COVID-19: pathofysiologie en therapie
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Disclaimer

Science

Qee quickening pace of COVID-19 researc
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. TMPRSSZ2 bradykinine
immuunNsuppressie

anakinra ACEZ

~d-dimeer |IL-6
longembolle PEEP longfibrose

TLR7 chloroquine

tocilizumab, Interferon

TNF-alpha

cytokinestorm

SARS-CoV-2
remdesivir

dexamethason




SARS-CoV-2

Spike Glycoprotein (S)]

M-Protein

A1
A——a— Hemagglutinin-esterase
A dimer (HE)

A @— Envelope

%A— RNA and N protein

E-Protein
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SARS-CoV-2 Infectie

Y. p

Membrane

’ / glycoprotein
9 S A\

.....

ACE-2 Receptor TMPRSS2

Rabi et al., Pathoger2020
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Waar vindt infectie plaats?

BRIEF COMMUNICATION

natuare . o
medicine

https://doi.org/10.1038/541591-020-0868-6

‘ ") Check for updates

SARS-CoV-2 entry factors are highly expressed
in nasal epithelial cells together with innate
immune genes

Waradon Sungnak ®@'*¢, Ni Huang', Christophe Bécavin®?2, Marijn Berg34, Rachel Queens,
Monika Litvinukova'¢, Carlos Talavera-Lopez', Henrike Maatzé, Daniel Reichart’,

Fotios Sampaziotis ©3°°, Kaylee B. Worlock", Masahiro Yoshida®", Josephine L. Barnes™
and|HCA Lung Biological Network?(*
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Waar vindt infectie (en replicatie) plaats?
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Rioolmonitor

Dashboard coronavirus

Het dashboard coronavirus geeft informatie over de ontwikkeling van het coronavirus in Nederland. Lees meer

Landelijk Veiligheidsregio's Gemeentes

Laatste ontwikkelingen

Besmettingen COVID-19 verder
toegenomen

Medische indicatoren

' Positief geteste mensen per 100.000
" inwoners

7,9

ﬁ_

9 Signaalwaarde: 7 1a

. Aantal besmettelijke mensen per 100.000

* inwoners
368
——
0 400

Overige indicatoren

= Rioolwatermeting

Over dit dashboard

Het aantal virusdeeltjes in een milliliter ricolwater, afkomstig van circa = Waarde van 13 septemnber. Verkregen:

300 locaties in Nederland. Voor het landelijke cijfer wordt uitgegaan van < gisteren. Wordt wekelijks bijgewerkt.

het totaal aantal virusdeeltjes dat wordt aangetroffen in een week,
gedeeld door het totaal aantal locaties waar de data van afkomstig is.

Gemiddeld aantal virusdeeltjes in een
milliliter rioolwater

276,17

—_

0 400

https://coronadashboard.rijksoverheid.nl/

B Bron data: RIVM Onderzoek rioolwater

Voor het landelijke cijfer wordt uitgegaan van het totaal
aantal virusdeeltjes dat wordt aangetroffen in een week,
gedeeld door het totaal santal locaties waar de data van
afkomstig is.
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Rioolmonitor

Verloop over tijd

5 apr 13 3ep

Verloop over tijd

S0

200 \ /

15 aug 13 sep

https://coronadashboard.rijksoverheid.nl/ Radboudumc Intensive Care



Early-stage COVID-19

Bronchial epithelial cells, type | and type Il alveolar N
pneumocytes, and capillary endothelial cells are \ \ ALVEOLAR LUMEN
infected, and an inflammatory response ensues. & " =

R “)»"‘-

' ~Infected
type Il pneumocyte SARS-CoV-2
X virus release o

E ‘:" =) \ - o
N AR
~ \_0/ o @ Tlymphocyte, monocyte, L

s Typel ~_ and neutrophil recruitnl_gllt. -
pneumocyte — iy

T lymphocyte

TNF-a
) IL-1

—)

Cytokine release enhances

_—inflammatory response -

—

Capillary
endothelial cell

Wiersinga et al., JAMA 2020 Radboudumc Intensive Care



 c] Late-stage COVID-19

Continued inflammatory response resultsin : !

