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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Hintergrund:
Infektionskrankheiten stellen eine grofRe Belastung fur das Gesundheitssystem dar und

kdnnen zu globalen Ausbriichen fihren. Da immun-basierte Biomarker bei Infektionen
je nach Atiologie und Schweregrad unterschiedlich stark gebildet werden, entsteht ein
grof3es Potenzial fur die Verbesserung der Infektionsdiagnostik. In dieser Arbeit wurden
Tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL), Interferon-y- induced
protein 10 (IP-10) und C-reaktives Protein (CRP) bei Coronavirus disease 2019
(COVID-19)-Patient*innen untersucht und daraus Erkenntnisse fir die allgemeine

Infektionsdiagnostik abgeleitet.

Methoden:

Es wurde eine prospektive Kohortenstudie (DIRECTOR) durchgefuhrt, in der
teilnehmende COVID-19-Patient*innen zwischen Marz 2020 und Juli 2021 wiederholte
Messungen von TRAIL, IP-10 und CRP erhielten. Es wurde ein Vergleich zu Kontrollen
vollzogen, um die Eignung der Messwerte fur die Stellung der COVID-19-Diagnose zu
evaluieren. Durch die Bildung von Subgruppen mit Patient*innen unterschiedlicher
COVID-19-Schweregrade und der Generierung des National Early Warning Scores
(NEWS) zur Einschatzung akut Kranker wurden die Biomarker fir die Uberwachung des
Krankheitsverlaufs, sowie der friihzeitigen Abschéatzung der Prognose bewertet. Zudem
wurde ein Bezug zu mdglicher Infektiositat analysiert, welche als Cycle threshold (Ct)-

Werte der Virusnachweismethode (PCR) < 30 definiert wurde.

Ergebnisse:
Insgesamt wurden 899 Biomarker-Messungen an 132 COVID-19-Patient*innen

(mittleres Alter 64; 40,2 % weiblich) durchgefiihrt. COVID-19-Patient*innen zeigten fiir
TRAIL niedrigere (p=0,041) und fir IP-10 sowie CRP erhdhte Werte (je p <0,001) im
Vergleich zu Kontrollen. Mit steigendem COVID-19-Schweregrad (,nicht schwer* n=39;
,Schwer‘ n=62; kritisch“ n=31) sanken TRAIL-Level (Median 86 bis 28 pg/ml; p < 0,001),
wahrend CRP-Level anstiegen (Median 46,8 bis 1455 mg/l; p <0,001). Fir das
Versterben auf der Intensivstation stellte ein hohes maximales CRP einen unabhangigen
Risikofaktor dar (adjustiertes Odds Ratio 1,02; p=0,003) und eine Assoziation zu IP-10-
Werten > 3000 pg/ml konnte in Uberlebenszeitanalysen gezeigt werden (x210,5;
p=0,001). TRAIL wies kurz vor dem Tod sehr niedrige Werte auf. Bei Aufnahme
gemessenes TRAIL korrelierte mit dem NEWS-Score (r= -0,4459; p=0,0012), wahrend
IP-10 eine Assoziation zu méglicher Infektiositat aufzeigte (r=-0,404; p < 0,001).
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Schlussfolgerung:

Insbesondere die Anwendung der Biomarker fir die Einschatzung und Uberwachung
des Kklinischen Verlaufs von COVID-19 st vielversprechend. Sie konnte
Therapie(de)eskalationen leiten, um die individuelle Gesundheitsversorgung zu
verbessern und die Verteilung knapper Ressourcen zu erleichtern. Weitere Studien sind
erforderlich, um den klinischen Nutzen zu Gberprifen und die Erkenntnisse auf andere
Infektionskrankheiten auszuweiten, um letztendlich auf neue Ausbriiche vorbereitet zu

sein.
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1.1 Abstract

The biomarkers TRAIL, IP-10, and CRP in infectious diseases: current

role, application in COVID-19, and future perspectives

Background:
Infectious diseases cause a high burden for health care systems and can invoke global

outbreaks. Since immune-based biomarkers are produced to a different extent in
infections depending on aetiology and severity, they display great potential for improving
infectious-disease diagnostics. In this work, the use of tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand (TRAIL), interferon-y-induced protein 10 (IP-10) and
C-reactive protein (CRP) in patients with coronavirus disease 2019 (COVID-19) was

assessed and insights for general infectious-disease diagnostics were derived.

Methods:

Therefore, a prospective cohort study (DIRECTOR) was conducted, in which
participating COVID-19 patients received repeated measurements of TRAIL, IP-10, and
CRP between March 2020 and July 2021. Comparisons to controls were carried out in
order to evaluate the biomarkers’ suitability for setting the diagnosis of COVID-19. By
forming subgroups of patients with different disease severities, and generating the
National Early Warning Score (NEWS) for assessing acutely-ill patients, the biomarkers’
applicability for monitoring disease progression and estimating severity at an early stage
was analyzed. Additionally, an association with possible infectiousness, defined as cycle

threshold (Ct) values of the virus detection method (PCR) < 30, was investigated, .

Results:

132 patients with COVID-19 (mean age 64 years, 40.2 % female) were included in the
study and received a total of 899 biomarker measurements. TRAIL levels were
significantly lower in COVID-19 patients as compared to controls (p=0.041) while IP-10
and CRP showed much higher levels (p < 0.001 each). In patients reaching a more
severe stage of the disease (“non-severe” n=39, “severe” n=62, “critical” n=31), TRAIL
levels decreased (median 86 to 28 pg/ml, p < 0.001) and CRP levels increased (median
46.8 to 145.5 mg/l, p < 0.001). For death in the intensive care unit, high maximal CRP
posed as an independent risk factor (adjusted odds ratio 1.02, p-value=0.003), while an
association with 1P-10 values > 3000 pg/ml was demonstrated in survival analyses
(x2 10.5, p=0.001). Shortly before death, TRAIL displayed very low levels. TRAIL on
admission correlated with the NEWS-score (r=-0.4459, p=0.0012), whereas IP-10 levels

were associated with possible infectiousness (r=-0.404, p < 0.001).
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Conclusion:

The biomarkers seem especially promising for assessing and monitoring the clinical
course of COVID-19. They could guide de-/escalation of therapy in order to improve
patient health and facilitate the distribution of scarce resources. Further studies are
warranted to verify their clinical impact, and to expand the aquired knowledge to other
infectious diseases, as a way to be prepared for future outbreaks.
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5 Einleitung

5.1 Einfahrung in die Infektiologie

Die Infektiologie beschéftigt sich mit Krankheiten, die durch pathogene Mikroorganismen
wie Viren, Bakterien, Parasiten oder Pilze verursacht werden. Sie konnen Uber
verschiedene Wege, wie z. B. per Speichel-Tropfchen durch die Luft, bei Beriihrungen
(Kontaktinfektion) oder durch Lebensmittel Ubertragen werden. Infektionen betreffen
junge, gesunde Menschen ebenso wie Altere und Vorerkrankte. Infektionskrankheiten
stellen eine der haufigsten Todesursachen weltweit dar. Fir 2050 prognostiziert die
Weltgesundheitsorganisation (engl. World health organization, WHO) 13 Millionen
Todesfélle, die mit diesen im Zusammenhang stehen. Besondere Bedeutung haben
dabei Infektionen der unteren Atemwege [226]. Somit verbuchen Infektionskrankheiten
nicht nur eine grof3e Belastung fur das Gesundheitssystem, sondern bergen durch
Ausbreitungstendenzen auch stets Potenzial fir unvorhersehbare, explosive, globale
Auswirkungen [58].

Das klinische Feld der Infektiologie ist stets im Wandel. Durch Zufallsveranderungen
(Mutationen) in der Vermehrung kénnen die Erreger ihre Eigenschaften verdndern und
sich somit an neue Bedingungen anpassen, wie es regelméaRig beim Influenzavirus zu
sehen ist [120,199]. Zudem kénnen neue Erreger entstehen oder erstmalig auf den
Menschen Ubertragen werden (Zoonosen), wie z. B. Lassa- oder Ebola-Viren. Auch
zunachst iberwunden geglaubte Erreger, wie West-Nil- oder Affenpocken-Viren, kénnen
erneut auftreten [133,134,136]. Dabei konnen sich Erreger sowohl an Umweltfaktoren,
die menschliche Immunantwort, als auch an antimikrobielle Medikamente anpassen.
Insbesondere daraus entstehende Antibiotikaresistenzen, angeheizt durch fehlerhaften
Einsatz und GbermafRigen Gebrauch, stellen eine der grof3ten Herausforderungen fur die
globale Gesundheit der heutigen und zukiinftigen Zeit dar [58,62,127,135,136,224].

Die Entwicklung und Ausbreitung von Infektionskrankheiten ist aul3erdem abhangig von
menschlichem Verhalten und wird durch soziale Faktoren wie Armut, Zuwanderung,
Urbanisierung, Massentourismus und enge Interaktionen mit Tieren beginstigt. Die
Einfliisse des Klimawandels sind ebenfalls nicht zu unterschatzen [27,98,129,192,229].
Trotz alledem besteht fur Infektionskrankheiten aber auch ein hohes
Praventionspotenzial. Durch SchutzmalRnahmen auf personlicher und &ffentlicher
Gesundheitsebene, bspw. durch Impfungen, konnen Infektionen vermieden und
letztendlich womoglich die Eradikation erreicht werden, wie es bereits beim Pockenvirus

gelungen ist [58,60].
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Um der ,ewigen Herausforderung der mikrobiellen Anpassung*“ [58] gewachsen zu sein,
sollte auch die moderne Medizin im stetigen Wandel sein und mit Neu- und
Weiterentwicklungen auf Veranderungen reagieren, diese im besten Falle sogar
antizipieren und praventionieren. Ganz nach dem Grundsatz ,Ohne Diagnostik ist die
Medizin blind“ [173] steht dabei die Erkennung und genaue lIdentifizierung einer
Infektionskrankheit im Vordergrund. Die frihe Erkennung dieser ermdglicht die
Verbesserung der individuellen Patient*innenversorgung, das Vermeiden von
Komplikationen und letztendlich die Senkung von Morbiditat und Mortalitat. Ebenso baut
die Veranlassung von MafRnahmen zur weiteren Pravention auf der genauen
Diagnosestellung auf und es lassen sich Kosten sowie wertvolle Ressourcen

einsparen [82].

Als eine der groBen Fragen der Infektiologie verbleibt die Anfélligkeit von Individuen:
Warum verursachen die gleichen Infektionen unterschiedlichste klinische Verlaufe,
variierend von asymptomatisch bis hin zu letal? Vermutet wird, dass neben quantitativen
und qualitativen Eigenschaften der Erreger auch Umweltbedingungen, sowie
immunologische und genetische Aspekte der Infizierten eine Rolle spielen [24,25].
Zusatzlich wird das Geschlecht, das Alter, die Koérpertemperatur, das Mikrobiom,
Vorerkrankungen, der Immunitatsstatus und die Erndhrung der Betroffenen mit der
Anfalligkeit fir schwere Infektionen in Verbindung gebracht. Zuletzt verbleibt auRerdem
das Element des Zufalls [23].

