrom - Keimzentrum -
Immunohistochemie - SARS-CoV-2

Abstract

Background. A dysregulated immune
response is considered one of the major
factors leading to severe COVID-19. Pre-
viously described mechanisms include the
development of a cytokine storm, missing
immunoglobulin class switch, antibody-
mediated enhancement, and aberrant antigen
presentation.

Objectives. To understand the heterogeneity
of immune response in COVID-19, a thorough
investigation of histomorphological patterns
in regional lymph nodes was performed.
Materials and methods. Lymph nodes from
the cervical, mediastinal, and hilar regions
were extracted from autopsies of patients with
lethal COVID-19 (n=20). Histomorphological
characteristics, SARS-CoV-2 qRT-PCR, and

gene expression profiling on common genes
involved in immunologic response were
analyzed.

Results. Lymph nodes displayed moderate to
severe capillary stasis and edema, an increased
presence of extrafollicular plasmablasts,

mild to moderate plasmacytosis, a dominant
population of CD8* T-cells,and CD11¢/CD68*
histiocytosis with hemophagocytic activity.
Out of 20 cases, 18 presented with hypoplastic
or missing germinal centers with a decrease
of follicular dendritic cells and follicular
T-helper cells. A positive viral load was
detected by qRT-PCR in 14 of 20 cases, yet
immunohistochemistry for SARS-CoV-2 N-
antigen revealed positivity in sinus histiocytes
of only one case. Gene expression analysis

Histomorphological patterns of regional lymph nodes in COVID-19 lungs

revealed an increased expression of STATT,
CD163, granzyme B, CD8A, MZB1, and PAK1, as
well as CXCLY.

Conclusions. Taken together, our findings
imply a dysregulated immune response in
lethal COVID-19. The absence/hypoplasia

of germinal centers and increased presence
of plasmablasts implies a transient B-cell
response, implying an impaired development
of long-term immunity against SARS-CoV-2 in
such occasions.

Keywords

CD8-positive T-lymphocytes - Cytokine
release syndrome - Germinal center -
Immunohistochemistry - SARS-CoV-2

Botenstoffen erklarbar sein. So sind
CCL8, CCL20 und CXCL10 im Gewebe
von COVID-19-Patienten, insbesondere
in den Lungen, vermehrt exprimiert [1].
Diese Molekiile sind verantwortlich fiir
die Chemotaxis und Migration von (T-)
Lymphozyten, was in Anbetracht der
Grofle der Lungen unter anderem zu ei-
ner Umverteilungslymphopenie fiihren
konnte. An dieser Stelle sei erwahnt, dass
Lymphozyten neben anderen Zellen iiber
den Viruseintrittsrezeptor ACE2 verfii-
gen [46], sodass direkte zytopathische
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Effekte hinsichtlich der Lymphopenie
ebenfalls denkbar sind.

Dysregulation der Interferon-
vermittelten Signaltransduktion

Die IFN-vermittelte Signaltransduktion
spielt in jeder primdren Immunantwort
auf virale Infektionen eine zentrale Rol-
le. Erste Ergebnisse der Einzelzellsequen-
zierung von mononukledren Zellen aus
dem peripheren Blut konnten eine phi-
notypische Rekonfiguration der Immun-
zellen mit heterogener IFN-stimulierten

Gensignatur (ISG) und Runterregulati-
on der HLA-Klasse-II-Gene bei COVID-
19 aufzeigen, was mit einer erhéhten
Plasmablastenpopulation assoziiert war
[45]. Ferner scheint die ISG-Expressi-
on auch mit Krankheitsverlauf und Vi-
ruslast zusammenzuhingen [34]. Eine
Subgruppe von Patienten mit friihleta-
lem Krankheitsverlauf wies eine hohe
Expression von ISG und Zytokinen auf,
assoziiert mit hoher Viruslast und dis-
kreter Lungenschadigung (ISGnign) [30].
Im Gegensatz dazu zeigte eine andere
Subgruppe mit vorwiegend protrahier-


https://doi.org/10.1007/s00292-021-00914-z

tem Krankheitsverlauf eine verminderte
Expression von ISGs (ISGiow) in Assozia-
tion mit schwerwiegendem diffusem Al-
veolarwandschaden, niedrigerer Virus-
last und einer vermehrten Infiltration
von CD8*-Zellen und (M2-polarisierten)
Makrophagen [34].