alveolar interstitial thickening, increased e} i R ' \

vascular permeability, and edema. - ) e I PN \
\ _ To—

D RN ] NPy
: » Increased (_'/ 7
T lymphocyte apoptosis .
{ e

Thickened Pulmonary edema

interstitium ) =
Hyaline membrane . BN
formation - :

Influx of monocytes
_and neutrophils

Activation of coagulation leads

-\ to microthrombus formation >~

Activation of the kinin-kallikrein system '\ o
can further contribute to local vascular ~ O

leakage leading to angioedema” :

Wiersinga et al., JAMA 2020 Radboudumc Intensive Care



Risicofactoren
T Leeftijd

T Geslacht (man)
+ Hoog BMI
T Hypertensie, ACE inhibitors/ARBs

+ Genetische factoren
Radboudumc Intensive Care



Leeftijd

Scully et al.,
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Data uit Australié, Colombia,
Denemarken, Italié, Mexico,
Noorwege, Pakistan,
Filipijnen, Portugal, Spanje,
Zwitserland en Engeland
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Leeftijd
Figure. Nasal Gene Expression of ACE2 in Different Age Groups Py \6%2 TMPRSS2
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Bunyavanich et al., JAMA 2020 & Saheb Sharif-Askari et al., Ma2@2@r Radboudumc Intensive Care



Geslacht

Case fatality rate
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Geslacht

Virus entry
SARS-CoV-2

Virus sensing/
early antiviral response

ACE2

* X-linked

* Downregulated by oestrogens

* Sex differential impact of
ACE2 variants in hypertension

TMPRSS2
* Androgen regulated in
prostate cells

Innate immune response

e

Macrophage NKcell

o -

Neutrophil Monocyte

Adaptive immune response

Antibody

|

= 4
Vo
=7
TN

B cell
Tcell

* TLR7 X-linked with biallelic
expression in females

* Increased IFNa from pDCs
in response to TLR7
stimulation

* pDC responses are sex
hormone regulated

= Sex differences in cytokine
and chemokine production
and neutrophil recruitment
in influenza

» Sex differential gene
expression in innate cell
subsets

1 B cell activity and adaptive
immunity with age in males

| Antibody response to HIN1
vaccine in male mice

T Somatic hypermutation, germinal
centre formation and epigenetic
accessibility of B cell loci in females

o T cell subset distribution and
activation affected by oestrogens

* Sex-specific development of
regulatory T cells

Scully et al., Nat Rev Im2020

Control of infection/
resolution of inflammation

(Prolonged SARS-CoV-2

shedding in males
compared with females

Progressive infection/
cytokine storm

infections among males

cytokines in severe cases,

T Risk of lower respiratory tract
T Secretion of inflammatory

data not disaggregated by sex

Radboudumc Intensive Care




Geslacht

@ ESC European Heart Journal (2020) 41, 1810-1817 FASTTRACK CLINICAL RESEARCH

European Society doi:10.1093/eurheartj/ehaa373 Heart failure/cardiomyopathy
of Cardiology

Circulating plasma concentrations of
angiotensin-converting enzyme 2 in men
and women with heart failure and effects

of renin-angiotensin—-aldosterone inhibitors

Iziah E. Sama’, Alice Ravera'?, Bernadet T. Santema ©® °, Harry van Goor’,

Jozine M. ter Maaten', John G.F. Cleland®, Michiel Rienstra @ !, Alex W. Friedrich®,
Nilesh ). Samani", Leong L. Ng © 6, Kenneth Dicksteinm, Chim C. Lang9,
Gerasimos Filippatosm’", Stefan D. Anker ® 12’13, Piotr Ponikowski”,

Marco Metraz, Dirk }. van Veldhuisen1, and Adriaan A. Voors ® '*
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Geslacht

Table | Baseline characteristics according to quartiles of plasma ACE concentrations (index cohort)