5.1.1 Ansatzein der Infektionsdiagnostik

Die Durchfihrung einer eingehenden Infektionsdiagnostik ist vorrangig bei Vorliegen
oder Verdacht auf eine akute Infektion indiziert. Mitunter wird sie allerdings auch bei
fehlender klinischer Symptomatik, z. B. in Form von Screening-Untersuchungen oder
Uberpriufungen eines Immun- bzw. Impfstatus, durchgefiihrt. Die infektiologische
Diagnostik beginnt bereits mit der Anamneseerhebung und korperlichen Untersuchung.
Epidemiologische Kenntnisse flieBen hier mit ein. Des Weiteren kdnnen bildgebende
Verfahren eine Verdachtsdiagnose erharten oder in seltenen Fallen die Diagnose
stellen, wie z. B. die Rontgen-Thorax-Aufnahme bei der Pneumonie. Auch allgemeine
Laborparameter oder Ahnliches kénnen herangezogen werden. Weiterfiinrend lassen
sich zwei grundsétzliche Anséatze voneinander unterscheiden, die der Diagnosestellung
dienen: der Erregernachweis und die Messung der Wirtsantwort (Abbildung 1).

Fur den Erregernachweis wird in der Regel nach Stellung einer Kklinischen
Verdachtsdiagnose und weniger Differenzialdiagnosen eine spezifische Diagnostik in die

Wege geleitet. Dabei werden direkte von indirekten Verfahren abgegrenzt. Der direkte

9
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Erregernachweis wird durch Verfahren wie die Mikroskopie, Kultivierung oder
molekularbiologische Techniken (z. B. Amplifizierung) ermdglicht.

Der indirekte Nachweis bildet eine Schnittstelle zwischen Erregernachweis und Messung
der Wirtsantwort. Er beruht auf der Detektion von Antikdrpern, die gegen die
entsprechenden Erreger gerichtet sind und in der stattfindenden/stattgefundenen
Immunreaktion gebildet werden/wurden [75,246]. Da die meisten Infektionskrankheiten
durch einen alleinigen Erreger verursacht werden, kann dessen Nachweis die Einleitung
spezifischer Maflinahmen, wie wirksame Therapien oder Immunisierungen,

ermaoglichen [58].

Diagnose

Nachweis des Erregers
Messung der Wirtsantwort

Direkter Erregernachweis
Indirekter Erregernachweis
Immun-basierte Substanzen

Anamnese Kérperliche Untersuchung
Epidemiologie Bildgebung Routinelabor

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der Infektionsdiagnostik, erstellt mit Apple Pages,
in Anlehnung an [75,246]

Die Messung weiterer Substanzen, die wahrend der Wirtsantwort gebildet werden, ist
ebenfalls ein wichtiges Instrument in der Infektionsdiagnostik. Unspezifische
Entzindungsparameter im Blut geben oft schon Hinweise darauf, ob eine Infektion als
Ursache der Krankheitssymptomatik vorliegt. Da der menschliche Kérper auf bakterielle
Infektionen mit anderen Mechanismen reagiert als auf virale Infektionen, kann durch die
Messung korpereigener, immun-basierter Substanzen mitunter auf die infektiologische
Atiologie geschlossen werden. Manche Substanzen koénnen zudem als Verlaufs-
parameter eingesetzt werden oder Hinweise auf die Schwere der Infektion geben,

welche je nach individueller Anfalligkeit variiert [75,201].

Die Mittel in der Infektionsdiagnostik sind stark von der Ausstattung der jeweiligen
Einrichtung und von verfligbaren Ressourcen abhangig. Eine exakte Diagnose kann

nicht immer oder nur verzdgert gestellt werden, weshalb Therapien oft alleinig vom
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klinischen Bild und epidemiologischen Wahrscheinlichkeiten abhangig gemacht werden
(,empirisch®). Unter Umstanden wird diese im weiteren Verlauf angepasst. Zudem
existiert nicht immer eine spezifische Therapie, insbesondere nicht bei viralen

Infektionen.

5.1.2 Biomarker

Biomarker sind ,definierte Merkmale, die als Indikatoren flr normale biologische
Prozesse, pathologische Prozesse oder Reaktionen auf eine Exposition oder
Intervention gemessen werden“ [59]. Sie finden in nahezu allen medizinischen

Fachbereichen Anwendung, insbesondere als Tumormarker in der Onkologie.

In der Infektiologie spielen immun-basierte Biomarker eine grof3e Rolle, da sie durch
Aktivierung des Immunsystems vermehrt oder vermindert gebildet werden. Das
Spektrum ist breit und beinhaltet neben der Messung von allgemeinen
Entziindungsparametern, wie der Leukozytenzahl, auch spezifischere Parameter wie
Procalcitonin, Interleukine oder Interferone [82,137,201].

Biomarker leisten im infektiologischen Alltag auf unterschiedliche Weise Hilfestellung:
Ein diagnostischer Biomarker hilft bei der Zuordnung von Krankheitsbildern.
Optimalerweise ermdglicht er die Unterscheidung zwischen infektibser und
nicht-infektiéser Ursache, sowie die Differenzierung verschiedener infektiologischer
Entitaten.

Des Weiteren kdonnen Biomarker der Verlaufskontrolle dienen. Durch wiederholte
Messungen soll der Krankheitsverlauf Gberwacht und das Ansprechen auf Therapien
kontrolliert werden kénnen.

Mit prognostischen Biomarkern kann der zu erwartende individuelle Verlauf von
Krankheiten abgeschétzt werden. Dabei sollten sie die Wahrscheinlichkeit fir das
Eintreten eines klinischen Ereignisses bzw. das Wiederauftreten oder Fortschreiten der

Krankheit anzeigen [59,82].

5.1.3 Point-of-Care-Testung

Einige Biomarker kénnen in Form von Point-of-Care-Testungen gemessen werden. Dies
sind Testungen, die nahe an Patient*innen getétigt werden und Messergebnisse in
kirzester Zeit bereitstellen, ohne aufwendige Labormethoden oder hochqualifiziertes
Personal zu bendtigen. Insbesondere fir den ambulanten, notfallmaRigen und

ressourcenlimitierten Sektor sind diese Tests von grofR3er Bedeutung [32].
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Ein optimaler Point-of-Care-Test wird durch die ASSURED-Kriterien der WHO
beschrieben (Abbildung 2). Urspriinglich wurden diese fiir die Diagnostik von sexuell
Ubertragbaren Erkrankungen in ressourcenlimitierten Umgebungen entwickelt.

ASSURED stellt ein Akronym fiir die enthaltenen Begriffe auf Englisch dar.

A
Affordable
D S
Delivered Sensitive
ASSURED-

Kriterien

E S
Equflf)en;ent- Specific
R U
Fé%%'g S‘% User-friendly

Abbildung 2: Die ASSURED-Kriterien: Anforderungen an einen Point-of-Care-Test,
in Anlehnung an [10,100]

Der Test sollte demnach fur Betroffene und Risikopatient*innen erschwinglich
(affordable) sein, eine hohe Sensitivitat (sensitive) und Spezifitdt (specific) aufweisen,
fur die Anwendenden einfach auszufuhren sein (User-friendly) und Ergebnisse in
kirzester Zeit liefern (rapid). Ebenso sollte er robust gegeniiber Umwelteinfliissen sein
(robust), ohne viel Ausriistung auskommen (equipment-free) und dort verfligbar sein, wo
er bendtigt wird (delivered) [10,100].

Eine hohe Sensitivitat besagt, dass der Test wenige falsch-negative Ergebnisse aufweist
und somit aus einer Kohorte mdglichst viele Erkrankte herausfiltert. Demgegeniiber wird
von Tests mit einer hohen Spezifitat erwartet, dass wenige falsch-positive Ergebnisse
auftreten und somit moglichst keine Krankheiten falschlicherweise diagnostiziert
werden [152].
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5.2 COVID-19

Die Coronavirus-Erkrankung (engl. Coronavirus disease 2019, COVID-19) ist eine
Viruserkrankung, die durch Infektion mit dem Severe acute respiratory syndrome
coronavirus type 2 (SARS-CoV-2) ausgeldst wird. Erste Félle wurden im Dezember 2019
in der Volksrepublik China detektiert. Daraufhin verbreitete sich das Virus rapide auf der
gesamten Welt, was die WHO dazu veranlasste, COVID-19 am 11. Marz 2020 als
Pandemie einzustufen. Zum damaligen Zeitpunkt waren bereits 118 000 Infektionen
verteilt auf 114 Lander Gbermittelt [221].

5.2.1 Epidemiologie

Der epidemiologische Verlauf von COVID-19 ist wellenférmig und unterliegt saisonalen
Schwankungen (Abbildung 3). Zudem entstehen regelmalfig neue Varianten durch
Mutationen, die durch die exponentielle Ausbreitung des Virus begunstigt werden. Sie
weisen zum Teil unterschiedliche Ausbreitungstendenzen und Bedenklichkeiten auf
[12,77,78,130,132].

Weltweit wurden bis zum Verfassen dieser Dissertationsschrift insgesamt 769 806 130
SARS-CoV-2-Infektionen und 6 955 497 Todesfalle durch bzw. mit COVID-19 bestatigt
(Stand 16.08.2023) [227]. Von einer hohen Dunkelziffer ist auszugehen, da viele
Verlaufe symptomlos verlaufen und nicht von einer flichendeckenden diagnostischen
Testung, ebenso wie von keiner exakten Fallubermittlung, ausgegangen werden kann.
Fur Deutschland wurden 38 437 756 Infektionen und 174 979 Todesfalle Ubermittelt
(Stand 16.08.2023) [227]. In einer Seropravalenzstudie wurde die Dunkelziffer der
wahrend der ersten COVID-19-Welle (bis 10/2020) mit SARS-CoV-2-Infizierten im
Saarland auf ungeféahr dreimal so hoch geschétzt [117].

24.03.2022
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Abbildung 3: Bestétigte SARS-CoV-2-Neuinfektionen in Deutschland (pro Tag) bis
20.02.2023, nach [189]
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5.2.2 Pathophysiologie

SARS-CoV-2 ist ein behllltes, einzelstrangiges Ribonukleinsaure (engl. ribonucleic acid,
RNA)-Virus aus der Familie der Coronaviridae [118]. Coronaviren sind zoonotisch und
haben ihr Tierreservoir insbesondere in Flederm&usen, aber auch in anderen
Saugetieren wie Kamelen, Mausen und Ratten. Durch Anpassung des Erregers und
engen Kontakt zu infizierten Tieren ist eine Ubertragung auf den Menschen
moglich [42,179,210] .

Zwischen Menschen wird SARS-CoV-2 hauptsachlich durch Tropfcheninfektion und
infektiose Aerosole des Respirationstrakts, sowie zu einem geringen Grad durch
direkten oder indirekten Kontakt Ubertragen [116,212,217]. Direkt geschieht dies durch
Korperkontakt, indirekt durch Beriihrung von kontaminierten Gegenstéanden (auch
Schmierinfektion).

