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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

1.1.1 COVID-19
COVID-19 (Coronavirus Disease of 2019) ist eine durch das Virus SARS-CoV-2 (Severe

Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) ausgeldste Infektionskrankheit. Diese kann
zu individuell sehr unterschiedlichen klinischen Manifestationen fuhren, von
asymptomatischem Verlauf Uber Fieber, Halsschmerzen, Husten oder Magen-Darm-
Beschwerden bis hin zu schwerer Pneumonie, Multiorganversagen und Tod (Elrobaa und
New, 2021). Nachdem 2019 erste Falle in Wuhan, China, bekannt wurden (Zhu et al.,
2020), entwickelte sich der lokale Ausbruch zu einer globalen Pandemie mit weltweit Uber
770 Mio. gemeldeten Infektionen und Uber 7 Mio. (ca. 0,1 % der Weltbevodlkerung)
assoziierten Todesfallen (World Health Organization, 2025, Stand 02.03.2025). Die
Pandemie sowie die dazugehdrenden Mallnahmen zur Eindammung des
Infektionsgeschehens fuhrten zu schwerwiegenden gesellschaftlichen
Herausforderungen (Su et al., 2022). Daher wurden die Erkrankung COVID-19 sowie das
dazugehdrige Virus SARS-CoV-2 zum Gegenstand intensiver weltweiter Forschung, zu
deren Errungenschaften mittlerweile neue Therapie- und Praventionsmoglichkeiten

gehoren (Yuan et al., 2023).

Ein Bereich dieser Forschung ist die Frage nach den Ursachen fur die individuell sehr
unterschiedlichen Krankheitsverlaufe nach Infektion mit SARS-CoV-2. Neben den
demographischen Risikofaktoren Alter und Geschlecht sowie Vorerkrankungen wie u.a.
Diabetes, Bluthochdruck, Ubergewicht (Williamson et al., 2020; Yang et al., 2020; Zhou
et al., 2020), wurden frih auch humangenetische Risikofaktoren flr einen schweren
Verlauf von COVID-19 identifiziert (Severe Covid-19 GWAS Group, 2020). Kenntnisse
uber Risikofaktoren konnen zu einem besseren Verstandnis der Krankheit fihren,
insbesondere konnen humangenetische Studien Informationen dariber gewinnen,
welche Gene im Pathomechanismus von COVID-19 eine Rolle spielen (Niemi et al.,
2022).



1.1.2 COVID-19 Pathomechanismus

Durch die intensive Forschung der letzten Jahre ist bereits einiges zum
Pathomechanismus der SARS-CoV-2 Infektion sowie schwerem COVID-19 bekannt.
Steiner et al. (2024) fassen zusammen, dass das Virus nach Bindung an den Rezeptor
ACE2 mit Hilfe von TMPRSS2 (direkt) oder Cathepsin L/B (endosomaler Weg) in die Zelle
aufgenommen wird. Darauf folgen Replikation, Transkription und Translation, bis
schliel3lich neu zusammengesetzte Viren die Zelle Uber den Golgi-Apparat verlassen.
Nach Merad et al. (2022) wird die angeborene Immunantwort aktiviert durch Pattern
Recognition Rezeptoren entweder (i) in dendritischen Zellen durch endosomale Toll-like
Rezeptoren (TLRs) oder (ii) in infizierten Zellen durch zytosolische RNA-Rezeptoren wie
z. B. RIG-I oder MDAS. Beide Wege fuhren zur Ausschuttung von Interferon Typ | und i
sowie NF-kB-abhangigen proinflammatorischen Zytokinen, und damit zur Aktivierung der
angeborenen Immunabwehr. Die Bildung von Interferon Typ | und Il wird jedoch durch
das Virus teilweise blockiert (Steiner et al., 2024). Die adaptive Immunantwort wird
aktiviert durch Aufeinandertreffen von Viruspartikeln und Antigen-prasentierenden Zellen
oder B-Lymphozyten (Primorac et al., 2022) und fuhrt zur Bildung eines Immun-
Gedachtnisses gegen SARS-CoV-2, wobei eine erfolgreiche angeborene Immunantwort
die adaptive Immunantwort beschleunigt (Diamond und Kanneganti, 2022). Die Schaden
im menschlichen Korper aufgrund der Infektion entstehen nach Merad et al. (2022) dabei
(i) durch unmittelbar Virus-bedingte Gewebeschaden und, abhangig vom Ausmal}
dessen, (ii) durch die lokale und systemische Entziindungsreaktion. Bei schwerem
COVID-19 kann hohe Viruslast und Hyperinflammation Uber Lungenversagen,
systemische Koagulopathie, Gefallschaden und Multiorganversagen bis zum Tod fuhren,
wobei als Ausloser eines schweren Verlaufes eine unzureichende antivirale
Immunantwort (insb. eine mangelnde Interferon Typ-l Antwort) und eine dysregulierte
Entzindungsreaktion diskutiert werden (Fraser et al., 2023; Merad et al., 2022).