Q1(2.78-4.80) Q2 (4.80-5.25) Q3 (5.25-5.76) Q4(5.76-8.72) P-value N

n =506 n = 505 n =506 n =505
ACE2 plasma concentrations (NPX) 449 (4.25-4.65) 5.03(4.92-5.14) 548 (5.35-5.62) 6.17 (5.97-6.52) 0.000 2022
Sex: <0.001 2022
Men 329 (65.0%) 353 (69.9%) 81 (75.3%) 422 (83.6%)
Women 177 (35.0%) 152 (30.1%) 125 (24.7%) 83 (16.4%)
Predictor Coefficient Exponentiated coefficient (5% CI) P-value
ACE inhibitors: yes 0.016 1.02 (0.94-1.1) 0.685
ARBs: yes -0.068 093 (0.83-1.05) 0.258
Chronic obstructive pulmonary disease: yes -0.156 0.86 (0.78-0.94) <0.001
Coronary artery by-pass graft: yes 0.115 1.12 (1.02-1.23) 0.014 :I: O } B O } V P
Heart rate (b.p.m.) 0.003 1(1-1) 0.007
History of atrial fibrillation: yes 0.166 1.18 (1.1-1.27) <0.001
Left ventricular ejection fraction (%) -0.004 1(0.99-1) 0.033
MRA: yes 0.051 1.05 (0.98-1.13) 0.154
New York Heart Association (NYHA) class: Il 0.124 1.13 (0.88-1.46) 0339
NYHA class: [l 0272 1.31(1.02-1.69) 0.035 :l: G ee n COVI mg
NYHA class: IV 0.325 1.38 (1.06-1.81) 0.017
| Sex: male 0.26 1.3 (12-1.41) <0.001 |
Systolic blood pressure (mmHg) -0.003 1(1-1) 0.002

Sama et al., Eur Heart J 2020 Radboudumc Intensive Care



Geslacht

nature
Accelerated A

Sex differé¢
underlieC

020

eview Published

AntiS1igG
MCSF

Npload
CXCL10

A“im"s’?f’ 20
CX uo.
i
Female ‘ aptlve
CD38HLA tivatie /&

rng

Takahashi et al., Nature 2020 Radboudumc Intensive Care



Patients (%)

BMI

Brief Cutting Edge Report Obesity

COVID-19 AND OBESITY

High Prevalence of Obesity in Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) Requiring
Invasive Mechanical Ventilation

Arthur Simonnet'*, Mikael Chetboun®*, Julien Poissy’, Violeta Raverdy "= 2, Jerome Noulette®, Alain Duhamel’,

Julien Labreuche’, Daniel Mathieu’, Francois Pattoul2*?, and Merce Jourdain "= 12,

on behalf of the LICORN and the Lille COVID-19 and Obesity study group

p<0.0001 p<0.01 p<0.01
100 100 . 100; 1o, E5T%
B BMi =35 kg/im? < W BMI =35 kg/m? Y i i
- [ BMI 30-35 kg/m? 2 5 [l BMI 30-35 kg/m? E 60447.1% -
[ BMI 25-30 kg/m? 2 B BMI2530kgim?* S 4
[ BMI <25 kg/m? B ] BMI <25 kg/m? )
- - 0
B 0
Non SARS SARS Mechanical Yes No
CoV-2 CoV-2 ventilaion ~ (n=89)  (n=35) SARS-CoV-2 patients requiring
controls  (n=124) in SARS mechanical ventilation
(n=306) CoV-2

Radboudumc

B BMI =35 kg/m? (n=35)
B BMI30-35 kg/m? (n=24)
O BMI25-30 kg/m? (n=48)
[ BMI <25 kg/m? (n=17)

Intensive Care



BMI

IL-6
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Kooistra et al., submitted Radboudumc Intensive Care



ACE Inhibitors en ARBS

Vaduganathan et al.,

SARS-CoV-2
spike protein
binding to ACE2

Angiotensin-(1-9)
Angmtensm (1-7)

A
1
1
1
1
I
1
1
1
l
A
!

Ve

|

Viral entry, replication,
and ACE2 down-regulation

Local or systemic
mfectlon or sepsis

Anglotensm I

AP Angiotensin Il

type 1

Acute lung injury
Adverse myocardial
remodeling
Vasoconstriction
Vascular permeability

ACE
inhibitors

« | Hypertensie
belangrijke
risicofactor voor
COVIDE9

receptor

NEJM 2020
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ACE inhibitors en ARBS

JAMA | Original Investigation

Association of Angiotensin-Converting Enzyme Inhibitor or Angiotensin
Receptor Blocker Use With COVID-19 Diagnosis and Mortality