Mittels seines Spike-Proteins dockt das Virus an Wirtszellen, vorrangig
Alveolarepithelzellen, an. Dabei benutzt es das Angiotensin converting enzyme 2
(ACE2) der Zielzellen als Rezeptor und gelangt durch Endozytose oder Membranfusion
nach intrazellular [110,111,180]. Nach Freisetzung der Nukleinsdure vermehrt es sich
dort durch Replikation, Transkription und Translation. Nach vollendetem Zusammenbau
der neuen Viruspartikel werden diese durch Exozytose freigesetzt und infizieren weitere
Zellen [42,154]. Eine weitere Organbeteiligung, insbesondere von Niere, Leber und
Gefallsystem, wird abhangig der ACE2-Rezeptor-Dichte beschrieben [68,70]. Seit
Auftreten der ersten Infektionsfalle (Wildtyp B.1) sind durch Mutationen zahlreiche
SARS-CoV-2-Varianten entstanden, von denen bisher funf als besorgniserregend
eingestuft wurden. [22,132,198]. Seit Ende 2021 sind die Omikron-Variante (B1.1.529)
und deren Sublinien weltweit vorherrschend.

Der Krankheitsverlauf von COVID-19 lasst sich in mehrere Phasen unterteilen
(Abbildung 4). Initial stehen direkte zytopathische Effekte durch die Virusreplikation,
sowie die antivirale Immunantwort im Vordergrund. Die Viruslast des Wildtyps erreicht
ihren Hohepunkt circa 5 Tage nach Symptombeginn [29], wahrend bspw. die Replikation
der Omikron-Variante schneller verlauft [234]. Der weitere, schwere Krankheitsverlauf
wird von einer dysregulierten Immunantwort mit Hyperinflammation und Zytokinsturm

bestimmt, welche letztendlich zum (Multi-)Organversagen und Tod fihren kann [47,200].
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Abbildung 4: Die Krankheitsschwere von COVID-19 im zeitlichen Verlauf mit beeinflussenden
Faktoren, erstellt mit Apple Pages, in Anlehnung an [47,200]

5.2.3 Klinik

Die Inkubationszeit einer SARS-CoV-2-Infektion, also die Zeitspanne von Ansteckung
bis Symptombeginn, betréagt fir den Wildtyp im Mittel circa finf Tage [126], wobei sie
sich bei Varianten wie Omikron und Delta (B.1.617.2) auf circa drei Tage
verkurzt [48,234]. Manche Infektionen verbleiben asymptomatisch. Der Manifestations-
index, welcher den Anteil der Infizierten beschreibt, die tatsachlich erkranken, wird fir
den Wildtyp auf 55-85 % geschatzt [18,142].

Der Krankheitsverlauf von COVID-19 variiert stark zwischen Betroffenen und auch
zwischen urséchlichen Virusvarianten. Haufig beschriebene Krankheitssymptome sind

in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Die am haufigsten gemeldeten Krankheitssymptome von COVID-19, nach [166,171]

Husten Kopf- und Gliederschmerzen
Fieber Bauchschmerzen
Schnupfen Appetitlosigkeit
Halsschmerzen Ubelkeit/Erbrechen

Luftnot Durchfall

Stoérung des Geschmacks- Hautausschlag

und/oder Geruchssinns
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Initial entstehen zumeist Fieber und trockener Husten [166,171]. Bei Infektion mit der
Omikron-Variante treten im Vergleich zum Wildtyp haufiger Halsschmerzen und seltener
Stdrungen des Geschmacks-/Geruchssinns auf [167]. Im weiteren Verlauf kann sich die
Luftnot verschlimmern und eine Pneumonie entstehen. In kritischen Verlaufen kann
diese in ein akutes Lungenversagen (engl. Acute respiratory distress syndrome, ARDS)
ubergehen, welches mitunter beatmungspflichtig ist oder eine extrakorporale
Membranoxygenierung (ECMO) erfordert. Zusatzliche Organbeteiligungen sind ebenso
wie die daraus entstehenden Symptome variabel. Bspw. wird tber thromboembolische
Komplikationen, endokrine Entgleisungen und Beeintrachtigungen von Leber- und
Nierenfunktion berichtet [68,70].

Ko-Infektionen kdnnen eine Rolle im individuellen Krankheitsverlauf spielen [101].

Bis Februar 2021 lag der Anteil an hospitalisierten COVID-19-Fallen im Vergleich zu
allen Ubermittelten Infektionen in Deutschland bei circa 10 %. Ungefahr 33 % von ihnen
mussten im Verlauf auf der Intensivstation (ITS) versorgt werden, wahrend bei 20 %
dieser Intensivpatient*innen eine maschinelle Beatmung und bei 10 % eine ECMO
erforderlich wurde [172]. Infektionen mit der Omikron-Variante scheinen milder zu
verlaufen [84,139], was aber auch an der Verbesserung der Patient*innenversorgung

und an Impfkampagnen liegen kann.

Des Weiteren wird vermehrt Uber langfristige Einschrankungen nach der Infektion
(> 4 Wochen) berichtet, was bei Persistenz bis zu 12 Wochen als Long- und dartber
hinaus als Post-COVID bezeichnet wird. Dabei kann es sich um ein Fortbestehen der
Symptome oder um neue Symptome/die Verschlechterung einer Vorerkrankung, die als
Folge der Infektion verstanden werden, handeln [138,186]. Oft werden Fatigue, Myalgie
und Konzentrationsschwéche beschrieben [163,193].

In den Leitlinien der WHO zur therapeutischen Versorgung COVID-19-Erkrankter
werden drei Schweregrade unterschieden (Abbildung 5).

*Keine Anzeichen fir schweres oder
kritisches COVID-19

 Sauerstoffsattigung unter Raumluft
<90 %

«Zeichen einer Pneumonie

«Zeichen einer schweren Atemnot

*ARDS
kritisch +Sepsis / Septischer Schock

*Lebenserhaltende MaRnahmen
erforderlich

1

Abbildung 5: Die WHO-Definitionen des COVID-19-Schweregrads, in Anlehnung an [225]
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Als Zeichen der schweren Atemnot werden ein Einsatz der Atemhilfsmuskulatur, eine
Atemfrequenz > 30 pro Minute und die Unféahigkeit, ganze Satze zu vollenden, genannt.
Als lebenserhaltende Mal3nahmen gelten die maschinelle Beatmung, invasiv sowie
nicht-invasiv, und der Einsatz von Vasopressoren [225].

5.2.4 Diagnostik

In einer pandemischen Lage ist das Vorhandensein von COVID-19-typischen
Symptomen und ein eventuell stattgefundener Kontakt zu Infizierten zum Teil bereits
aussagekraftig. In der virologischen COVID-19-Diagnostik finden drei Techniken
Anwendung:

Der Goldstandard fir die Bestatigung einer SARS-CoV-2-Infektion in der Akutdiagnostik
ist der RNA-Nachweis durch Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion in
Echtzeit (engl. Real-time reverse transcription polymerase chain reaction, RT-gPCR). Es
handelt sich dabei um eine Nukleinsaure-Amplifikationstechnik. Als Probenmaterial
werden respiratorische Sekrete verwendet, zumeist aus tiefen nasopharyngealen
Abstrichen. Sofern eine Infektion vorliegt, schreibt die Reverse Transkriptase die virale
RNA zunéchst in komplementare Desoxyribonukleinsdure (engl. deoxyribonucleic acid,
DNA) um. Diese wird anschlieBend durch DNA-Polymerasen amplifiziert. Nach jedem
Zyklus wird dabei die entstandene Menge analysiert. Die Anzahl der Zyklen, die ndétig
ist, um das Virus nachzuweisen, wird Cycle threshold (Ct)-Wert genannt. Je mehr Viren
im Probematerial vorhanden sind, desto weniger Zyklen sind fir den Nachweis ndtig.
Dementsprechend verbirgt sich hinter einem niedrigen Ct-Wert eine hohe Viruslast. Die
SARS-CoV-2-RT-gPCR wird bei einem Ct-Wert von <40 als positiv gewertet
[13,111,176]. Durch den Nachweis von viraler RNA lasst sich allerdings nicht aussagen,
ob es sich lediglich um Virusfragmente handelt, oder ob sich lebensfahige Viruspartikel
in der Probe befinden. Nur in zweiterem Falle ware die getestete Person infektios
[29,159]. Zudem sind PCR-Testungen zeitaufwendig, teuer und gut ausgestatteten
Laboren vorbehalten [169].

Antigen-Schnelltests stellen eine Alternative fur die Diagnostik in der akuten Phase dar.
Hier werden Virusproteine von SARS-CoV-2 in respiratorischen Sekreten mittels Lateral-
Flow-Tests, eine Kombination aus Dunnschichtchromatographie und Immunassay,
nachgewiesen [96]. Es handelt sich um Point-of-Care-Tests, die Ergebnisse innerhalb
von 15 Minuten liefern. Sensitivitat und Spezifitat sind hingegen limitiert und variieren
stark zwischen Herstellern. Ein negativer Test sollte, insbesondere bei Vorliegen von
charakteristischen Krankheitssymptomen, mit Vorsicht interpretiert und positive Tests

mittels RT-gPCR bestatigt werden. In der pandemischen Lage sind Antigentests
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allerdings hilfreich fir die Infektionskontrolle aufgrund ihrer flachendeckenden
Verfugbarkeit, schnellen und einfachen Durchfiihrung, sowie Kosten-
gunstigkeit [13,219,232].

In spateren Krankheitsphasen, zum Nachweis einer durchgemachten Infektion und einer
Impfantwort, konnen spezifische Antikdrper gegen SARS-CoV-2 nachgewiesen werden.

Dafir existieren Labor- und Schnelltests [50,176].

5.2.5 MalRnahmen und Therapieansatze

Die wichtigste MafRnahme in der Bek&mpfung von COVID-19 ist die aktive
Immunisierung (Impfung). Sie schitzt vor schweren Verlaufen und dient der
Transmissionsreduktion. Zudem dienen Basishygiene, Regeln wie AHA+L (Abstand,
Hygiene, Alltagsmaske, Luften) und die Isolierung von Infizierten der
Infektionspravention [19,93]. Die Dauer der Isolierung kann entweder allgemein durch
gesetzliche Vorgaben (z. B. 14 Tage nach Symptombeginn) oder individuell durch
Einschatzung der Infektiositat anhand der Viruslast festgesetzt werden [86]. Da ab einem
Ct-Wert > 30 keine Infektiositdt mehr zu bestehen scheint, wurde dies als Grenzwert
festgesetzt [140].