Dysregulation der Antigen-
prdasentation

Genexpressionsanalysen von COVID-
19-Lungen zeigen eine 2fach herrun-
terregulierte Expression wichtiger ko-
stimulatorischer Molekiile der Antigen-
présentation wie TLR7, TLR9 und CD86
[1]. CD86 wird von antigenprisentie-
renden Zellen exprimiert und bindet
die Liganden CD28 oder CTLA4 an
der T-Zell-Oberfliche. Eine Interakti-
on zwischen CD86 und CD28 fiihrt zu
Stimulation der T-Zell-Antwort [39].
Weitere TLR (TLRI1, TLR4, TLR5) sind
ebenfalls bei COVID-19 vermindert
exprimiert. Wahrend TLR1 an Peptido-
glykane grampositiver Bakterien bindet,
interagiert TLR4 mit Lipopolysacchari-
den (LPS) gramnegativer Bakterien und
ist zentral fiir das Erkennen des SARS-
CoV-2-Spike-Antigens [36]. Aktivie-
rung von TLR5 durch Flagellin fiihrt
zu einer Aktivierung der angeborenen
Immunabwehr und ist somit zu Beginn
einer Antwort gegeniiber flagellierten
Bakterien duferst hilfreich [39]. Dies
konnte unter anderem die vermehrte
Anfilligkeit fir bakterielle Superinfekti-
onen in COVID-19-Patienten erkléren.

Makrophagenaktivierung

Des Weiteren beobachtete man bei
COVID-19-Patienten die Entwicklung
einer himophagozytischen Lympho-
histiozytose (HLH) [29, 38]. Das un-
kontrollierte Makrophagenaktivierungs-
syndrom, welches der HLH zugrunde
liegt, gilt als weiterer Ausdruck einer
gestorten Antigenpréisentation und ex-
zessiver Zytokinausschiittung (,,cytokine
storm®), ist jedoch — im begrenztem und
kontrolliertem Mafle - eine typische
Reaktion der angeborenen Immunab-
wehr als ,,pattern-recognition-receptor
(PRR)-assoziierte Antwort auf ,path-
ogen associated molecular patterns®

(PAMP), speziell viraler RNA [4, 30,
44]. Infektionsassoziierte HLH konnen
durch Herpesviren, insbesondere EBV,
aber auch SARS-CoV-1, Influenzaviren
H5N1 und HIN1 ausgelost werden [6,
15]. Passend dazu zeigen COVID-19-
Gewebeuntersuchungen eine vermehrte
Expression von CCL2 und CCL7 [1],
welche chemotaktisch fiir Makropha-
gen wirken, was den Zytokinsturm bei
schweren Krankheitsverldufen pathoge-
netisch zentral aber auch therapeutisch
beeinflussbar macht [25]. Tatsichlich
beobachtet man bei schweren Krank-
heitsverldufen die Hochregulierung von
Genexpressionsprogrammen der Kom-
plementaktivierung und Phagozytose
[48]. Eindriicklich in diesem Zusam-
menhang ist, dass padiatrische COVID-
19-Patienten eine multisystemische Hy-
perinflammation entwickeln konnen,
welche phinotypisch dem Kawasaki-
Syndrom #hnelt [37]. In solchen Fillen
war eine schwere vaskuldre und kardiale
Manifestation zu beobachten, vereinzelt
zusammen mit einem Makrophagenak-
tivierungssyndrom.