1.1.3 Humangenetische Studien zu COVID-19

Humangenetische Studien zu Infektionskrankheiten beschaftigen sich damit, welchen

Einfluss Varianten im Genom des Menschen (des Wirts) auf die Erkrankung haben



(Wirtsgenetik, englisch “host genetics”). Im Gegensatz zur Wirtsgenetik befasst sich die
Virusgenetik mit dem Virusgenom und dessen Variabilitat. Die Virusgenetik stelltim Bezug
auf COVID-19 ebenfalls ein wichtiges Forschungsfeld dar, wird aber in dieser Arbeit nicht
naher diskutiert. Humangenetische Studien zu Krankheiten mit komplexen,
multifaktoriellen Ursachen, wie COVID-19, kdnnen die Forschung auf verschiedenen
Ebenen weiterbringen. Statistische Zusammenhange zwischen der Auspragung einer
Krankheit und genetischen Varianten in einem Gen oder an einem Locus weisen auf eine
Rolle des Gens oder Locus im Pathomechanismus hin (Niemi et al., 2022). Daraus kénnen
therapeutische Ansatze entwickelt werden, wie die Verwendung bereits bekannter
Medikamente oder die Neuentwicklung medikamentdser Therapien (Carss et al., 2023;
Ghoussaini et al., 2023; Nelson et al.,, 2015; Niemi et al., 2022). AulRerdem konnten
Patient:innen mit genetischen Risikofaktoren auf diese getestet und damit schneller als
Risikopatient:innen erkannt und gezielt behandelt werden (van der Made et al., 2022).
Eine weitere Madglichkeit zur Nutzung genetischer Daten ist die statistische
Differenzierung zwischen Korrelation und Kausalitat von Risikofaktoren, welche zB mit
Methoden der Mendelian Randomisation durchgefiihrt werden kann (Niemi et al., 2022,
Richmond und Davey Smith, 2022).

Bei genetischen Studien kann zwischen der Untersuchung von seltenen Varianten, meist
definiert als Minor Allele Frequency (MAF) < 1 %, und haufigen Varianten, meist definiert
als MAF > 1 %, unterschieden werden (Frazer et al., 2009). Diese Einteilung reflektiert (i)
die unterschiedlichen Techniken, die zur Datenerhebung nétig sind (array-basierte
Genotypisierung vs. Sequenzierung) und (ii) die unterschiedlichen statistischen
Herausforderungen bei der Datenanalyse (Timpson et al., 2018). Genomweite
Assoziationsstudien (GWAS) mit haufigen genetischen Varianten kdnnen auf Basis von
array-basierten Genotypdaten effizient in groflen Kohorten durchgefiihrt werden. Auf
dieser Grundlage umfasst die aktuelle GWAS-Metaanalyse der weltweiten und
multizentrischen COVID-19 HGI mittlerweile 219.692 Patient:innen (davon 21.194 schwer
erkrankt) und uber 3 Millionen Kontrollen (COVID-19 Host Genetics Initiative, 2023). Diese
Studie fand hochsignifikante Assoziationen mit moderaten Effektstarken zwischen
COVID-19 (speziell: Suszeptibilitdt und Krankheitsschwere) und haufigen Varianten in 51

verschiedenen genetischen Loci, darunter Loci mit Genen, die in Verbindung mit dem



Eintritt des Virus in die Wirtszelle stehen, z. B. SLC6A20 (3p21.31), ABO (9q34.2), ACE2
(Xp22.2) und TMPRSSZ2 (21922.3); Loci mit Genen in Verbindung mit Schleimproduktion
in Atemwegen, z. B. MUC1/THBS3 (1922); sowie Loci mit Genen in Verbindung zur Type-
1-Interferon-Signalkaskade, z. B. IFNAR2 (21922.11) und OAS1 (12924.13).

1.1.4 Seltene Varianten und COVID-19

Im Gegensatz zu GWAS auf Basis von array-basierten Genotypdaten fir haufige
genetische Varianten werden fur die Analyse von seltenen genetischen Varianten Daten
aus Sequenzierungen bendtigt, die mit einem hoheren Ressourcen-Aufwand sowie einer
erweiterten Aufklarung bei mdglichen genetischen Zusatzbefunden erhoben werden
mussen. Die zurzeit groRte Sequenzierungs-Studie zu seltenen genetischen Varianten
bei schwer erkrankten COVID-19-Patient:innen (Kousathanas et al., 2022) beinhaltet
daher nur 7.491 Falle. Trotz des groReren Aufwandes haben seltene Varianten fur das
Verstandnis von COVID-19 eine grolde Bedeutung, denn nach Hindorff et al. (2011) sowie
Timpson et al. (2018) sind Varianten mit hohen Effektstarken eher unter seltenen
Varianten zu finden und nach Povysil et al. (2019) fihren Untersuchungen zu seltene

Varianten eher zu direkten Einsichten in biologische Mechanismen.

Durch Exom-Sequenzierung bei vier schwer an COVID-19 erkrankten jungen Mannern
wurden schon friih zwei seltene Varianten im Gen TLR7 mit schwerem COVID-19 in
Verbindung gebracht (van der Made et al., 2020). Das von diesem Gen kodierte Protein
TLR7 erkennt einzelstrangige RNA, u.a. RNA von Coronaviren, und ist ein Aktivator der
Interferon-Signalkaskade (van der Made et al., 2022). Weitere Studien bestarkten den
Zusammenhang zwischen pathogenen Varianten in TLR7 und schwerem COVID-19
(Mantovani et al., 2022; Matuozzo et al., 2023; Solanich et al., 2021). In Kohortenstudien
wurden seltene TLR7-Varianten in 2,1 % (Fallerini et al., 2021) bzw. ca. 1 % (Asano et
al., 2021) schwer an COVID-19 erkrankter Manner unter 60 Jahren gefunden. Im Verlauf
gab es auch durch Studien in Modellsystemen Evidenz fur TIr7 im COVID-19
Pathomechanismus, z. B. fanden Wang et al. (2024) in Mausen einen Zusammenhang
zwischen genetisch induzierter TLR7-Defizienz und COVID-19-Schwere bei verringerter

Interferon-Bildung und erhohter Viruslast.