Eine spezifische Therapie fir COVID-19 existiert aktuell nicht und Empfehlungen werden
stets Uberarbeitet. Bei milden Verlaufen kann eine symptomatische Therapie (z. B. mit
Paracetamol) erfolgen. Bei beginnender Luftnot sollte friihzeitig Sauerstoff verabreicht
werden. Im weiteren Verlauf kdnnen unterschiedlichste Substanzen wie antivirale
Wirkstoffe (z. B. Nirmatrelvir/Ritonavir, Remdesivir), monoklonale Antikorper (z. B.
Casirivimab/Imdevimab,  Tocilizumab), Glucocorticoide  (z. B. Prednisolon,
Dexamethason), Januskinase-Inhibitoren (z. B. Baricitinib) und viele mehr eingesetzt
werden. Ko-Infektionen sollten adaquat behandelt werden. In kritischen Verlaufen kann
unter anderem eine kreislaufunterstitzende Therapie, maschinelle Beatmung,

Nierenersatzverfahren und/oder ECMO vonndten sein [93,225].
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5.2.6 Ausblick

Durch Impfungen von Risikogruppen und grof3en Teilen der Bevolkerung konnte die
Sterblichkeits- und Ansteckungsrate von COVID-19 erfolgreich gesenkt werden,
woraufhin die WHO den ausgerufenen Notstand im Mai 2023 fur beendet erklarte [228].
Ein Verschwinden von SARS-CoV-2 ist allerdings nicht in Sicht. Drei zukulnftige
Szenarien sind mdoglich: Endemie, Epidemie, Pandemie. Ahnlich zu anderen
Coronaviren kdonnte COVID-19 im Rahmen einer Erkaltungskrankheit mit geringen
gesundheitlichen Auswirkungen endemisch werden. Alternativ ist der Ubergang in eine
epidemische, saisonale Krankheit, ahnlich zu Influenza, moglich. Allerdings sollte nicht
vergessen werden, dass Influenza jahrlich bis zu 650 000 globale Todesfalle verursacht
und daher eine enorme gesundheitliche Belastung darstellt [83,146]. Im schlimmsten
Falle gelingt neuen SARS-CoV-2-Varianten die Immunevasion, die Lage kann nicht
unter Kontrolle gebracht werden, schwere Verlaufe von COVID-19 werden wieder die
Regel und wir finden uns am Anfang einer neuen Pandemie [6,12,88,205].

Die gesundheitlichen Auswirkungen des Long-/Post-COVID-Syndroms sind ebenfalls
noch nicht abzuschétzen [163,193].

Aufgrund der Eigenschaften von Infektionserregern ist es auf3erdem nur eine Frage der

Zeit, bis andere Erreger Ausbriiche verursachen [49,162].

In jedem Falle ist und wird es auch weiterhin wichtig sein, klinische Verschlechterung
frhzeitig zu detektieren, um fulminanten Verldufen mdglichst vorzubeugen. Die
Implementierung einer Uberwachung und der Einsatz vielversprechender
Therapieoptionen stellen nur Beispiele dafiir dar. Sofern eine klinische Verschlechterung
unwahrscheinlich ist, kann diese Kenntnis Patient*innen ebenfalls vor invasiven
Malnahmen schiitzen und knappe Ressourcen einsparen. Insofern entsteht ein
zusatzlicher Nutzen auf Ebene des Gesundheitssystems.

Da die Immunfunktion wéahrend des klinischen Verlaufs von COVID-19 dynamischen
Veranderungen unterliegt und die Hyperinflammation eine wichtige Rolle in der
Entwicklung eines schweren Krankheitsverlaufs spielt, scheint dessen Uberwachung

zweckmaRig. Dazu eignen sich insbesondere immun-basierte Biomarker.
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5.3 Neue Biomarker-Kombination

Eine kirzlich entwickelte Kombination aus den drei im Serum gemessenen, immun-
basierten Biomarkern Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL),
Interferon-y-induced protein 10 (IP-10) und C-reaktives Protein (CRP) soll die
Differenzierung zwischen viraler und bakterieller infektiologischer Atiologie erleichtern
(Abbildung 6). Die einzelnen gemessenen Biomarkerlevel werden dazu zu einem Score
verrechnet (MeMedBV™), welcher Werte von 0 bis 100 annehmen kann. Bei Werten
von Uber 65 liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit eine bakterielle Infektion vor, wahrend
Werte von unter 35 flr eine virale Infektion sprechen. Der Zwischenbereich lasst keine
Ruckschlisse zu [144]. In Validierungsstudien erreichte der Score eine Sensitivitat von
bis zu 93 %, eine Spezifitat von bis zu 94 % und einen negativen Vorhersagewert von
98,9 % [144,150,188,213]. Der negative Vorhersagewert gibt an, mit welcher
Wahrscheinlichkeit ein negatives Testergebnis (hier: keine bakterielle Infektion) den
wahren Zustand beschreibt. Der Test birgt somit ein hohes Potenzial fir die

Verbesserung des Einsatzes von Antibiotika [150].

/ Bakterielle Infektion Virale Infektion

R ¥4 %f

"Induzier!e Signalkaskade Induzierte Signalkaskade
e . & N\
IL-6 Inﬂarqmatorlsche Inflammatorische Typ-I-Interferone
Zytokine, IFN-y Zytokine, IFN-y
L
CRP TRAIL

AN

Veranderungen der Messwerte

y

&

Abbildung 6: TRAIL, IP-10 und CRP in bakteriellen und viralen Infektionen,
erstellt mit Apple Pages, in Anlehnung an [144]

Zusatzlich zur Anwendung in der beschriebenen Kombination sind die drei Biomarker

auch in der alleinigen Stellung vielversprechend fur die infektiologische Diagnostik.
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5.3.1 TRAIL

TRAIL gehdrt zur Superfamilie der Zytokine, die als Botenstoffe bei der
Signalubertragung zwischen Zellen und bei deren Regulation fungieren. Zugehdrig zur
Gruppe der Tumornekrosefaktoren, ist es insbesondere im Rahmen der Akuten Phase
an Entziindungsprozessen beteiligt. TRAIL ist ein Transmembranprotein, welches von
Immunzellen, insbesondere von Lymphozyten, aber auch von natirlichen Killerzellen

und Makrophagen exprimiert wird [222].

Insbesondere in viralen Infektionen und bei neoplastischen Erkrankungen werden Typ-
I-Interferone, die ebenfalls Zytokine sind, gebildet. Diese aktivieren eine bestimmte
Protease, welche die extrazellular befindlichen Anteile des Transmembranproteins
abspaltet, wodurch das im Serum befindliche, l6sliche TRAIL entsteht. Diesem stehen
finf Rezeptoren zur Bindung an unterschiedlichen Zielstrukturen bereit. Durch Bindung
an die TRAIL-Rezeptoren-R1 (Todesrezeptor 4) und R2 (Todesrezeptor 5) wird die
Caspase 8 aktiviert, welche der Initiator des extrinsischen Apoptosewegs, des
programmierten Zelltods, ist. Nach Bildung des Tod-induzierenden Signalkomplexes
(DISC) werden die Effektorcaspasen 3, 6 und 7 aktiviert, welche letztendlich durch
Zerschneiden von Proteinen die Apoptose der Zielzelle herbeifihren [56,148,194,216].
Eine Bindung an die weiteren TRAIL-Rezeptoren (R3, R4 und Osteoprotegerin) erzielt
keine spezifische Wirkung. Durch kompetitive Bindung von TRAIL fungieren diese
Rezeptoren mehr als ,Kéder“, um die Initiierung der Apoptose zu hemmen und somit zu
regulieren [148,149,194].

Die Apoptose ist ein wesentlicher physiologischer Prozess, der die zielgerichtete
Entfernung von Zellen ermdglicht. Dies ist sowohl fir die normale Entwicklung und
Funktion des Organismus, als auch fiir die Bekampfung von Krankheiten bedeutend [51].
Im Immunsystem spielt die Apoptose eine grofl3e Rolle in der Entfernung autoreaktiver
Zellen, in der Abtdtung infizierter Zellen und in der Herunterregulierung der
Immunantwort, sobald eine Infektion Gberstanden ist [141]. Insgesamt ist TRAIL also in
die  Immunuberwachung, insbesondere bei  malignen Prozessen und
Infektionskrankheiten, verwickelt [2,41,43].

Da bei bakteriellen Infektionen die Integrin-verwandte Signalkaskade uberwiegt, wird
TRAIL hier vermindert exprimiert, was in einer bidirektionalen Kinetik zwischen den
beiden infektiologischen Entitaten resultiert [56,104,144,157,236].

Weitere Anwendbarkeit zeigte TRAIL z. B. bei septischen Patient*innen, fur die niedrige

Werte mit einem erhdhten Mortalitats-Risiko assoziiert waren [207].
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5.3.2 IP-10

IP-10, auch C-X-C motif Chemokin Ligand 10 (CXCL 10) genannt, ist ein Polypeptid und
gehort zur Familie der Chemokine. Chemokine fungieren als Signalproteine wahrend der
Immunantwort und in Entziindungsprozessen. Sie bewirken die Chemoattraktion/-taxis
von Immunzellen (Leukozyten) und erhéhen die kapillare Permeabilitét. Sie ermdglichen

den Immunzellen somit zur infizierten bzw. entziindeten Lokalisation zu gelangen [31].

Nach Kontakt mit antigenprasentierenden Zellen produzieren T-Lymphozyten
Interferon-y. Dies zahlt zu den Typ-Ill-Interferonen und ist ein wichtiger Aktivator der
zellularen Immunantwort. Interferon-y stimuliert insbesondere Monozyten, aber auch
weitere Immunzellen sowie Endothel- und Bindegewebszellen zur Bildung von IP-10
[15,119]. IP-10 aktiviert den CXCR3-Rezeptor auf Leukozyten, was dessen
Chemoattraktion und -taxis bewirkt. Betroffene Leukozyten sind insbesondere
T-Lymphozyten, Natirliche Killerzellen, Monozyten sowie basophile und eosinophile
Granulozyten [15,160]. Weitere proinflammatorische und proliferatorische Effekte
bewirkt IP-10 durch die Hochregulierung von co-stimulatorischen Molekilen (z. B.
Interleukin (IL)-8 und CXCL5) [55,105].

IP-10 ist somit an der Bereitstellung von Leukozyten fur die lokale Immunreaktion
beteiligt. Es wird bei Infektionen synthetisiert, wobei dies bei viraler Atiologie verstarkt
der Fall ist [144]. Mdgliche Begriindungen sind, dass Interferone vermehrt bei Kontakt
mit Viren gebildet werden und IP-10 so gut wie keinen Effekt auf neutrophile
Granulozyten zu bewirken scheint [160], welche fir die Bek&mpfung bakterieller

Infektionen wichtig sind.

In vergangenen Studien wurde demonstriert, dass IP-10 ein mdglicher Marker fiir die

Steuerung von Entziindung und Steroid-Therapie bei COVID-19-Patient*innen ist [106].

5.3.3 CRP

CRP gehdrt zur Gruppe der Akute-Phase-Proteine. Es handelt sich dabei um
Plasmaproteine, welche bei Entziindungen und Gewebeschédigungen stark vermehrt

im Blut auftreten. Sie gelten als Teil der unspezifischen, angeborenen Immunreaktion.