Dysregulation der humoralen
Immunantwort

In einer der ersten Autopsiestudien wur-
de histologisch in hiliren Lymphknoten
und Milzparenchym ein Fehlen von
Keimzentren, eine vermehrte Prisenz
von Plasmablasten und eine intran-
odale Kapillarostase beschrieben [30],
erklarbar durch eine Dysregulation der
BCL6*-follikuliren T-Helferzellen [21],
welche fiir die Funktionalitit der Keim-
zentren essenziell sind. Ferner konnte
in diesem Zusammenhang eine frithe
Blockade der T-Helferzell-Differenzie-
rung, eine Pridominanz von T-bet*-T-
Helfer-1-Zellen und eine extrafolliku-
lare Akkumulation von TNF-a gezeigt
werden [21], die mit einem Verluste von
follikuliren B-Zellen mit durchflusszy-
tometrischen Analysen des peripheren
Bluts von schwerkranken COVID-19-
Patienten korreliert werden konnte [21].
Interessanterweise sind TLR4 und TLR5,
welche beide in COVID-19 herrunterre-
guliert sind, auch fiir die Keimzentrums-
reaktion essenziell, da sie iiber MYD88
den NF-xB-Signalweg aktivieren [13].

Die Vermehrung von Plasmablas-
ten in hildren Lymphknoten bei letaler
COVID-19-Erkrankung konnte ein mor-
phologisches Korrelat einer Stérung des
Immunglobulin-(Ig)-Klassenwechsels
darstellen. In der Tat zeigen insbesondere
Patienten mit schwerem Krankheitsver-
lauf deutlich vermehrt Plasmablasten,
wihrend eine robuste adaptive Immun-
antwort mit klonal expandierten CD8*-
Effektor- allenfalls Geddchtniszellen bei
milden Verldufen zu beobachten ist
[23, 49]. In Genexpressionsanalysen
von COVID-19-Autopsiematerial konn-
te zudem eine Herrunterregulation von
CD40LG gezeigt werden [1], welches
in der physiologischen Immunantwort
ein essenzielles Bindeglied der Kom-
munikation zwischen T- und B-Zellen
darstellt und mafigebend die B-Zell-
Reifung beeinflusst [39]. Ein Defekt in
CD40LG resultiert in einem Fehlen des
Ig-Klassenwechsels, was die praferen-
zielle extrafollikuldre Proliferation von
B-Zellen begiinstigen konnte. Als Abbild
der erwihnten 2 Besonderheiten konnte
in detaillierten Analysen eine negative
Korrelation zwischen der Menge von
B-Gedichtniszellen und der COVID-
19-Symptomdauer gezeigt werden [33].
Die Menge dieser Zellen korrelierte
mit IgGl und IgM gegen das SARS-
CoV-2-Spikeprotein. Dies spiegelt sich
auch in Antikorpertitermessungen [32]
und durchflusszytometrischen Analysen
wider, welche in Fillen mit schwerem
Krankheitsverlauf eine oligoklonale Plas-
mablastenexpansion (>30% der zirku-
lierenden B-Zellen) [22] gezeigt haben.
Dies trug, zusammen mit anderen im-
munologischen Signaturen, die mit dem
Krankheitsverlauf korrelierten, auch zur
biostatistischen Einteilung in 3 COVID-
19-Immunotypen mit verschiedenen
Risikoprofilen bei [28]. Als Bindeglied
zur Immunpathologie kann eine un-
vollendete humorale Immunantwort
mit niederaffinen, nicht (ausreichend)
neutralisierenden bzw. niedertitrierten
Antikérpern zu einem sog. antikor-
pervermittelten Enhancement fithren.
Hierbei erméglichen suboptimale Anti-
korper die Penetration des Virus in Fc/
Komplement-Rezeptor-tragenden Mo-
nozyten, Makrophagen und Granulozy-
ten [19]. Tatsdchlich weist die Datenlage
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Tab. 1