In den ersten Studien zu TLR7 wurden vor allem mannliche Patienten untersucht und eine
X-chromosomal-rezessive TLR7-Defizienz als Pathomechanismus vermutet (Asano et al.,
2021). Spater zeigten Butler-Laporte et al. (2022) jedoch auch bei Frauen eine
Assoziation von heterozygoten seltenen TLR7-Varianten zu schwerem COVID-19. Dies
ist mit einem X-chromosomal-rezessiven Pathomechanismus nicht gut zu erklaren, da
sich TLR7 der X-Inaktivierung entzieht (Souyris et al., 2018). Es stellt sich daher die Frage,

ob bei Frauen moglicherweise ein anderer biologischer Mechanismus zum Tragen kommt.

Bei der Untersuchung von seltenen genetischen Varianten im Zusammenhang mit
schwerem COVID-19 gibt es bislang nur wenige systematische Exom/Genom-weite
Sequenzierungs-Studien in groBeren Kohorten. Die Ergebnisse sind insgesamt
uneindeutig, so fanden Kosmicki et al. (2021) bei sehr konservativer Korrektur fir
multiples Testen keine klare Assoziation zu seltenen Varianten, jedoch bei etwas weniger
konservativer Korrektur u.a. eine Assoziation von seltenen Varianten in TLR7 zu
schwerem COVID-19; Kousathanas et al. (2022) fanden einige wenige signifikante
Assoziationen zu seltenen Varianten, jedoch nicht in TLR7; Butler-Laporte et al. (2022)
fanden klare Assoziationen zu MARK71 und TLR7, letztere bemerkenswerterweise sowohl
bei Mannern als auch bei Frauen; und Schmidt et al. (2024) fanden nominale Evidenz fur
Gene der Interferon-Signalkaskade, jedoch nicht fur TLR7. Trotz dieser ersten Befunde
weisen die genannten Studien individuelle Limitationen (Anzahl an teilnehmenden
Patient:innen, Sequenziertechnik (Exom vs. Genom), einheitliche Datenerhebung und -
verarbeitung von Fallen und Kontrollen, oder Umfang der statistischen Aufarbeitung) auf,
die ein vollstandiges Verstandnis der genetischen Architektur von schwerem COVID-19

bisher nur eingeschrankt ermdglichen.

1.1.5 Fragestellung der Arbeit

Diese Studie soll die Frage beantworten, ob seltene humangenetische Varianten mit
schwerem COVID-19 assoziiert sind, und in welcher Subgruppe der Patient:innen diese
den hdchsten Anteil in der Atiologie haben. In Erweiterung der zuvor genannten, in etwa
zeitgleich durchgeflhrten Studien sollen dabei neben Alter auch andere, nicht primar

genetische Risikofaktoren fur schweres COVID-19 in der statistischen Auswertung
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berucksichtigt werden und eine differenzierte Analyse fur Frauen und Manner
durchgefuhrt werden. Dafur wurde eine Sequenzierung von 55 Kandidatengenen in der
Kohorte der Severe Covid-19 GWAS Group (Severe Covid-19 GWAS Group, 2020;
Degenhardt et al., 2022) durchgefiuhrt. Diese grofRe, ethnisch homogene Kohorte wurde
2020 in ltalien und Spanien vor Verfugbarkeit von Impfungen rekrutiert und enthalt
insbesondere auch Daten zu Vorerkrankungen, die in dieser Studie zur statistischen

Verfeinerung der Analyse genutzt wurden.

Diese Zusammenfassung beschrankt sich aus Platzgrinden nur auf die wesentlichen
Inhalte der Studie, Details sowie weitere Ergebnisse konnen der Originalpublikation
entnommen werden (Boos et al., 2024). Dieser Text wurde soweit wie moglich in
genderneutraler Sprache verfasst, an einigen Stellen wird jedoch aus Platz- und

Formatierungsgrunden (insb. in den Tabellen) das generische Maskulinum verwendet.

1.2 Material und Methoden

1.2.1 Rekrutierung und Sequenzierung

Die Untersuchungen dieser Arbeit sind auf der Grundlage der revidierten Deklaration von
Helsinki des Weltarztebundes 1983 und den entsprechenden gesetzlichen Grundlagen
durchgefuihrt worden, die Referenznummern der Zustimmung der entsprechenden
Ethikrate dieser multizentrischen Studie sind im Supplement der Originalpublikation
nachzulesen. Die Rekrutierung der Studienteilnehmer:innen sowie Probengewinnung
wurde im Jahr 2020 zu Beginn der COVID-19 Pandemie durch kooperierende
Forschungsgruppen in mehreren Kliniken in Italien und Spanien durchgefiihrt, wie
beschrieben von der Severe Covid-19 GWAS Group (2020) und Degenhardt et al. (2022).
Die Proben wurden am Institut fur Klinische Molekularbiologie der Universitat Kiel
gesammelt und fur die oben genannte GWAS-Studie (Severe Covid-19 GWAS Group,
2020; Degenhardt et al., 2022) genotypisiert. Dabei wurden bereits Qualitatskontrollen far
Probenqualitat, Verwandtschaft sowie Analysen zur Zuordnung zu genetisch-basierten
Populationsgruppen durchgefuhrt. Fir 9.104 Individuen wurde ein Teil der extrahierten