Emil L. Fosbal, MD, PhD; Jawad H. Butt, MD; Lauge @stergaard, MD; Charlotte Andersson, MD, PhD; Christian Selmer, MD, PhD;
Kristian Kragholm, MD, PhD; Morten Schou, MD, PhD; Matthew Phelps, MSc; Gunnar H. Gislason, MD, PhD;
Thomas A. Gerds, Dr rer nat; Christian Torp-Pedersen, MD, DMSc; Lars Keber, MD, DMSc

Iy Mortality
No. of Hazard ratio
patients  (95% Cl)
Sex
Women 2336 0.81(0.58-1.15)
Men 2144 0.81(0.62-1.08)
Hypertension
Yes 843 0.79(0.58-1.09)
No 3637 0.74 (0.50-1.09)
Hospitalized
Yes 2222 0.81(0.65-1.01)
No 2258 1.37 (0.50-3.74)
Age group, y
<50 1859 NA®
50-75 1698 0.78 (0.52-1.18)
>75 923 0.80(0.62-1.02)

0.2

L} R e |

1
Hazard ratio (95% CI)

6

-b_i Death or severe COVID-19

Hazard ratio

(95% )

1
0.87 (0.66-1.14) n
1.16 (0.94-1.43) =-

1
0.96 (0.74-1.25) n
1.00 (0.76-1.31) o

1
0.99 (0.84-1.17) &
1.29(0.51-3.27) :-

1
2.14(0.85-5.36) | =
1.17 (0.90-1.51) In
0.83 (0.66-1.03) ol

0.2 1 6

Hazard ratio (95% Cl)

[c] Severe COVID-19

Hazard ratio

(95% CI)

|
0.91(0.64-1.29) u
1.31(1.03-1.67) :.

1
1.10(0.79-1.55) n
1.03 (0.74-1.42) 1

1
1.08 (0.88-1.31) &
1.11(0.29-4.19) *

1
2.14 (0.85-5.36) —
1.27 (0.98-1.67) =
0.85(0.63-1.14) ,.i—hﬁ_‘

0.2 I 6

Hazard ratio (95% Cl)
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RAAS systeem In COVID-

Classic pathway

Angiotensinogen

p=017

Angiotensin-|

-

-
(=]
o
<

ng Ang-1-7/mL/h

1
800+
600+
400
200+
0- —

sACE2 enzyme activity

p <0.001

COVID-19  Control

T Verhoogde shedding in long
door SARS-Ca3?

1 (Falend)
compensatiemechanisme?

t o} B o}vP

p <0.001

Angiotensin-II

ACE2

Van Lier, Kox et al., submitted

Alternative pathway

» Angiotensin-1-7

_p<0.01

) Geen verschillen tussen ptn
) -‘w? met en zonder ACEi/ARB

e

Angiotensin-1 -ST
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Genetische factoren

JAMA | Preliminary Communication

Presence of Genetic Variants Among Young Men With Severe COVID-19

Family 1

| i O,

1-1 -2
TLR7 wild-type TLR7 heterozygous

SARS-CoV-2 + SARS-CoV-2 NA?
.. ﬁ o 5
-1 11-2 -3
TLR7 hemizygous TLR7 hemizygous TLR7 NA
SARS-CoV-2 + SARS-CoV-2 + SARS-CoV-2 NA?
32 jaar 29 jaar

Family 2

@

-1
TLR7 NA
SARS-CoV-2 NA?

.

-1 -2
TLR7 hemizygous TLR7 hemizygous
SARS-CoV-2 + SARS-CoV-2 +
21 jaar 23 jaar

[T ] Affected by COVID-19 [ | TLR7 hemizygous

@ TLR7 heterozygous carrier

Radboudumc Intensive Care



Genetische factoren

A | TLR7 mRNA expression

& P=.002
A
54 @ IFN-y production after imiquimod stimulation
w P=.002 200-
g 4 “ ’ B 'miquimod, 2.5 pg/mL
m — ' 2
S P<POI 1504 | ] Imiguimod, 5 pg/mL
© 34 —E' [] Cell culture medium (control)
- =
g“ ; 100-
o 2 z
= 50+ -
1 H
T me mi Nl (N
0- F1 F2 F1 F1 Control Control
FI  F2 F1 F1 Control - -1 1 -2 ! 2
-1 -1 [-1 [-2 1 onoe
jonge jong ouders
ouders patiénten
patienten

van der Made et al., JAMA 2020 Radboudumc Intensive Care



Genetische factoren

van der Made et al., JAMA 2020

T TLR7 op X-chromosoom met bi-
allelische expressie

T Alleen mannen aangedaan

T Wellicht ook nog factor in verhoogde
vatbaarheid van mannen

1 Adequate herkenning en
afweerreactie belangrijk!

Radboudumc Intensive Care



Cytokinestorm?