Klinische, laborchemische und histopathologische Charakteristika, aufgeteilt in RT-PCR-

positive und -negative Fille basierend auf der medianen viralen Last in den Lymphknoten

(Anzahl Plasmablasten, Plasmazellen,
Odem/Kapillarostase, Prisenz von HLH

Lymphknoten-RT-PCR Gesamt und Keimzentren) wurden mittels Ordi-
Positiv Negativ (n=20) nalskalen (0-3) ausgewertet (@ Tab. 1).
(n=14) (n=6)

Klinik/Laborparameter (letzter Wert vor Exitus) RT-PCR

Hospitalisierungszeit (Tage; Median; IQR) 6(3-9) 11 (4-30) 8(4-12)

CRP (mg/dl; Median; IQR)
Leukozyten, absolut (10°/1; Median; IQR)
Lymphozyten, absolut (10%/I; Median; IQR)

Neutrophile Granulozyten, absolut (10%/1;
Median; IQR)

Histopathologie und Post-Mortem RT-PCR

176 (100-271)
8,1(6,3-11,4)
0,7 (0,4-1,1)
6,7 (3,7-10,1)

315(232-337) 218(144-280)
16,0 (8,8-16,0) 8,8 (7,4-13,8)
0,5(0,4-0,96) 0,7(0,5-1,0)
7,3(7,26-10,6) 6,8(6,3-10,1)

Alle Lymphknoten erfuhren eine RT-
PCR-Untersuchung zur Bestimmung der
Viruslast. Deren Protokoll wurde bereits
in unserer vorherigen Autopsiestudie
beschrieben [30].

Viruslast, Lunge (SARS-CoV-2 Genome/ 2149(57-60581) 123(0-365)  146(0-32218)  Genexpressionsanalysen
10 RNaseP Kopien; Median; IQR)
Viruslast, Lymphknoten (SARS-CoV-2 117 (21-10392)  0(0) 21 (0-3100) RNA wurde durch die HTG Molecular
Genome/10° RNaseP-Kopien; Median; IQR) Diagnostics, Inc. (Tucson, USA) nach
Keimzentren (n, %) Fehlend 9(64) 3(50) 12 (60) etablierten Protokollen aus 10 pm dicken
Wenige 4(29) 2(33) 6(33) unbehandelten Paraffinschnitten extra-
Viele 1(7) 1(17) 2(10) hiert und exakt wie beschrieben unter
Plasmablasten (n, %) Fehlend/ 9 (64) 3(50) 12 (60) Verwendung des HTG EdgeSeq Autoim-
wenige mune-Assays prozessiert und analysiert
MaBig 3(21) 3(50) 6(33) [31].
Viele 2(14) 0(0) 2(10)
Plasmazellen (n, %) Fehlend/ 12 (86) 4 (66) 16 (80) Statistik
wenige
MaBig 2(14) 2(33) 4(20) Statistische Analysen erfolgten mittels
Viele 0(0) 0(0) 0(0) SPSS, Version 25 (IBM, Armonk, USA).
Odem und Kapillarostase ~ Leichtgradig 4 (29) 0(0) 4 (20) Alle Korrelationsanalysen erfolgten mit-
(n, %) MéBiggradig 7 (50) 6 (100) 13 (65) tels Spearman Rho (p).
Schwergradig 3 (21) 0(0) 3(15)
Hamophagozytoseaktivitait ~ Fehlend 5(36) 3(50) 8 (40) Resultate
0 - -
) Lelchtgradlg o3 3 G0 215 @ Tab. 1 stellt eine Ubersicht von klini-
Schwergradig  3(21) 0(0) 3(15) . .
_ - : schenund histologischen Parametern der
CRP C-reaktives Protein, IQR Interquartilsabstand 20 untersuchten Fille dar.
auf eine Interaktion von Anti-Spikepro-  Methoden Klinische Parameter und RT-PCR

tein-Antikérpern und Makrophagen hin,
die zumindest bei SARS-CoV-1 maf3-
gebend zur Lungenschidigung beitrigt
[24].