Nach Stimulation durch IL-6 wird CRP in der Leber gebildet. Es kann charakteristische
Muster, insbesondere Phosphocholin, erkennen und binden (pattern recognition
molecule). Phosphocholin ist in der Zellwand vieler Bakterien zu finden. Zudem wird es
nach Schadigung oder Apoptose aus der Zellmembran menschlicher Zellen freigesetzt.

Nach Bindung an Phosphocholin interagiert CRP direkt mit dem Komplementfaktor C1
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und aktiviert somit auf klassischem Wege das Komplementsystem, dessen Ziel die
Abtétung von Pathogenen ist. Dies geschieht entweder direkt durch die Bildung eines
lytischen Membranangriffskomplexes oder indirekt, indem durch Freisetzung weiterer
Mediatoren oder Opsonierung andere Teile der Immunabwehr aktiviert werden.
Zusatzlich kann CRP zur Phagozytose beféhigte Zellen direkt aktivieren und Antikorper-
Rezeptoren (FcyR) binden. Dies resultiert in einer Sekretion von Zytokinen und einer

Induktion weiterer inflammatorischer Prozesse [11,187,215].

CRP ist also als Teil der unspezifischen Immunabwehr direkt an der Bekampfung von
Infektionen beteiligt. Aufgrund der Bindung an Phosphocholin sind CRP-Level bei
bakteriellen Infektionen stark erhéht. Sie steigen allerdings auch in viralen Infektionen

an, vermutlich ausgeldst durch Zellschadigungen [11,144].

Die Messung von CRP wird in vielen Krankenhausern bereits routinemafig
durchgefihrt, um inflammatorische Prozesse zu detektieren. Die Spezifitat ist allerdings
gering, da erhdhte Werte im Rahmen von Infektionen, aber auch von malignen und
autoimmunen Prozessen sowie postoperativ, parainfektios oder nach Traumata
auftreten konnen [187,215].
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5.4 Ziele der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist die Evaluierung der Biomarker TRAIL, IP-10 und CRP fur
verschiedene Einsatzgebiete in der infektiologischen Diagnostik. Dafur wird die
DIRECTOR-Studie herangezogen, in der die Anwendung der Marker bei COVID-19

erforscht wurde.

Folgende Fragestellungen werden gezielt bearbeitet:

1.

Wie unterscheidet sich die Expression von TRAIL, IP-10 und CRP zwischen
COVID-19-Patient*innen und gesunden Proband*innen bzw. Proband*innen mit
anderen akuten Atemwegsinfektionen? Ist eine Unterscheidung zwischen diesen
Gruppen mit Hilfe der drei Biomarker méglich? Sind es somit gute Biomarker fir
die Stellung der COVID-19-Diagnose?

Korrelieren die gemessenen Werte von TRAIL, IP-10 und CRP mit dem
Schweregrad von COVID-19? Lasst sich der klinische Verlauf anhand der
anfanglich und im Verlauf gemessenen Werte nachvollziehen? Sind die
Biomarker somit geeignet fur die Uberwachung des Krankheitsverlaufs?

Kann anhand frihzeitig gemessener Werte von TRAIL, IP-10 und CRP der
klinische Verlauf von COVID-19 antizipiert werden? Besitzen die drei Biomarker
somit eine Vorhersagekraft und konnen in der Abschatzung der Prognose
eingesetzt werden?

Besteht ein Bezug zwischen den Biomarkern TRAIL, IP-10 und CRP mit zeitnah
gemessenen Ct-Werten der RT-qgPCR-Testungen auf SARS-CoV-2? Lasst sich
somit mittels der Messwerte eine Abschatzung der Infektiositat von COVID-19-
Patient*innen vornehmen?

Lasst sich die unterschiedliche Expression von TRAIL, IP-10 und CRP in den
zuvor genannten Szenarien (1-4) mechanistisch anhand vorbeschriebener
Literatur erklaren?

Wie lassen sich die gewonnenen Erkenntnisse auf die allgemeine
infektiologische Diagnostik anwenden? Wie lasst sich anhand aktueller

Erkenntnisse der zukiinftige Nutzen von Biomarkern bewerten?
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6 Material und Methodik

6.1 Studiendesign und Kollektiv

Die DIRECTOR-Studie (Dynamics of the immune response to COVID-19 / infection by
SARS-coronavirus-2) war eine prospektive, beobachtende Kohortenstudie, die am
Universitatsklinikum des Saarlandes in Homburg/Saar unter Mitwirken verschiedener
Fachrichtungen durchgefihrt wurde [65,202,203].

Teilnehmende Patient*innen wurden wahrend der zweiten und dritten Welle der
COVID-19-Pandemie (Dezember 2020 bis Juli 2021) rekrutiert. Als Einschlusskriterien
galten eine RT-gPCR-bestatigte Infektion mit SARS-CoV-2 und eine nach muindlicher
Aufklarung unterschriebene Einwilligungserklarung. In Einzelfdllen wurde die
Einwilligung gesetzlich Vertretender eingeholt. Des Weiteren mussten Teilnehmende
alter als drei Monate sein, wobei die Ergebnisse der unter 18-Jahrigen gesondert
analysiert wurden [65] und nicht Teil dieser Arbeit sind.

Zusatzlich wurden retrospektiv COVID-19-Patient*innen eingeschlossen, die wahrend
der ersten Pandemiewelle (Mérz bis Mai 2020) innerhalb einer Probephase Messungen
der Biomarker am Universitatsklinikum erhielten. Es galten dieselben
Einschlusskriterien.

In die Studie wurden Proband*innen fur die Bildung von Kontrollgruppen einbezogen. Es
bedurfte fur die Teilnahme eines negativen SARS-CoV-2 RT-gPCR-Tests und ebenfalls
einer unterschriebenen Einwilligungserklarung.

Vor Studienbeginn lag ein positives Votum der Ethik-Kommission der Arztekammer des
Saarlandes vor (Referenznummer 019/20). AuBerdem war die Studie unter
clinicaltrials.gov registriert (NCT04655521).
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6.2 Studienverfahren

6.2.1 Rekrutierung

Fur die RT-gPCR-Testung auf SARS-CoV-2 wurden routinemaRlig tiefe
Nasopharyngealabstriche in der Notaufnahme durchgefuhrt. Patient*innen mit positivem
Testergebnis oder initialem Verdacht auf COVID-19 (klinische Symptomatik und
positiver Antigen-Schnelltest) wurden in einem Aufklarungsgespréach ausfihrlich tber
die DIRECTOR-Studie informiert und erhielten die Méglichkeit zur Teilnahme. Im Zuge
dessen wurde die Einwilligungserklarung unterschrieben.

Des Weiteren wurden Patient*innen berlcksichtigt, die sich wahrend ihres
Krankenhausaufenthalts mit SARS-CoV-2 infizierten und somit in der regelmaRigen,
klinikweiten RT-gPCR-Testung auffielen. Sie wurden daraufhin auf die Infektionsstation
verlegt, ebenfalls iber die Studie aufgeklart und nach erfolgter Einwilligung in die Studie
eingeschlossen.

Die Kontrollgruppen setzten sich hauptsachlich aus Mitarbeitenden zusammen. Sie
wurden in der internen Abstrichambulanz rekrutiert, wo Mitarbeitende routinemaRig oder
aufgrund eines Krankheitsverdachts einen RT-qPCR-Test auf SARS-CoV-2 erhielten.
Bei Rekrutierung wurde den teilnehmenden COVID-19-Patient*innen sowie
Proband*innen der Kontrollgruppen eine fortlaufende Identifikationsnummer zugeteilt,

um eine Pseudonymisierung sicherzustellen.

6.2.2 Prozedere

Tiefe Nasopharyngealabstriche, RT-gPCR-Tests auf SARS-CoV-2 und Blutentnahmen
wurden bei COVID-19-Patient*innen regelmafdig im Rahmen der Routineversorgung
durchgefuhrt. Fir die Messungen der Biomarker wurde ein extra Serumréhrchen
abgenommen. Die Messungen wurden aus logistischen Griinden im Zentrallabor und
SARS-CoV-2-RT-gPCR-Tests im Institut fur Virologie durchgefiihrt. Alle Patient*innen
wurden nach dem aktuell gilltigen medizinischen Versorgungsstandard der Klinik
versorgt.

Proband*innen der Kontrollgruppen erhielten lediglich eine Blutentnahme zum Zeitpunkt
der Rekrutierung in der internen Abstrichambulanz. Vermerkt wurde das jeweilige Alter
und Geschlecht der Teilnehmenden. AuRerdem wurde das Vorhandensein von

Krankheitssymptomen erfragt.
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6.2.3 Datenerhebung

Nach Entlassung wurden die COVID-19-Patient*innen-bezogenen Daten aus den
einzelnen Krankenakten systematisch erhoben. Die Daten wurden nur unter
Verwendung der zuvor zugeteilten Identifikationsnummern in elektronischen
Erhebungsbdgen (engl. Electronic case report form, eCRF) gespeichert.

Zu den erhobenen Daten gehorten:

¢ Anamnese: Exposition, Vorerkrankungen, Medikation, aktuelle Beschwerden

e Alter, Geschlecht, Gro3e, Gewicht

e Vitalzeichen: Temperatur, Blutdruck, Herzfrequenz, Atemfrequenz, transkutane
Sauerstoffsattigung

e Laborwerte, Blutgasanalysen

¢ Befunde der Mikrobiologie, Virologie (inklusive Ct-Werte), Radiologie

e Verordnete Medikation, durchgefiuihrte MaRnahmen

e Dauer der Hospitalisierung, ggf. Dauer der Intensivbehandlung,

Beatmungsdauer, Mortalitat

Fur COVID-19-Patient*innen, die Uber die Notaufnahme vorstellig wurden, wurde der
,2National Early Warning Score” (NEWS) bei Aufnahme generiert. Dieser wurde als
Hilfsmittel far die klinische Einschatzung und Standardisierung akut kranker
Patient*innen vom Londoner Royal College of Physicians entwickelt. Im NEWS-Score
sind jeweils Normbereiche fir Vitalparameter und den Bewusstseinszustand definiert,
wahrend Abweichungen je nach Ausmalfd mit Punkten bewertet und aufaddiert werden
(Tabelle 2) [168].

Fur die Bewertung des Bewusstseinszustands wird das AVPU-Schema genutzt. Dabei
werden wache Patient*innen (alert, A) von Patient*innen, die nur auf laute Ansprache
(verbal response, V), auf einen Schmerzreiz (painful stimuli, P) oder gar nicht
(unresponsive, U) reagieren, abgegrenzt.