Geen cytokinestorm

Kox et al., JAMA 2020 Radboudumc Intensive Care



Behandeling

Radboudumc Intensive Care



Remdesivir

1059 COVIDI ptn met
~Al v }(o}lA E
respiratory tract
involvement_

1 Behandeling:

t 200 mg remdesivir op
dag 1 en 100 mg/dag
daarna voor max. 9
dagen

1 10dagen placebo

Radboudumc Intensive Care



Remdesivir

Primaire eindpunt: time to
recovery: eerste dag gedurende
de 28 dagen vanaf inclusie dat
ptn 1, 2, or 3 scoorden op de 8-
punts schaal.

Beigel et al., NEJM 2020 Radboudumc Intensive Care



Remdesivir

T 596 COVID-6 u § "u} & S %oV lengiplilfrateWwand saturatie <94% op 21% C

1 Behandeling:
T 10 dagen i.v. remdesivir (200 mg op dag 1 en 100 mg/dag daarna, n = 197)
+ 5dageni.v. remdesivir (n = 199)
T standaardzorg (n = 200)

T Minder ziek dan NEJM trial Radboudumc Intensive Care



Remdesivir

primaire eindpunt

28-dagen mortaliteit:
1%, 2%, 2%

Spinner et al., JAMA 2020 Radboudumc Intensive Care



De trial die (tot nu toe) alles veranderde

T 6425 COVIN9 patienten opgenomen irzkh

1+ Behandeling (2:1 ratio):
1 standaardzorg (n=4321)
T standaardzorg oraal/i.v. dexamethasone (6 mg eenmaal daags voor max 10 dac

of tot ontslag, n=2104)
Radboudumc Intensive Care



De trial die (tot nu toe) alles veranderde

28-dagen mortaliteit

Horby et al., NEJM 2020 yudumc Intensive Care



Steroiden

T 1703 COVINY9 patienten opgenomen op IC

1 Behandeling:
1+ Dexamethasone
t Hydrocortisone
+ methylprednisone

Radboudumc Intensive Care



Steroiden

28-dagen mortaliteit

Sterne et al., JAMA 2020 Radboudumc Intensive Care



Steroiden

28-dagen mortaliteit

Sterne et al., JAMA 2020 Radboudumc Intensive Care



Uit eigen land

T 172 COvin9patienten opgenomenizkhu 8 ~ Al v (}E C38}I]v 3 )sRuraiex<94% dp 21%~
O,, tachypneo >30 /min, en 2 van de volgende 3 criteria:

+ CRP >100 mg/L

T Ferritin >900 pg/L op 1 tijdspunt, of verdubbeling van opnamewaarde

1+ D-dimeer >1500 pg/L

1+ Behandeling:

T Methylprednisolone 250 mg i.v. op dag 1 en 80 mg/dag i.v. op daget 2 dagen langer als effectief
(verbetering kliniekdaling biomarkers). Als geen klinische hergieVerslechtering ventilatiestatus: anti-6R
(tocilizumab) op dag 2-5 (8 mg/kg j43%) (n=86)

T Historische controlegroep standaardzorg (matched op leefggslacht, n=86)

Radboudumc Intensive Care



Uit eigen land

]

Ramiro et al., Ann Rheum Dis 2020 Radboudumc Intensive Care



Tocilluzimab

T 452 COVIO9 patienten opgenomen irkhmet saturatie G679 }( Z ~ ~WI& & S]} Diiie

t Behandeling (2:1 ratio)
T iv.tocilizumab (eenmalig 8 mg/kg infusas geen klinisch herstetweede infusie 8 tot 24uur later, n=294)
1t Placebo (n=144)