DNA an das Institut fir Humangenetik der Uni Bonn zur Sequenzierung weitergeleitet.
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Basierend auf der im August 2020, zum Zeitpunkt des Studienstarts, vorliegenden
Evidenzlage wurden 55 Gene mit vermuteter Rolle im COVID-19-Pathomechanismus
ausgewahlt und diese in Einklang mit den vorliegenden Patienteneinwilligungen in den
Proben sequenziert. Flr die Sequenzierung wurden Single Molecule Molecular Inversion
Probes (smMIPs) verwendet, welche die Sequenzierung von gezielten Regionen, die
Zuordnung zu den Proband:innen sowie durch die Verwendung von Unique Molecular
Identifiern die Vermeidung von PCR-Artefakten ermdglichen (Hiatt et al., 2013). Die
laborseitige Durchfuhrung der Sequenzierung wurde von Julia Fazaal, Mitarbeiterin der
AG Ludwig, betreut. Die technische und inhaltliche Auswertung der Daten, insbesondere
durch Organisation der 9.104 Probendaten und Auswertung der durchgefuhrten Testlaufe
mit dem Ziel der Konzentrations-Balancierung der Proband:.innen-DNA und der
verwendeten smMIPs fir die eigentlichen Sequenzierlaufe, sowie die gesamte weitere
Datenverarbeitung und statistische Aufarbeitung, erfolgte durch den Autor dieser Arbeit.
Die 3D-Struktur-basierten Analysen der TLR7-Varianten wurden von Gayatri
Ramakrishnan (Radboud University Medical Center, Niederlande) und die unabhangige
Replikation in der GenOMICC-Kohorte von Eamon Coughlan und Kolleg:innen (University
of Edinburgh, GroRbritannien) durchgefuhrt.

1.2.2 Datenverarbeitung und Qualitatskontrollen

Nach Abschluss der Datenerhebung mittels Sequenzierung wurde Uber mehrere Schritte
die Datenverarbeitung inklusive ausfuhrlicher Qualitatskontrollen von den Sequenzier-
Rohdaten (“‘Reads”) hin zu einer Variantentabelle (“Variant Call Format”), mit
Variantendaten pro Person, durchgefihrt. Zusammenfassend gehorte dazu das
Alignment der Reads an eine Referenzsequenz mittels bwa-mem2 Version 2.1
(Vasimuddin et al., 2019), das Trimmen der Arme der smMIPs, das Deduplizieren der
Reads mittels umi_tools Version 0.2.3 (Smith et al., 2017) zur Reduktion von PCR-
Artefakten, sowie das Generieren der Varianteninformationen aus den Reads (“Variant
Calling”) mit dem Genome Analysis Toolkit (GATK) Version 4.2.4.1 (McKenna et al.,
2010). Die Qualitatskontrollen enthielten insbesondere das Filtern nach (i) der Abdeckung

der genetischen Abschnitte durch die Sequenzierung (“Coverage”), (ii) Qualitat der
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einzelnen Varianten nach dem Variant Calling anhand verschiedener GATK-
Qualitatsmarker sowie anhand der Verteilung der alternativen Allele in den Reads
(erlaubte Verteilung: 0 - 5 % bzw. 95 - 100 % fur homozygote Varianten, 20 - 80 % fur
heterozygote Varianten) und (iii) das Entfernen aller Varianten mit validem Variant Calling
in weniger als 95 % aller Individuen. Zuletzt wurden alle Individuen mit diskordantem
phanotypischen und genotypischen Geschlecht ausgeschlossen. Genauere
Informationen zu Datenverarbeitung und Qualitatskontrollen finden sich im Supplement
der Originalpublikation (Boos et al., 2024).

1.2.3 Studienpopulation und Subgruppen-Definition

Nach Abschluss der Qualitatskontrollen blieben zur weiteren Analyse 52 Gene (drei Gene
wurden aufgrund geringer Coverage ausgeschlossen) sowie 1.772 schwer an COVID-19
erkrankte Patient:innen (definiert als aufgrund von COVID-19 hospitalisierte Patient:innen
mit Bedarf nach Atemunterstitzung mittels O2-Nasenbrille, NIV, Intubation oder ECMO)
und 5.347 Populations-basierte Kontroll-Individuen. Von den insgesamt 7.119 Individuen
waren 38 % weiblich. Neben weiteren klinischen Daten wurde fur 1.706 der 1.772 schwer
an COVID-19 Erkrankten wahrend der Rekrutierung insbesondere erhoben, ob eine
Koronare Herzerkrankung (CAD), Diabetes oder Hypertonie als Vorerkrankung bestand.
Die Subgruppe der schwer an COVID-19 Erkrankten ohne Risikofaktoren wurde definiert
als schwer an COVID-19 Erkrankte unter 60 Jahren ohne CAD, Diabetes oder Hypertonie.
In der Originalpublikation (Boos et al., 2024) wurden weitere Subgruppen basierend auf
vorbekannten Risikofaktoren sowie basierend auf der Krankheitsschwere definiert, die
hier aus Platzgrinden nicht weiter ausgefuhrt werden. Alle Analysen wurden zusatzlich

auch fur Manner und Frauen separat durchgefihrt.