Idealerweise sollte der NEWS-Score in Form eines Frilhwarnsystems mit einem
Mafnahmenkatalog verbunden sein. Ein Wert von = 5 ist als mittleres Risiko definiert
und sollte eine Therapieeskalation sowie eine regelmaRige Uberwachung nach sich
ziehen [168].
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Tabelle 2: Der NEWS-Score: Ubersicht und Bewertung, in Anlehnung an [168]

Parameter +3 +2 +1 0 +1 +2 +3
Atemfrequenz [1/min] <8 9-11  12-20 21-24 225
Sauerstoffsattigung <91 92-93 9495 =296
(%]
Sauerstoffgabe Ja Nein
Temperatur [°C] <35,0 35,1- 36,1- 38,1- =391
36,0 38,0 39,0
Systolischer <90 91- 101- 111- = 220
Blutdruck [mmHg] 100 110 219
Herzfrequenz [1/min] <40 41-50 51-90 91- 111- =131
110 130

Bewusstseinszustand A Vv, P,

u

6.2.4 Gruppenzuordnung und Subanalysen

Gemald der moglichen Einsatzgebiete der Biomarker wurden COVID-19-Patient*innen
und Proband*innen der Kontrollgruppen unterschiedlichen Gruppen zugeordnet und
Subanalysen erstellt. Die Einsatzgebiete betreffen die Stellung der COVID-19-Diagnose,
die Uberwachung des Krankheitsverlaufs, sowie die Abschatzung von Prognose und

Infektiositat.

COVID-19-Diagnose

Biomarker-Messwerte aller COVID-19-Patient*innen wurden mit zwei Kontrollgruppen

verglichen. Kontrollgruppe 1 (KG 1) bestand aus gesunden Erwachsenen, wahrend
Kontrollgruppe 2 (KG 2) Erwachsene mit Symptomen einer anderen akuten
Atemwegsinfektion umfasste. Patient*innen, bei denen sich der initiale Verdacht auf
COVID-19 nicht durch einen positiven RT-gPCR-Test bestatigen lie3, wurden

nachtraglich der KG 2 zugewiesen.

Uberwachung des Krankheitsverlaufs

COVID-19-Patient*innen wurden abhangig von ihrem individuellen Krankheitsausmaf}
Gruppen zugeordnet. Dabei dienten die Leitlinien der WHO zur therapeutischen
Versorgung COVID-19-Erkrankter als Orientierung, in denen die drei Schweregrade
Lhicht schwer®, ,schwer® und ,kritisch® benannt werden [225]. Nach folgenden
Gesichtspunkten erfolgte die Aufteilung:
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e ,nicht schwer“: Keines der Folgenden trifft zu

e ,schwer”: Sauerstoffsattigung im Verlauf <90% bei Raumluft und/oder die
Angabe von Luftnot als filhrendes Krankheitssymptom

e  kritisch*: Implementierung einer maschinellen Beatmung oder der Einsatz von

Vasopressoren notwendig

Weitere Parameter fur die Einschatzung des Schweregrads waren die Dauer des
Krankenhausaufenthalts und der Versorgung auf der ITS, sowie das Versterben auf der
ITS. Andere mdogliche Einflussvariablen wurden betrachtet. Zudem wurde eine
Untergruppe mit COVID-19-Patient*innen, die auf der ITS verstarben und eine

Untergruppe mit Patient*innen, die synthetische Glukokortikoide erhielten, gebildet.

Abschétzung der Prognose

Da eine Abschatzung der Prognose umso wertvoller ist, je friiher sie erfolgt, wurde eine
Subgruppe mit COVID-19-Patient*innen erstellt, deren erste Biomarker-Messung
innerhalb der ersten 24 Stunden nach Krankenhausaufnahme erfolgte. Die Messungen

wurden mit dem am selben Tag in der Notaufnahme erhobenen NEWS-Score gepaart.

Abschétzung der Infektiositat

Fur eine weitere Subanalyse wurden von allen COVID-19-Patient*innen verfigbare
Ct-Werte der SARS-CoV-2-RT-gPCRs gesammelt und mit Biomarker-Messwerten
gepaart, sofern diese am selben Tag oder am Tag zuvor gemessen wurden. In die
Subanalyse wurden nur diese Paare einbezogen. Aufgrund der Datenlage [140] und
deutscher Quarantanebestimmungen wurden Ct-Werte von < 30 als ,infektiés* und

Werte > 30 als ,nicht-infektiés“ gewertet.
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6.3 Labormethoden
6.3.1 Grundlagen der Messungen

Die Biomarker TRAIL, IP-10 und CRP wurden mittels eines MeMed Keys™ gemessen.
Es handelt sich dabei um eine vollautomatisierte Point-of-Care-Testplattform, deren
Messprinzip auf der gleichzeitigen Durchfiihrung drei verschiedener chemilumineszenter
Immunoassays (CLIA) beruht (ImmunoXpert™, Abbildung 7). Bei einem solchen
Immunoassay sind fir das zu messende Antigen spezifische Fangantikdrper Uber
Partikel auf einer Mikroplatte gebunden. Nach Zugabe des Probematerials kommt es zu
einer Antigen-Antikdrper-Reaktion mit Komplexbildung. Entstandene Komplexe werden
Uber eine eigene Bindungsstelle am Antigen durch einen zweiten Antikorper, den
Detektionsantikbrper, gebunden. Somit entstehen Antikorper-Antigen-Antikorper-
Komplexe. Der Detektionsantikorper ist mit einem Enzym konjugiert. Das passende
Substrat ist ein lumineszentes Molekil, bei dessen Umsetzung elektromagnetische
Strahlung im Bereich des ultravioletten bis sichtbaren Lichts (Wellenlange A=300-800
nm) ausgesendet wird. Diese Energie entsteht, wenn ein Elektron vom angeregten
Zustand in den Ruhezustand Ubergeht. Die Menge der emittierten Strahlung wird
gemessen. Sie ist proportional zur ausganglichen Antigenmenge der Probe, was eine

direkte Quantifizierung ermdglicht [39,40].

Legende
Partikel

Fangantikérper

Detektionsantikorper

Substrat
Antigen M
+

emittiertes Licht

Abbildung 7: Vereinfachtes Prinzip eines Chemilumineszenten Immunoassays, erstellt mit
Apple Pages, in Anlehnung an [39,40]

Y
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6.3.2 Durchfihrung der Messungen

Zunachst wurden die Serumproben im Zentrallabor mit 4 000 Umdrehungen pro Minute
fur 20 Minuten bei 20 °C zentrifugiert (Rotixa 50 RS Zentrifuge). Das Zeitlimit fur diesen
Schritt betrug zwei Stunden. Anschlielend wurde innerhalb der néchsten Stunde der
Test durchgefiihrt. Falls dies nicht méglich war, wurden die Proben voriibergehend bei
-20 °C eingefroren.

Die Testplattform bestand aus einem MeMed Key™-Analysator und Einweg-
Testkassetten (Abbildung 8).

Abbildung 8: MeMed Key™-Analysator und Testkassette, aus MeMed Key™ Instructions

for Use
Bei der Testkassette handelte es sich um einen Einweg-Kunststoffbehalter, welcher
versiegelt war und mehrere Kammern enthielt. Folgende Reagenzien waren enthalten

(jeweils ca. 1 ml):

e Puffer auf Salzbasis

e Puffer auf Proteinbasis

o Gepuffertes Surfactant (bzw. Tensid)

e Mit monoklonalen Antikorpern Uberzogene Partikel (anti-TRAIL, anti-IP-10,
anti-CRP)

e Mit Detektionsenzymen konjugierte Antikorper (anti-TRAIL, anti-IP-10, anti-CRP)

e Substratldsung

Fur die Durchfihrung der Messungen meldete sich der Benutzer bzw. die Benutzerin am
Analysator an, welcher Uber einen Touchscreen gesteuert wurde. AnschlieRend wurde
die Probenidentifikationsnummer eingegeben. Von der Serumfraktion wurden 100 pl in
die Probendffnung der Testkassette pipettiert (rot umrandete Offnung). Der QR-Code

der Testkassette wurde gescannt und die Testkassette in den Analysator eingesetzt.
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Auf dem Touchscreen wurde nun die zu erwartende Laufzeit der Messung von circa 15
Minuten angezeigt. Nach der erfolgreichen Durchfihrung des Tests wurden die
Ergebnisse fur TRAIL, IP-10 und CRP sowie der errechnete Score (MeMed BV™) auf
dem Bildschirm angezeigt (Abbildung 9).

ID ABCO Patient-O, PPP

MeMed BV {;}

IMX

ID ABCO Patient-O, PPP

MeMed BV

IMX

Completed on Jan 21, 2020 938 Completed on Jan 21, 2020 938 Print

Hide detalts

Moderate likelihood of Moderate likelihood of
viral infection (or

other non-bacterial

viral infection (or
E other non-bacterial

etiology) etiology)

TRAIL 378
CRP 399 o v

1P-10 10004 so

Finish Finish

Abbildung 9: Beispieldarstellung der Messergebnisse auf dem Bildschirm des MeMed Key™-
Analysators, aus MeMed Key™ Instructions for Use

AnschlieBend wurden die Ergebnisse in die Patient*innenakte Uberfihrt. Die
Testkassetten wurden nach Laborvorgaben entsorgt.

6.3.3 Interpretation der Ergebnisse

Die Serumlevel der drei Biomarker wurden in den folgenden Einheiten gemessen: TRAIL
und IP-10 in pg/ml, CRP in mg/l. Die Limitierungen der Proteinquantifizierung waren fir
TRAIL auf 15-300 pg/ml, fur IP-10 auf 100-6 000 pg/ml und fir CRP auf 1-250 mg/I
festgesetzt. Falls die Messergebnisse aulRerhalb der Bereiche lagen, wurden sie im
Analysator mittels ,Kleiner-/Gré3er-als Zeichen® dargestellt. Fir die Auswertung wurde
in diesem Fall die nachste angrenzende ganze Zahl ausgewahlt. Bei einem
Messergebnis von < 15 pg/ml TRAIL wurde also der Wert 14 pg/ml notiert.

Fur alle COVID-19-Patient*innen wurden initiale Biomarker-Messungen, maximale bzw.
minimale Werte wahrend des Krankenhausaufenthalts und intraindividuelle
Schwankungen betrachtet. Maximale Messwerte wurden zudem mit folgenden
Grenzwerten betrachtet: </= 30 pg/ml TRAIL, >/< 3000 pg/ml IP-10 und >/< 30 mg/| CRP.
Der MeMed BV™ Score, welcher computergestiitzt aus den gemessenen Werten fir
TRAIL, IP-10 und CRP errechnet wird, wurde fir die Unterscheidung zwischen einer
bakteriellen und viralen infektiologischen Atiologie entwickelt. Er wurde in dieser Arbeit

nicht gesondert analysiert.
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6.4 Statistische Methoden

Fur qualitative Variablen wurden absolute und relative Haufigkeiten berechnet.
Quantitative Variablen wurden als Median mit Interquartilsabstand (engl. interquartile
range, IQR) oder als Mittelwert mit Standardabweichung (s) betrachtet.
Gruppenvergleiche wurden mittels Mann-Whitney-U-Test fur stetige Variablen und
x2-Test flr kategoriale Variablen durchgefihrt. Falls mehr als 2 Gruppen verglichen
wurden, wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet und paarweise Vergleiche nach
Bonferroni korrigiert.