Radboudumc Intensive Care



Toclluzimab

1

1

Rosas et al., medRxX2020 Radboudumc Intensive Care



Toclluzimab + steroiden

Rosas et al., medRxX2020 Radboudumc Intensive Care



Toclluzimab + steroiden

Rosas et al., medRxX2020 Radboudumc Intensive Care



Immuunstimulatie

T 200 COVID-19 pneumonia patienten opgenomerkihmet lymfocytencount <0.8
10°%/L en geen comorbiditeiten (COPD, diabetes, hypertertsiediovasculair lijden
maligniteiten);|C = exclusie

+ Behandeling:
T 3dagen rhG-CSF (5 pg/kg s.c. 1x daags)

1 standaardzorg
Radboudumc Intensive Care



Immuunstimulatie

Primaire eindpunt
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Immuunstimulatie

SAEsThG-CSF: 29.6%, control: 41.2%

Cheng et al., JAMA Int Med 2020 Radboudumc Intensive Care



Recapitulerend

T Remdesivir: Ja

T Steroiden: Ja

T Tociluzimab (en andere anti-cytokine therapieén): (nog) niet

T Immuunstimulatie in vroege fase: (nog) niet, maar weinig onderzoek

T Interacties tussen middelen:; ????
Radboudumc Intensive Care



Dank voor uw aandacht

Nicde Dirk
Emma
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COVID-19: PATHOFYSIOLOGIE EN THERAPIE
Matthijs Kox

Op de volgende slides heeft de spreker een aantal vragen beantwoo

door de deelnemers zijn gesteld en die tijdens de sessie niet zijn beha



Hebben jullie gegevens over cytokine levels en
cellulaire immuniteit tussen verschillende
risicogroepen: oud vs. jong, roker vs. non rokers,
hoge vs. lage BMI?

Oud vs jong nog niet uitgezocht, evenals roker/niet-roker. BMI wel, we
vonden geen relatie met cytokinelevels. Cellulaire immuniteit niet

onderzocht.



Indien COVID patiénten bij opname ACE/ARB
gebruiken ligt het dan vanuit SARS-CoV2
pathogenese niet voor de hand om deze medicatie te
continueren of juist op te hogen?

Geen evidence dat pre-existent use slechter is (Fosbol et al, JAMA
2020). Data over contineren of ophogen mij niet bekend. Fosbol
concludeert in JAMA: These findings do not support discontinuation of
ACEI/ARB medications that are clinically indicated in thecontext of the

COVID-19 pandemic.



Is er ook iets bekend over het effect van
Inhalatie-steroiden bij beademde COVID- 19
patiénten?

Bij mijn weten nog niet, maar er zijn verscheidene trials aan de gang,
zie bijv. https://www.thelancet.com/journals/lanres/article/P11S2213-

2600(20)30314-3/fulltext




Zijn er nog een redenen om, na de meta-analyse over
steroiden geen steroiden aan onze IC patiénten met COVID
te geven? Of zijn er nog methodologische kanttekeningen,
zoals het verdwijnen van effect in subgroepanalyse?

In de RECOVERY studie (niet alleen IC ptn) werd het positieve effect enkel gevonden in
ptn <70 jaar en in ptn die behandeld werden >7 dagen na symptom onset. Echter, deze
subanalyses waren underpowered, dus moeilijk om daar iets definitiefs over te zeggen.

In de meta-analyse in alleen IC ptn (Sterne et al), werd overigens geen verschil in effect
van steroiden gevonden tussen ptn boven en onder de 60 jaar. Voor nu zou ik zeggen dat
er dus weinig reden is om het niet te geven, al blijft wel staan dat de mortaliteit van de
steroidengroep in de meta-analyse nog hoger was (33%) dan op de NL ICs (ongeveer
25%), waar weinig steroiden gegeven zijn. Mortaliteit in de controlegroep van de meta-
analyse dus nog veel hoger (41%).



Wat is jouw gedachte over 'endothelitis’ als
belangrijkste pathofysiologisch mechanisme?

Denk dat dit ook zeker een rol speelt, zeker ook gezien de
stollingsactivatie. Zie bijv.

https://www.thelancet.com/journals/lanres/article/P11S2213-

2600(20)30314-3/fulltext




Kun je TLR7 makkelijk meten bij patiénten?

De mutatie kun je meten met PCR op DNA van patient. Expressielevels
met RT-PCR of RNA-sequencing op RNA. Beide zijn op zich primate
doen maar vrij arbeidsintensief.