Letztlich konnte auch gezeigt werden,
dass eine Spikeproteinreaktivitit in tiber
einem Dritte]l von SARS-CoV-2-naiven
Patienten vorhanden ist. Dies impliziert
die Prisenz von kreuzreaktiven T-Zel-
len, welche mutmaflich durch Expositi-
on gegeniiber anderen Coronaviren ent-
standen ist und moglicherweise die ro-
bustere Immunantwort in manchen Pa-
tientengruppen erklaren konnte [4].
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Gewebeasservierung und
Histologie

Lymphknoten der hildren, mediastinalen
und zervikalen Stationen wurden wih-
rend der Autopsie (n=20) asserviert.
Histochemische und immunhistoche-
mische Untersuchungen (HE, IgG, IgM,
CD3, CDl1l1¢, CD20, CD79a, CD68,
CD163, CD206, HLA-DR, SARS-CoV-
2-Nukleokapsid-Antigen [polyklonaler
Kaninchenantikdérper 200-401-A50 von
Rockland Immunochemicals, Inc., Gil-
bertsville, USA, Verdiinnung 1:2000])
wurden im Einklang mit akkreditieren
SOP-Protokollen des Institutes durch-
gefithrt. Histologische Charakteristika

In der RT-PCR-Analyse konnte in 14 von
20 untersuchten Lymphknoten SARS-
CoV-2-RNA nachgewiesen werden,
wihrend 6 Fille keine detektierbare
Viruslast aufwiesen. Interessanterweise
war in diesen letzteren Fillen die Hos-
pitalisierungszeit langer (6 vs. 11 Tage),
was dhnlich wie bei vorherig durchge-
fihrten Analysen der gleichen Autop-
siekohorte [34] auf einen biphasischen
Krankheitsverlauf mit progressiver vi-
raler Elimination hindeutet (@ Abb. 1b).
Passend auch dazu die negative Kor-
relation der pulmonalen Viruslast mit
der Hospitalisierungszeit (p=-0,776;
p<0,0001), die positive Korrelation zwi-
schen pulmonaler und Lymphknoten-



Viruslast (p=0,514; p=0,035), die posi-
tive Korrelation zwischen Hospitalisie-
rungszeit und absoluter Lymphozyten-
zahl (p=0,582; p=0,014; nicht direkt
aus @Tab. 1 ersichtlich) bzw. die nega-
tive mit der absoluten Leukozytenzahl
(p=-0,577; p=0,015).

Histopathologie

Zu den wichtigsten histologischen Merk-
malen zihlen ein mafig- bis schwergradi-
ges Odem und Kapillarostase (B Abb. 2a)
in allen Fillen, was primir mit der aku-
ten Rechtsherzbelastung im Rahmen der
schweren pulmonalen Erkrankungsbe-
teiligung erklarbar ist. Besonders auf-
fallig war die Vermehrung von ex-
trafollikuldren B-Blasten, insbesondere
IgG- und IgM-positiver Plasmablas-
ten (B Abb. 2b, ¢) in 12 von 20 Fillen,
passend zum oben beschrieben Mus-
ter einer schnellen bzw. primiren und
transienten B-Zell-Immunantwort unter
Umgehung der Keimzentrumsreakti-
on [5] bei weitgehend fehlenden oder
hypoplastischen/hypotrophen Keimzen-
tren bzw. Sekundirfollikeln (12 von
20) einschliefllich follikulirer dendri-