Durch Spearman-Korrelation wurden Zusammenhénge zwischen stetigen Variablen
untersucht und mittels Korrelationskoeffizienten (r) aufgezeigt.

Zusatzlich wurden logistische Regressionsanalysen durchgefihrt. Zunachst wurden
daflr univariable Modelle berechnet, dessen Ergebnisse per Chancenverhaltnis (engl.
Odds Ratio, OR) dargestellt wurden. AnschlieBend wurden alle Variablen mit
signifikanten Ergebnissen in der univariablen Analyse in multivariable, logistische
Regressionsanalysen einbezogen. Dessen Ergebnisse wurden durch das adjustierte
Odds Ratio (aOR) verkdrpert. 95 %-Konfidenzintervalle (KI) wurden berechnet.
Uberlebenszeitanalysen wurden durchgefiihrt, um den zeitlichen Faktor zu
berlcksichtigen. Sie wurden anhand von Kaplan-Meier-Kurven dargestellt und Gruppen
mittels Log-Rank-Test verglichen.

Fur die Einschatzung von Vorhersagekraften unter Einbezug aller Grenzwerte wurden
Receiver Operating Characteristics (ROC)-Kurven generiert und diese durch
Berechnung der darunterliegenden Flachen (area under the curve, AUC) verglichen.
Alle Analysen wurden mit GraphPad Prism (Version 9.0.0), SPSS (Version 28.0) und R
Studio (Version 1.3.1093) durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau wurde auf 0,05
festgesetzt.

6.4.1 Darstellung der Ergebnisse

Die grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte durch Tabellen, Boxplots, Kaplan-
Meier-Schatzer, ROC-Kurven, Streu-, Balken- und Liniendiagramme. Folgende Grade
der Signifikanz wurden angegeben: nicht signifikant (ns; p > 0,05), signifikant
(*; 0,01 < p<=0,05), sehr signifikant (**; 0,001 <p<0,01) und hoéchst signifikant
(***; p < 0,001).

Gemal der unterschiedlichen Einsatzgebiete von Biomarkern wurden Ergebnisse nach
COVID-19-Diagnose, Uberwachung des Krankheitsverlaufs und Abschatzung von

Prognose sowie Infektiositat gegliedert.
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7 Ergebnisse

7.1 Deskriptive Analyse

Wahrend des Studienzeitraums wurden 172 infrage kommende COVID-19-
Patient*innen zur Teilnahme an der DIRECTOR-Studie befragt. 30 von ihnen lehnten die
Teilnahme ab und 10 Patient*innen konnten aufgrund von Fehlern in der Biomarker-
Messung nicht berlcksichtigt werden. Insgesamt ergab sich daraus eine
Studienpopulation von 132 Patient*innen.

Aufgrund ihres klinischen Verlaufs wurden 39 Patient*innen (29,5 %) in die Gruppe ,hicht
schweres®, 62 (47 %) in die Gruppe ,schweres® und 31 Patient*innen (23,5 %) in die
Gruppe ,kritisches” COVID-19 eingeteilt.

7.1.1 Patient*innencharakteristika

Eine genaue Auflistung der einzelnen Patient*innencharakteristika zeigt Tabelle 3.

Tabelle 3: Charakteristika der COVID-19-Patient*innen, adaptiert nach [202]

Nicht Schwer Kritisch Gesamt
schwer (n=62) (n=31) (n=132)
(n=39)
Allgemein
Mittleres Alter, Jahre (min-max) 60 (23-93) 67 (28-98) 63 (46-87) 64 (23-98)
weiblich (n, %) 20 (51,3) 28 (45,2) 5 (16,1) 53 (40,2)
Raucher*innen (n, %) 0(0,0) 2(3,2) 0 (0,0 2 (1,5)
Ehemals Raucher*innen (n, %) 3(7,7) 3(4.8) 3(9,7) 9 (6,8)
Vorerkrankungen (n, %)
Diabetes mellitus 12 (30,8) 14 (22,6) 6 (19,4) 32 (24,2)
Arterielle Hypertonie 15 (38,5) 29 (46,8) 15 (48,4) 59 (44,7)
Kardiovaskulare Herzkrankheit 10 (25,6) 26 (42) 4(12,9) 40 (30,3)
Chronische Lungenerkrankung 6 (15,4) 7(11,3) 2 (6,5) 15 (11,4)
Chronische Nierenerkrankung 4(10,3) 11 (17,7) 5(16,1) 20 (15,2)
Malignom 4 (10,3) 8(12,9) 13,2 13 (9,8)
Transplantat 6 (15,4) 1(1,6) 3(9,7) 10 (7,6)
Adipositas 2 (5,1) 5(8,1) 17 (54,8) 24 (18,2)
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Insgesamt betrug das mittlere Alter aller COVID-19-Patient*innen 64 Jahre, mit einer
Spannweite von 23-98 Jahre. 40,2 % (n=53) der Teilnehmenden waren weiblich, wobei
nur 5 Frauen der Gruppe ,kritisch® zugeteilt wurden (16,1 %). Als haufigste
Vorerkrankung lag eine arterielle Hypertonie vor (n=59; 44,7 %). 13 Patient*innen
(9,8 %) litten unter einer aktiven Krebserkrankung und 10 Patient*innen (7,6 %) erhielten
in der Vergangenheit ein Spenderorgan. 18,2 % der Studienpopulation (n=24) waren

adip6s, wobei der Grofiteil (n=17) der Gruppe ,kritisch® zugeordnet wurde.

7.1.2 Krankheitsverlauf

Bei Krankenhausaufnahme gaben 109 der teilnehmenden COVID-19-Patient*innen
(82,6 %) an, unter COVID-19-typischen Symptomen zu leiden. 65 davon litten unter
Luftnot, 55 hatten Fieber und nur 1 Patient*in erwahnte Halsschmerzen (Abbildung 10).

707

Anzahl der Nennungen

| .

Husten Halsschmerzen Luftnat Fieber Ubelkeit Verlust des
Geschmacks-
undfoder
Geruchssinns

Abbildung 10: Balkendiagramm der von COVID-19-Patient*innen genannten Symptome.

Mehrfachnennungen waren mdoglich.
Im Mittel verbrachten die Patientinnen 21,5 Tage (s=24,8) im Krankenhaus, wobei
Patient*innen der Gruppe ,nicht schwer” nur 14 (s=8) und Patient*innen der Gruppe
.Kritisch® 42 Tage (s=40) dort verweilten. Nur ein Patient verblieb in ambulanter
Versorgung. Insgesamt wurden 47 Patient*innen (35,6 %) auf die ITS verlegt, wo sie im
Mittel 7,49 Tage (s=22,6) Uberwacht wurden. 29 Patient*innen der Gruppe ,kritisch*
(93,5 %) bendtigten eine maschinelle Beatmung und ihre mittlere Beatmungsdauer
betrug 24 Tage (s=24). Aus der Studienpopulation verstarben 21 Patient*innen (15,9 %),
wobei nur 13 der Verstorbenen zuvor auf die ITS verlegt wurden und nur 10 von ihnen

aufgrund aller klinischer Daten der Gruppe ,kritisches*“ COVID-19 zugeteilt wurden.
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Zusatzliche Erreger wurden bei 57 der Patient*innen nachgewiesen, wobei es sich bei
47 Patient*innen um einen Bakterien- und bei 10 um einen Pilznachweis handelte. Dabei
fanden sich 7 dieser Pilznachweise bei Patient*innen der Gruppe ,kritisches* COVID-19
und 3 mal handelte es sich um Schimmelpilze in Atemwegsmaterialien.

Im klinischen Verlauf erhielten 75 % der Kohorte (n=99) eine antibiotische Therapie.
Remdesivir wurde bei 16 Patient*innen verabreicht (12,1 %) und synthetische
Glukokortikoide (Prednison/-olon, Dexamethason) wurden bei 38 (28,8 %) eingesetzt. 5
Patient*innen (3,8 %) bendtigten Vasopressoren und 10 (7,6 %) eine ECMO. Alle Details
zum klinischen Verlauf der teilnehmenden COVID-19-Patient*innen sind in Tabelle 4
dargestellt.

Tabelle 4: Details zum klinischen Verlauf der COVID-19-Patient*innen, adaptiert nach [202]

Nicht Schwer  Kritisch Alle

schwer (n=62) (n=31) (n=132)

(n=39)
Krankenhausaufenthalt
Symptome bei Aufnahme (n, %) 29 (55,6) 52(83,9) 28(90,3) 109 (82,6)
Krankenhaustage (Mittel, s) 14 (8,0) 16 (14,00 42(40,0) 21,48(24,8)
Aufnahme auf ITS (n, %) 4 (10,3) 12(19,4) 31 (100) 47 (35,6)
Tage auf ITS (Mittel, s) 0(2,0) 1(2,0) 30 (39) 7,49 (22,6)
Maschinelle Beatmung (n, %) 0(0,0) 0 (0,0) 29 (93,5) 29 (22,0)
Tage am Beatmungsgerat 0 (0,0) 0 (0) 24 (24) 5,74 (15,4)
(Mittel, s)
Verstorben (n, %) 2(5,1) 9 (14,5) 10 (32,3) 21 (15,9)
Zusatzlicher Erregernachweis
(n, %)
Nachweis von Bakterien 14 (35,9) 16(41,00 17 (54,8) 47 (35,6)
Nachweis von Pilzen 2(5,1) 1(1,6) 7 (22,6) 10 (7,6)
Behandlung (n, %)
Remdesivir 2 (5,1) 13 (21,0) 13,2) 16 (12,1)
Prednison/-olon 7(17,9) 4 (6,5) 4(12,9) 15 (11,4)
Dexamethason 9(23,1) 12 (6,5) 2 (6,5) 23 (17,4)
Antibiotika 27 (69,2) 44 (71,00 28(90,3) 99 (75,0)
Vasopressoren 0 (0,0) 0 (0,0) 5(16,1) 5(3,8)
Dialyse 1(2,6) 4(6,5 14 (452 19 (14,4)
ECMO 0 (0,0) 0 (0,0) 10 (32,3) 10 (7,6)
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7.1.3 Weiteres

Insgesamt wurden 899 Messungen der Biomarker TRAIL, IP-10 und CRP bei
teilnehmenden COVID-19-Patient*innen durchgefihrt. Dies resultierte in einer Anzahl
von 6,8 Messungen pro Patient*in. Die erste Messung fand im Mittel 4,5 Tage (s=6,5)
nach Krankenhausaufnahme statt. Minimale Werte fir TRAIL traten im Mittel 8,08 Tage
(s=8,17) nach Aufnahme ins Krankenhaus auf, wahrend sich maximale Werte fir IP-10
nach 6,86 (s=8,84) und fir CRP nach 6,87 (s=7,65) Tagen fanden.

KG 1 bestand aus 19 gesunden Proband*innen mit einem mittleren Alter von 49 Jahren
(Spannweite 23-76). Von ihnen waren 12 (63,2 %) weiblich.