1.2.4 Assoziationsanalyse der Einzelvarianten

Fir alle Varianten, die in mehr als einem Individuum gefunden wurden (sogenannte “nicht-
Singleton-Varianten”) wurde eine logistische Regression mit Firth-Korrektur und additivem

Modell in der Implementierung von Plink v2.0 (Chang et al., 2015) mit den Kovariaten
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Alter, Geschlecht, Alter?, Alter*Geschlecht und den ersten 10 PCs aus der vorherigen
Genotypisierung (Degenhardt et al., 2022) durchgefuhrt. Die Analyse wurde aufgrund des
unterschiedlichen Populations-genetischen Hintergrundes sowie der unterschiedlichen
Fall-Kontroll-Verhaltnisse zunachst getrennt fiur die italienische und spanische
Subkohorte durchgefuhrt und die Ergebnisse dann mittels METAL (Willer et al., 2010)
meta-analysiert. Zwei p-Grenzwerte fiir multiples Testen wurden festgelegt mit 6,7 x 106
als strikter Grenzwert, welcher fir alle Testungen (ca. 1.211 Varianten fir 12 Subgruppen-
Analysen) korrigiert und 4,1 x 10- als weniger strikter Grenzwert unter Beriicksichtigung

wahrscheinlicher Korrelationen zwischen unterschiedlichen Subgruppen-Analysen.

1.2.5 Gen-basierte Analyse seltener Varianten

Bei der Untersuchung von seltenen genetischen Varianten wurden, zur Erhéhung der
statistischen Power, Gen-basierte zusammenfassende Analysen durchgefuhrt (“Rare
Variant Collapsing Analysis"), wie beschrieben in Povysil et al. (2019). Dazu wird das
Tragen mindestens einer seltenen und pathogenen Variante in einem bestimmten Gen
als Varianten-Tragerschaft (unabhangige Variable) definiert. Dann wird in der
statistischen Analyse die Gruppe der Varianten-Trager:innen den Nicht-Varianten-
Trager:innen gegenubergestellt und die Verteilung der schwer an COVID-19 Erkrankten
(abhangige Variable) innerhalb dieser Gruppen untersucht. Als Definitionen flir seltene
Varianten zum Einbezug in Rare Variant Collapsing Analysen werden in dieser Arbeit
MAF <1 % (selten) und MAF < 0,1 % (sehr selten) verwendet, wie auch in Butler-Laporte
et al. (2022). Die Idee hinter der Verwendung eines MAF-Filters ist die negative
Korrelation zwischen Haufigkeit und Schadlichkeit von Varianten durch Selektion (Povysil
et al., 2019). Die Definition der Varianten-Schadlichkeit anhand von anderen Merkmalen,
neben der Haufigkeit, ist deutlich komplexer. Mdglich sind (i) die Verwendung von
vorberechneten Varianten-Scores aus der Literatur (hier verwendet: CADD, siehe
Rentzsch et al., 2021), (ii) Auswirkung der Variante auf die Transkription oder Translation
(hier verwendet: VEP-Impact, sieche McLaren et al., 2016), (iii) die Verwendung von
Proteinstruktur-Daten mit Berechnung verschiedener biochemischer Struktur-Parameter

oder (iv) die Nutzung von funktionellen Daten zu Auswirkungen von genetischen
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Varianten auf unterschiedliche in vitro Parameter wie Enzymaktivitat oder Produktion von
Botenstoffen. Die hier verwendeten Definitionen sind: (i) C10+M1, mit einem CADD-Score
groler als 10 oder einem VEP-Impact von high (starke Beeintrachtigung der
Transkription/Translation); (ii) bLoF (biochemically Loss-of-Function) mit TLR7-Varianten,
die in funktionellen in vitro Studien (Asano et al., 2021; Fallerini et al., 2021; Mantovani et
al., 2022) als Loss-of-Function-Varianten beschrieben wurden; (iii) 3D-P (3D-
Proteinstruktur) mit TLR7-Varianten, die in 3D-Modellierung der Proteinstruktur zu einer
eingeschrankten Integritat und Proteinstabilitat flhren; sowie I5AN als TLR7-Varianten in
5 Angstrom-Nachbarschaft zum Dimerisierungs-Interface. Details sowie weitere
Definitionen sind in der Originalpublikation zu finden (Boos et al.,, 2024). Um die
Assoziation zwischen Varianten-Tragerschaft in einem Gen und schwerem COVID-19 zu
untersuchen, wurde der Cochran-Mantel-Haenszel-Test (Mantel und Haenszel, 1959) im
dominanten Modell in der Implementation von Plink v1.9 genutzt. Dieser Test hat den
Vorteil, Subgruppen (hier: italienische/spanische Kohorte sowie Manner/Frauen)
differenziert zu analysieren (“Stratifizierung”) und mit seltenen Ereignissen umgehen zu
kénnen (Efthimiou, 2018). Die p-Grenzwerte fur multiples Testen flir die Gen-basierte
Analyse seltener Varianten wurden festgelegt mit 8,7 x 10 als strikter Grenzwert, der fiir
alle Testungen (ca. 2 x 5 Varianten-Kategorien in 52 Genen in 12 Subgruppen-Analysen)
korrigiet und 9,6 x 10% als weniger strikter Grenzwert unter Berlicksichtigung
wahrscheinlicher Korrelationen zwischen unterschiedlichen Subgruppen-Analysen und

Varianten-Definitionen.