tischer Zellen und follikuldrer T-Hel-
ferzellen. Korrelationsanalysen zeigten
eine negative Assoziation zwischen dem
Vorhandensein von Sekundirfollikeln
und viraler Last der Lunge (p=-0,645;
p=0,005) und C-reaktivem Protein (Se-
kundirfollikeln = -0,522; p=0,032), was
im Zusammenschau mit vorherigen
Analysen der gleichen Autopsiekohor-
te [34] als Ausdruck einer verspiteten
Keimzentrumsreaktion zu interpretie-
ren ist. Ebenfalls fand sich eine diskrete
bis mifliggradige Plasmazytose und ei-
ne Pridominanz von CD8*-T-Zellen.
Augenfillig war die Prisenz von zahl-
reichen HLA-DR-, CD163- und CD206-
positiven M2-polarisierten Makropha-
gen [24], CD11c- und CD68-positiven
Histiozyten und eine wahrnehmbare
Himophagozytoseaktivitit in den Si-
nus in 12 von 20 Fillen (8 Abb. 2d),
im Einklang mit den bekannten Phi-
nomenen der Makrophagenaktivierung
bei COVID-19 [29, 38]. Dennoch bot
sich das volle klinische Bild einer HLH
nur bei einem der 20 hier untersuchten
Patienten [47].

Als eventuellen Ausdruck des oben
beschriebenen antikorpervermittelten

Abb. 2 <« Histomorpho-
logische Charakteristika
derlokoregiondren Lymph-
knoten im Abflussgebiet
von COVID-19-Lungen.

a MaBig- bis schwergra-
diges Odem mit Kapilla-
rostase. HE-Férbung, Ver-
gr.50:1. b Vermehrung von
extrafollikuldren Plasma-
blasten. HE-Farbung, Ver-
gr.200:1.¢,d IgG- (c) und
IgM-Féarbung (d) der Plas-
mablasten. Immunoper-
oxidase, Vergr.400:1. e M-
BRiggradige Hdmophago-
zytoseaktivitat im Sinus
eines Lymphknotens. HE,
Vergr.360:1. Inlet links: Po-
sitivitat fiir CD11cin hdmo-
phagozytierenden Histio-
zyten. Immunoperoxidase,
Vergr.400:1. Inlet rechts: Po-
sitivitat fiir CD206 als spe-
zifischer Marker einer M2-
Polarisierung [48]in Sinus-
histiozyten

Enhancementsund passend zuden Beob-
achtungen von Martines et al. [27] konn-
ten wir mittels immunhistochemischen
Untersuchungen fiir das Nukleokapsid-
Antigen von SARS-CoV-2 vermehrte,
sich entsprechend positiv farbende Si-
nushistiozyten bei einer alteren Patientin
mit einem 30-tigigen Krankheitsverlauf
nachweisen (8 Abb. 3a). Im GrofSteil der
untersuchten Lymphknoten waren aller-
dings immunhistochemisch keine signi-
fikanten Antigenmengen feststellbar. Al-
lerdings zeigten die Lungen der gleichen
Patientin eine wesentlich hohere Virus-
kopiezahl (990 Virusgenomkopien/10°
humane RNAseP-Kopien in den Lymph-
knoten und ca. 125.000 in den Lungen).

Genexpressionsprofile

Im Einklang mit den oben beschriebenen
Mustern zeigten Genexpressionsprofile
(B Abb. 3b) eine vermehrte Expressi-
on folgender Gene: STATI (zentraler
Transkriptionsfaktor in der Makro-
phagenaktivierung), CDI163 (Hémo-
globin-Haptoglobin-Komplexrezeptor

und Marker der M2-Makrophagenpola-
risierung [24]), Granzym B (aber nicht
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Schwerpunkt: COVID-19

1og>(CPM)

MZB1 CD163 CD8A STAT1 GZMB
b ESKontrollen ECOVID-19

Abb. 3 A Resultate der Immunhistochemie zur Detektion von SARS-CoV-2 und der damit verbundenen Genexpressionspro-
file in COVID-19. a Positivitat in Sinushistiozyten fiir SARS-CoV-2 in der Inmunhistochemie fiir SARS-CoV-2-Nukleokapsid-
Antigen.Immunoperoxidase mit 3-Amino-9-Ethylcarbazol als Chromogen, Vergr. 200:1. b Das Genexpressionsprofil zeigt ei-
ne vermehrte Expression von MZB1, CD163, CD8A, STATT und GZMB bei COVID-19 im Vergleich zu Kontrollen

Perforin; passend zur Dysbalance beider
Proteine bei der hdmophagozytierenden
Lymphobhistiozytose [40]), CXCL9 und
PAKI1 (ein Chemokin und ein Enzym,
welche wichtig fiir die Migration der
zytotoxischen T-Zellen sind) und - pas-
send dazu - CD8, schliesslich MZBI
(»marginal zone B and BI cell specific
protein®), welches - korrelierend mit
den vermehrten Plasmablasten - die
Zusammensetzung und Sekretion von
IgM begiinstigt.

Synthese

Alles in allem scheinen die hier beschrie-
benen Reaktionsmuster der Lymph-
knoten bei COVID-19-Patienten mit
letalem Krankheitsverlauf die Immun-
pathologie der Erkrankung abzubilden.
Unsere Daten implizieren einen bipha-
sischen Krankheitsverlauf beginnend
mit hoher Viruslast und schwergra-
diger Lymphopenie, welche sich im
Laufe der immunologischen Antwort
zuriickbilden. Korrespondierend sind
histologisch in den Lymphknoten von
friihletalen Fillen Odem und Plasmab-
lastenaktivierung, gefolgt in spitletalen
Fillen von Makrophagenaktivierung
und subtiler Keimzentrumsreaktion zu
erkennen (@ Abb. 1b). Dies steht im
Einklang mit Genexpressionsanalysen,
welche an der gleichen Autopsiekohorte
durchgefithrt wurden [34], die eine aus-
geprigte Varianz der ISG-Gensignatur
im Verlauf von COVID-19 gezeigt hat.
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All dies deutet auf eine Stérung der
IFN-Antwort hin, welche fundamental
fur die Abwehr gegentiber intrazellulare
Mikroorganismen, insbesondere Viren,
ist:

1. Alle Coronaviren, besonders SARS-
CoV-2, unterdriicken die Produktion
und die Freisetzung von allen 3 IFN-
tTypen [10].

2. Patienten mit schweren COVID-19-
Krankheitsverldufen zeigen Funk-
tionsverlustvarianten in TLR- und
IFN-abhéngigen Genen oder neutra-
lisierende Antikorper gegen den Typ-
I-IFN (a und w) [3, 49].

3. Die Dysregulation der Typ-I-IFN
scheint generell entscheidend fiir den
Krankheitsverlauf zu sein [7, 8].

4. Die ISG-Antwort dndert sich stark
im Rahmen des COVID-19-Verlaufs
und scheint unterschiedliche Aspekte
der Immunpathologie zu beeinflussen
[34].

Diese Storung der IFN-Antwort kénn-
te gut die beschriebenen augenfilli-
gen morphologischen Reaktionsmuster
der lokoregiondren Lymphknoten im
Abflussgebiet von COVID-19-Lungen
erkliren, nimlich die Dysregulation
der BCL6"-follikuldren T-Helferzellen
[21], die rasche, aber wenig spezifische
B-Zell-Immunantwort unter Umgehung
der Keimzentrumsreaktion mit Plas-
mablasten, welche erfahrungsgemifd
niederaffine Antikérper herstellen [5,
22, 45], des damit verbundenen antikor-

pervermittelten Enhancements mit Ma-
krophagen(hyper)aktivierung [19] mit
Sinushistiozytose und gegebenenfalls
HLH [29, 38] sowie die M2-Makropha-
genpolarisierung [24, 34, 49]. Schliefi-
lich resultiert diese Dysregulation in
eine hochpathogene inflammatorische
Monozyten-Makrophagen-Antwort, die
bei SARS-CoV-1 und MERS sehr gut
dokumentiert ist [7, 8, 24], welche fir
einen Grofiteil der Organschidigung
in COVID-19 verantwortlich zu sein
scheint [25, 48]. Das antikorpervermit-
telte Enhancement konnte auch zur in
situ beobachteten (8 Abb. 3a) Virusauf-
nahme in Monozyten/Makrophagen [19]
und somit auch zur Virusausbreitung im
Korper beitragen.