1.3 Ergebnisse

1.3.1 Assoziationsanalyse der Einzelvarianten

In der Studienkohorte fanden sich innerhalb der sequenzierten Region 3.218
unterschiedliche genetische Varianten, wovon 2.007 Varianten Singletons waren, also nur
in einem Individuum gefunden wurden. In der logistischen Regression uUber die 1.211
Nicht-Singleton-Varianten zeigten, nach Korrektur fur multiples Testen, sieben Varianten
eine signifikante Assoziation mit schwerem COVID-19. Alle diese Varianten waren haufig
(MAF > 1 %) und sind in der unabhangigen Kohorte der COVID-19 HGI Release 7
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ebenfalls signifikant und mit gleicher Effektrichtung assoziiert mit schwerem COVID-19.
Far Varianten mit hoher Effektstarke und nominaler Signifikanz (odds ratio (OR) > 5 und
p < 0,05) wurde eine follow-up Metaanalyse mit Daten der Regeneron-Studie (Kosmicki
et al., 2021) durchgeflhrt. Dabei zeigte eine seltene Variante in TBK7 (p.Arg358His,
chr12:64878163:G:A [hg19]) eine starke Assoziation zu schwerem COVID-19 (p = 1,67 x
10-%; OR = 26,3; 95 % Konfidenzintervall (Clos) = [5,93; 116,2]).

1.3.2 Gen-basierte Analyse seltener Varianten

In der Gen-basierten Rare Variant Collapsing Analyse zeigten sich pathogene (Kategorie
C10+M1, MAF < 0,1 %) Varianten im Gen TLR7 in der Subgruppe der schwer an COVID-
19 Erkrankten ohne Risikofaktoren signifikant haufiger als in der Populations-basierten
Kontrollgruppe (siehe Tab. 1). Diese Assoziation war in dieser Konstellation und mit noch
héherem OR auch in der Subgruppe der Frauen signifikant (siehe Tab. 1). Unter
Verwendung des weniger strikten Signifikanzniveaus (siehe Methoden) zeigten sich
neben TLR7 auch Hinweise auf eine Assoziation von seltenen pathogenen Varianten in
den Genen IFNARZ2 und IFIH1 mit schwerem COVID-19.

Tab. 1: Ergebnisse der Gen-basierten Analyse seltener Varianten (MAF < 0,1 %) in
schwer COVID-19 Erkrankten ohne Risikofaktoren vs. Populations-basierte Kontrollen.
Abkurzungen: OR: Odds Ratio, Clgs: 95 % Konfidenzintervall, C10+M1: Varianten mit
CADD > 10 oder VEP-Impact high; bLoF: biochemically Loss-of-Function, 3D-P: 3D-
Proteinstruktur (siehe Methoden)

Varianten-Kategorie P-Wert OR [Clgs] Tragerschaft | Tragerschaft
(Subgruppe) Fallgruppe: Kontrollen:
Trager / Alle | Trager/ Alle
C10+M1 1.27 x 100 | 12,3 [4,7; 32,2] 9/378 12 /5.347
C10+M1 (nur Frauen) | 1.75x10° | 24,8 [5,9; 105,2] 4/126 5/2.102
bLoF 1.73x 100 | 34,6 [6,8;177,2] 4/378 3/5.347

3D-P 1.74 x 10" | 46,5[10,9; 198,7] 71378 415.347
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1.3.3 Verfeinerte Pathogenitats-Definitionen flir TLR7-Varianten

Basierend auf in vitro Studien wurde eine neue Definition (bLoF, siehe Methoden) fur
schadliche TLR7-Varianten erstellt. Die auf dieser Grundlage erneut durchgefuhrte Rare
Variant Collapsing Analyse brachte flr die schwer an COVID-19 Erkrankten ohne
Risikofaktoren ein ahnliches Ergebnis, allerdings mit deutlich hdherem OR (siehe Tab. 1).
Die Definition fur schadliche TLR7-Varianten unter Einbeziehung von 3D-Proteinstruktur-
Daten (3D-P, siehe Methoden) flhrte zu einer weiteren Verstarkung der zuvor gefundenen

Assoziation (siehe Tab. 1).

1.3.4 Einfluss der Risikofaktoren in der Subgruppenanalyse

Bei Stratifizierung der Betroffenen basierend auf den oben genannten Risikofaktoren
(Diabetes, Hypertonie, CAD sowie Alter) zeigte sich flir schadliche TLR7-Varianten (3D-
P, MAF < 0,1 %) innerhalb der 378 schwer an COVID-19 Erkrankten ohne Risikofaktoren
eine deutliche Anreicherung der Variantentrager im Vergleich zu den Subgruppen ohne
Berucksichtigung der Risikofaktoren (siehe Tab. 2). Eine graphische Darstellung findet
sich in Abbildung 4B der Originalpublikation (Boos et al., 2024).

Tab. 2: Anteil der Variantentrager:innen (Varianten-Kategorie: 3D-P, MAF < 0,1 %) in
unterschiedlichen Subgruppen.

Subaruppe Tragerschaft: Tragerschaft:
grupp Anteil Trager / Alle
Kontrollen (Populations-basiert) 0,07 % 4 /5.347
Schwer COVID-19 Erkrankte 0,45 % 8/1772
davon Schwer COVID-19 Erkrankte 1,25 % 7 /558
unter 60 Jahren
davon Schwer COVID-19 Erkrankte o
ohne Risikofaktoren 1,85 % 71378
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1.3.5 Verteilung der TLR7-Varianten innerhalb der TLR7-Proteinsequenz in Frauen
In der Subgruppe der schwer an COVID-19 erkrankten Frauen fiel unter den TLR7-

Varianten eine Uberreprasentation von Varianten in den Leucine-Rich Repeat Regionen
auf, welche maf3geblich an der Dimerisierung von TLR7 beteiligt sind (Zhang et al., 2016).
Um eine Beeintrachtigung der Dimerisierung von TLR7 als moglichen Pathomechanismus
genauer zu untersuchen, wurde nach seltenen Varianten in 5 Angstrém Nachbarschaft
des Dimerisierungs-Interfaces (I5AN-Varianten) gesucht und die Verteilung dieser in der
Kohorte analysiert. Zwei solche Varianten wurden unter den schwer an COVID-19
erkrankten Frauen ohne Risikofaktoren gefunden, zwei weitere in den mannlichen
Kontrollpersonen. Damit ergibt sich bei den Frauen eine signifikante (p = 2.1 x 10°9)
Uberreprasentation in den schwer an COVID-19 Erkrankten ohne Risikofaktoren (2 von
126) im Vergleich zu den weiblichen Kontrollen (0 von 2.101). Ein unabhangiger
Replikations-Versuch dieser I15AN-Varianten in der Kohorte der GenOMICC-Studie
(Kousathanas et al., 2022) brachte keine neuen Erkenntnisse, da dort keine I5AN-

Variante unter den weiblichen Studienteilnehmerinnen gefunden wurde.

1.4 Diskussion

Diese Arbeit untersucht die Frage, ob seltene genetische Varianten in bestimmten Genen
mit einem schweren Verlauf der COVID-19 Erkrankung zusammenhangen. Insgesamt
konnte TLR7 als relevantes Gen im COVID-19 Pathomechanismus bestatigt werden. Die
Assoziation konnte durch Stratifizierung nach Risikofaktoren und Hinzunahme von Daten
zum Einfluss von Varianten auf die 3D-Proteinstruktur deutlich verstarkt herausgearbeitet
werden. AulRerdem zeigten sich in Frauen seltene TLR7-Varianten in Nachbarschaft zum

Dimerisierungs-Interface zu schwerem COVID-19 assoziiert.

Fir eine Assoziation pathogener Varianten im Gen TLR7 mit schwerem COVID-19 gab
es bereits vor dieser Studie deutliche Evidenz, wie in der Einleitung dargestellt. Einige
Studien bezogen sich insbesondere auf junge Erkrankte, zB. fanden Asano et al. (2021)
TLR7-Defizienz in ca. 1 % schwer an COVID-19 erkrankter Manner unter 60 Jahren. In

Erweiterung dazu wurden in der hier vorliegenden Studie neben dem Alter zusatzlich die
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als Risikofaktoren beschriebenen Vorerkrankungen CAD, Diabetes und Hypertonie in die
stratifizierte Analyse eingebunden. Wahrend in den schwer Erkrankten ohne
Stratifizierung nur 0,45 % Variantentrager:innen (3D-P, MAF < 0,1 %) gefunden wurden,
waren es in der Subgruppe der schwer Erkrankten ohne Risikofaktoren 1,85 % (in den
Kontrollen 0,07 %). Dies weist darauf hin, dass eine TLR7-Defizienz als Ursache einer
schweren Erkrankung insbesondere bei Patientiinnen ohne andere Risikofaktoren in
Frage kommt. Mit mehr Informationen zu weiteren Risikofaktoren und unter Einbeziehung
von polygenen Risikoscores zur Abschatzung des Risikos durch haufige genetische

Varianten konnten zukunftige Studien diese Ergebnisse noch weiter verfeinern.

In dieser, sowie in einer weiteren Studie (Butler-Laporte et al., 2022), waren heterozygote
schadliche Varianten in TLR7 auch in der Subgruppe der Frauen signifikant mit schwerem
COVID-19 assoziiert. Der von Asano et al. (2021) vorgeschlagene Pathomechanismus fir
Manner als rezessive X-chromosomale TLR7-Defizienz trifft bei Frauen wahrscheinlich
nicht zu, da sich TLR7 der X-Inaktivierung entzieht (Souyris et al., 2018). Eine andere
Maoglichkeit ware ein dominant-negativer Effekt, der die Funktionalitat von TLR7 auch bei
heterozygoten Variantentragerinnen deutlich einschrankt. Seltene heterozygote TLR7-
Varianten konnten bei Frauen durch Beeintrachtigung der Dimerisierung von TLR7 einen
Effekt ahnlich zu Loss-of-Function-Varianten in Mannern haben und damit das Risiko fur
schweres COVID-19 deutlich erhéhen. Als Hinweis darauf fand sich in dieser Arbeit eine
signifikante Anreicherung von TLR7-Varianten nahe dem Dimerisierungs-Interface in
schwer an COVID-19 erkrankten jungen Frauen ohne Risikofaktoren.
Folgeuntersuchungen in groReren Studien sind nétig, um diesen Mechanismus zu
bestatigen, ein Replikations-Versuch in der Kohorte der GenOMICC-Studie war aufgrund
des Fehlens von I5AN-Varianten innerhalb der Frauen der Kohorte nicht informativ. In
vitro Untersuchungen der funktionellen Effekte der hier gefundenen I5AN-Varianten
konnten weitere Informationen zu Plausibilitat und Funktion des vorgeschlagenen

Mechanismus liefern.