Die komplexen Wechselwirkungen
zwischen SARS-CoV-2 und dem Im-
munsystem, welche grob die beschriebe-
nen Reaktionsmuster der Lymphknoten
bedingen, kénnten zumindest teilweise
auch die bekannten Herausforderun-
gen und Probleme bei der Entwicklung
von effizienten Coronavirusimpfungen
erkliaren [11]. Andererseits konnten Er-
kenntnisse aus In-situ-Studien des lym-
phatischen Kompartiments bei COVID-
19 wertvolle Ansitze, beispielsweise fiir
den gezielten Gebrauch smarter klein-
molekularer Adjuvantien wie TLR-Ago-
nisten [35], zur Effizienzsteigerung der
in Entwicklung befindlichen Vakzinen
hinsichtlich Aufbau eines dauerhaften
immunologischen Geddchtnisses liefern.



Abkiirzungen Fazit fiir die Praxis

BLIMP-1/ +PR domain zinc finger == Das Erforschen histomorphologi-

PRDM-1 protein 1“ . —
scher Merkmale in lokoregionaren

ccL ,Chemokine ligand” Lymphknoten ist unabdingbar zum

o Cluster of differentiation” Verstandnis der Pathophysiologie

CovID-19 »Coronavirus disease 2019

CTLA4 ,Cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4”

CXCL9 ,Chemokine (C-X-C motif)
ligand 9"

EBV Epstein-Barr-Virus

Fc ,Fragment constant”

HLA-DR ,Human leukocyte antigen
DR*

HLH ,Hemophagocytic lymphohis-
tiocytosis”

IFN Interferon

lg Immunoglobulin

IL Interleukin

IRF4 (MUM-1) ,Interferon regulatory

factor 4"
ISG JInterferon-stimulated genes”
LPS Lipopolysaccharid

MUM-1 (IRF4)  ,Multiple myeloma 1 protein”

MYD88 +Myeloid differentiation
primary response 88"

MZzB1 +Marginal zone B and B1 cell
specific protein”

NF-kB +Nuclear factor kappa B”

PAK1 ,P21 (RAC1) activated
kinase 1”

PAMPs +Pathogen-associated
molecular patterns”

PRRs ,Pattern recognition receptor”

gRT-PCR »Quantitative reverse

transcriptase polymerase
chain reaction”

SARS-CoV-1/2 ,Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 1/2"

STAT1 ,Signal transducer and
activator of transcription 1”

TLR JToll-like receptor”

TNF-a LTumor necrosis factor alpha”

von COVID-19. Besonders das Aus-
bleiben der Keimzentrumsreaktion
mit Plasmablastenexpansion und
fehlendem Immunglobulingenklas-
senwechsel deuten auf ineffiziente
Antikorperreaktion bei Patienten mit
schwerem Krankheitsverlauf hin.

== Die Dysregulation der Interferon
(IFN)-Antwort scheint zentral fiir
die Immunpathologie von COVID-
19 zu sein. Erste Therapieansatze
IFN-l-interferierender Medikamente
(wie der JAK-Inhibitor Baricitinib
oder Dexamethason) werden be-
reits in klinischen Studien erforscht
(NCT04358614), wahrend Studien
mit TLR-Agonisten erst in Planung
sind.

== Weitere Studien werden bendtigt,
um die Mechanismen der angebore-
nen und humoralen Immunantwort
zwischen milden und schweren
Krankheitsverldaufen sowie Pha-
nomene wie die Kreuzreaktivitat
bestimmter T-Zellgruppen besser zu
verstehen. Dies wird der Entwicklung
einer erfolgreichen Impfstrategie
moglicherweise behilflich sein.
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