Auch fur einzelne Varianten konnten signifikante Assoziationen gefunden werden,
insbesondere flr sieben haufige Varianten, die die Ergebnisse vorheriger Studien
bestatigten. Des Weiteren konnte eine einzelne seltene Variante im Gen TBK7 durch

Metaanalyse mit Ergebnissen der Regeneron-Studie (Kosmicki et al., 2021) mit schwerem
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COVID-19 in Verbindung gebracht werden. TBK7 wurde bereits von Schmidt et al. (2021)

im Zusammenhang mit schwerem COVID-19 bei einem Kind beschrieben.

Diese Studie enthalt einige Limitationen. Zunachst konnten viele Gene, die nach August
2020 Evidenz fur eine Beteiligung im COVID-19 Pathomechanismus erhielten, nicht
untersucht werden, da diese Studie auf 55 im August 2020 ausgewahlte Gene beschrankt
war. Auch Gene, fur die bislang noch keine Rolle im COVID-19-Pathomechanismus
bekannt ist, konnten durch diesen Ansatz nicht gefunden werden. Umfassendere
Ergebnisse wirden eine Sequenzierung des Exoms oder Genoms bringen, diese waren
jedoch durch die vorliegenden Einwilligungen der Studienteilnehmer:innen nicht
abgedeckt. Ein weiteres Problem dieser Arbeit ist die Definition der Kontrollgruppe als
Populations-basierte Kohorte. Dadurch sind auch Individuen in der Kontrollgruppe,
welche eventuell im weiteren Verlauf der Pandemie einen schweren COVID-19 Verlauf
entwickelten. Eine Kontroll-Definition als SARS-CoV-19 positiv ohne schweren Verlauf
wurde vermutlich die Power der Analysen erhdhen, dies war allerdings wahrend der
Rekrutierung dieser Studie organisatorisch nicht moglich. Eine weitere Einschrankung war
der Umfang der zur Verfigung stehenden klinischen Daten. Mdglicherweise hatten Daten
zu weiteren Risikofaktoren, wie Ubergewicht (Williamson et al., 2020), die Ergebnisse
noch weiter verfeinert. Eine gro3e Herausforderung dieser Arbeit war die Einschatzung
der Pathogenitat von Varianten fur die Gen-basierte Rare Variant Collapsing Analyse. In
silico Scores bieten hierflr einen Ansatz, sind aber teils fehlerbehaftet (Rentzsch et al.,
2021). Daher nutzte diese Arbeit einerseits Definitionen basierend auf solchen Scores,
wie in vorherigen, ahnlichen Studien (Kosmicki et al., 2021; Kousathanas et al., 2022),
erweiterte die Varianten-Definitionen aber fur TLR7 um zwei Definitionen basierend auf (i)
in anderen Arbeiten publizierten funktionellen in vitro Ergebnissen und (ii) 3D-
Proteinstruktur-Daten. Diese Ansatze flhrten zu héheren Effektstarken und scheinen
daher die tatsachlich pathogenen Varianten besser herauszufiltern. Damit zeigten sie sich
als vielversprechende Ansatze fur zukunftige Studien zu seltenen Varianten, waren aber
auf diese Studie (bzw. TLR7) maligeschneidert und wenig standardisiert. Neuere
Methoden, welche den strukturbasierten Ansatz systematisieren (z. B. Schmidt et al.,

2023) oder funktionelle in vitro Untersuchungen skalieren (“Multiplexed assays of variant
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effects”, z. B. Tabet et al., 2022), kdonnten zu noch besseren Schadlichkeits-Definitionen

und damit zu erhohter Power der Analyse von seltenen Varianten fuhren.

1.5 Zusammenfassung

Diese Arbeit untersucht den bisher nur zum Teil verstandenen Zusammenhang zwischen
seltenen Wirts-genetischen Varianten und schwerem COVID-19 in 52 Kandidatengenen
in einer spanisch/italienischen Kohorte mit 1.772 schwer an COVID-19 Erkrankten und
5.347 Populations-basierten Kontrollen. Insbesondere unter Stratifizierung nach
Risikofaktoren wie Alter und Vorerkrankungen zeigten seltene, schadliche Varianten im
Gen TLRY eine signifikante Assoziation zu schwerem COVID-19. Zusatzliche funktionelle
sowie 3D-Proteinstruktur-basierte Daten zu Varianten-Pathogenitat fihrten zu hdéheren
Effektstarken. Wahrend bei Mannern in Vorarbeiten insbesondere ein X-chromosomal
rezessiver Mechanismus diskutiert wurde, stellt diese Arbeit eine neue Hypothese fur
einen Pathomechanismus bei Frauen auf. Demnach kdnnten bei Frauen Varianten in
Nahe des Dimerisierungs-Interface einen dominant-negativen Effekt durch
Beeintrachtigung der Dimerisierung von TLR7 zeigen. Weiterhin wurden in den Genen
IFIH1, IFNARZ2 und TBK1 Hinweise auf Assoziationen zwischen seltenen Varianten und
schwerem COVID-19 gefunden. Insgesamt bietet diese Arbeit deutliche Evidenz fur eine
Beteiligung von seltenen pathogenen TLR7-Varianten in der Atiologie von schwerem
COVID-19 und zeigt, dass Risikostratifizierung sowie differenzierte Variantenbewertung
durch funktionelle in vitro Untersuchungen oder 3D-Proteinstruktur-Analysen die

statistische Power von Studien zu seltenen genetischen Varianten erhéhen kénnen.
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