Die KG 2 umfasste 8 Proband*innen mit Symptomen einer akuten Atemwegsinfektion.
Ihr mittleres Alter betrug 43 Jahre (22-83) und 87,5 % (n=7) waren weiblich. Folgende
Symptome wurden genannt: Husten n=3, Halsschmerzen n=4, Fieber n=1, Andere n=5.

Mehrfachnennungen waren maéglich.

Die Subgruppe der COVID-19-Patient*innen mit ersten Biomarker-Messungen innerhalb
der ersten 24 Stunden nach Krankenhausaufnahme umfasste 58 Patient*innen, von
denen 53,4 % (n=31) weiblich waren. 33 von ihnen (56,9 %) erlitten einen ,schweren®

und 5 (8,6 %) einen ,kritischen“ Krankheitsverlauf. 2 (3,4 %) verstarben auf der ITS.

Fur 123 COVID-19-Patient*innen waren Ct-Werte von insgesamt 436 RT-gqPCR-
Testungen auf SARS-CoV-2 verfiugbar (im Mittel 3,54 pro Patient*in). Die ersten Ct-
Werte lagen dabei 2,65 Tage (s=7,69) nach Krankenhausaufnahme vor. Im Mittel
betrugen sie 24,67 (s=6,07), wahrend der minimale Wert bei 14 und der maximale Wert
bei 39 lag.
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7.2 COVID-19-Diagnhose

COVID-19-Patient*innen erreichten in ihren ersten Messungen ein medianes TRAIL von
49,5 pg/ml (IQR 68,25), Proband*innen der KG 1 ein medianes TRAIL von 87 pg/ml (IQR
51) und die der KG 2 ein medianes TRAIL von 73,5 pg/ml (IQR 41). Mit einem p-Wert
von 0,041 waren die Unterschiede im Mehrgruppenvergleich signifikant (Abbildung 11A).
Der Vergleich von IP-10 Leveln zwischen den genannten Gruppen ergab ebenfalls einen
signifikanten Unterschied im Mehrgruppenvergleich (p <0,001). Bei COVID-19-
Patient*innen fand sich hier ein medianes IP-10 von 667,5 pg/ml (IQR 1252,3) und in der
KG 1 ein medianes IP-10 von 127 pg/ml (IQR 40) (Abbildung 11B).

Die Betrachtung von initial gemessenen CRP-Werten ergab fur COVID-19-Patient*innen
einen medianen Wert von 75,3 mg/l (IQR 117,4), fir Proband*innen der KG 1 einen
medianen Wert von 1,6 mg/l (IQR 4,4) und fiir Proband*innen der KG 2 ein medianes
CRP von 1,05 mg/l (IQR 19,45). Der im Mehrgruppenvergleich errechnete p-Wert von
< 0,001 zeigte einen signifikanten Unterschied an (Abbildung 11C).

Bei keinem der drei Biomarker konnte ein signifikantes Ergebnis im paarweisen

Vergleich der Messwerte von KG 1 und KG 2 erzielt werden.
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Abbildung 11: Differenzielle Expression der Biomarker zwischen Proband*innen der
Kontrollgruppen und ersten Messungen der COVID-19-Patient*innen, adaptiert nach [202]

Die univariate, logistische Regressionsanalyse mit dem Endpunkt (engl. Outcome) eines
positiven RT-gPCR Tests auf SARS-CoV-2, in die alle Patient*innen und Proband*innen
einbezogen wurden, lieferte ein signifikantes Odds Ratio fur IP-10 (OR 1,007; p=0,001)
und CRP (OR 1,144; p<0,001). Im multivariablen Modell verblieb CRP als signifikant
(aOR 1,112; p<0,001; Nagelkerkes R? 0,703).
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7.3 Uberwachung des Krankheitsverlaufs
7.3.1 Vergleich des COVID-19-Schweregrads

Bei der Betrachtung der ersten TRAIL-Messwerte von COVID-19-Patient*innen ergaben
sich sowohl im Mehrgruppenvergleich (p < 0,001), als auch im direkten, paarweisen
Vergleich zwischen ,schwerem® und ,kritischem® COVID-19 nach Bonferroni-Korrektur
(p=0,005) signifikante Unterschiede. Dabei war der Median der Gruppe ,kritisch* mit 28
pg/ml (IQR 32,8) weitaus geringer als der der beiden anderen Gruppen (,nhicht schwer*:
86 pg/ml, IQR 99; ,schwer®: 54 pg/ml, IQR 63,45) (Abbildung 12A). Minimale TRAIL-
Werte wahrend des Krankenhausaufenthalts zeigten ebenfalls keine signifikante
Abstufung zwischen den ersten beiden Schweregraden (p=0,288), jedoch im
Mehrgruppen- (p < 0,001) und direktem Vergleich zwischen ,schwerem* (Median 35,5
pg/ml, IQR 32,25) und ,kritischem® COVID-19 (Median 17 pg/ml, IQR 18, p < 0,001)
(Abbildung 12D).

Weder initial gemessene, noch maximale IP-10 Werte zeigten in den genannten
Vergleichen signifikante Ergebnisse. Die Mediane der drei Gruppen lagen initial
zwischen 584-773,5 pg/ml und maximal zwischen 945-1013 pg/ml (Abbildung 12B und
E).

Fur die initial gemessenen CRP-Werte ergab sich in der Gruppe ,kritisches* COVID-19
ein Median von 1455 mg/l (IQR 149) und geringere Werte fur die beiden anderen
Gruppen (,nicht schwer®: 46,8 mg/l, IQR 85,7; ,schwer®: 62,4 mg/l, IQR 99,8). In allen
drei Gruppen war jedoch der maximale Messwert von 251 mg/l vertreten. Signifikante
Ergebnisse wiesen der Mehrgruppenvergleich (p < 0,001), ebenso wie der direkte
Vergleich zwischen ,schwerem® und ,kritischen® COVID-19 auf (p < 0,001) (Abbildung
12C). Mit Blick auf maximale CRP-Werte liel3en sich gleiche Ergebnisse in den
beschriebenen Vergleichen feststellen (p < 0,001). In der Gruppe ,kritisches* COVID-19
war der Median bereits der héchstmogliche Wert von 251 mg/l (IQR 123,3), wéhrend
dieser bei ,schwerem® Verlauf bei 77,3 mg/l (IQR 113,55) lag (Abbildung 12F).

Des Weiteren korrelierten initial gemessene TRAIL-Werte negativ und CRP-Werte
positiv mit der Dauer des Krankenhaus- (r=-0,2532; p=0,0034 bzw. r=0,3107; ist 0,001)
und ITS-Aufenthalts (r= -0,6264; p < 0,001 bzw. r=0,5687; p < 0,001) von COVID-19-
Patient*innen. Fir gemessenes IP-10 konnten keine signifikanten Korrelationen gezeigt

werden.
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Abbildung 12: Differenzielle Expression der ersten (A-C) und minimalen/maximalen (D-F)

Biomarker-Messungen von COVID-19-Patient*innen
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7.3.2 Einflussfaktoren auf den COVID-19-Schweregrad

Mit der folgenden logistischen Regressionsanalyse wurde untersucht, inwiefern
Faktoren (unabhéngige Variablen) die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von (A)
,Kritischem® COVID-19 und (B) Tod auf der ITS in der beschriebenen Studienkohorte

beeinflussten. Ausfihrliche Ergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt.

Mannliche Patienten hatten ein 4,709-fach (p=0,003) und adipdse Patient*innen ein
16,306-fach (p < 0,001) hoheres Risiko einen kritischen Krankheitsverlauf zu erleiden.
Erhéhte Werte fur CRP, IL-6, Laktatdehydrogenase (LDH), D-Dimere, Ferritin und der
Leukozytenzahl waren mit einer leicht erh6hten Wahrscheinlichkeit fir einen kritischen
Verlauf vergesellschaftet (OR 1,001-1,160). Eine 73,3 % geringere Chance auf diesen
Verlauf wiesen Patient*innen mit einer Kardiovaskularen Herzkrankheit auf (OR 0,267;
p=0,022). Weitere protektive Effekte waren erhéhten initialen TRAIL-Werten
zuzuschreiben (OR 0,982; p=0,004). Minimale und maximale Messwerte der Biomarker
wurden fir diesen klinischen Endpunkt nicht berlicksichtigt, da sie nicht zwingend vor
dessen Eintreten vorlagen.

Im multivariablen Modell verblieben fir das Erleiden eines ,kritischen® Verlaufs lediglich
das Vorliegen von Adipositas mit einem 40,766-fach erhdhten Risiko (95 %-KI 9,006-
184,520; p <0,001) und erhéhte Ferritin-Werte (aOR 1,001; 95 %-KI 1,000-1,001;
p=0,001) als signifikante Einflussvariablen (Nagelkerkes Rz 0,506). Sie stellten somit

unabhangige Risikofaktoren dar.

Mit Blick auf den klinischen Endpunkt ,Tod auf der ITS" lie® sich als einziges klinisches
Merkmal mit einem erhdhten Auftretensrisiko das Vorliegen von Adipositas (OR 6,027;
p=0,002) beobachten. Zudem war eine niedrige Lymphozytenzahl, erhéhte D-Dimere,
sowie ein erhdhter Wert fur IP-10 (OR 1,001; p < 0,001) und CRP (1,013; p < 0,001) mit
dem Auftreten des Ereignisses assoziiert. Das gleiche galt fir die minimalen bzw.
maximalen Messwerte der Biomarker TRAIL, IP-10 und CRP.

Unabhéangige Risikofaktoren fiir das Versterben auf der ITS stellten in der multivariablen
Analyse eine niedrige Lymphozytenzahl (aOR 0,997; 95 %-KI 0,994-1,000; p=0,028) und
ein hohes maximales CRP (aOR 1,02; 95 %-KI 1,006-1,033; p=0,003) dar (Nagelkerkes
R20,474).

Initiale TRAIL-Werte korrelierten nicht mit der simultan gemessenen Lymphozytenzahl
(r=0,1; p=0,285).
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Tabelle 5: Ergebnisse der univariaten, logistischen Regressionsanalyse fiir die abhangige
Variable (A) ,kritisches” COVID-19 und (B) Tod auf ITS.
Bei den Laborwerten wurde, sofern nicht anders beschrieben, die erste Messung beriicksichtigt.
Signifikante Ergebnisse sind fettgedruckt hervorgehoben.

(A) ,kritisches“ COVID-19

(B) Tod auf ITS

Unabhangige Variable OR (95 %-KI) p-Wert OR (95 %-KIl) p-Wert
Mannliches 4,709 (1,675-13,240) 0,003 | 2,189 (0,570-8,403) 0,254
Geschlecht

Alter [Jahre] 0,996 (0,970-1,023) 0,781 | 1,027 (0,985-1,070) 0,207
Adipositas 16,306 (5,740-46,320)  <0,001 | 6,927 (2,061-23,282) 0,002
Diabetes mellitus 0,692 (0,256-1,875) 0,469 | 0,491 (0,103-2,345) 0,373
Arterielle Hypertonie 1,214 (0,542-2,721) 0,637 | 2,261 (0,695-7,354) 0,175
Kardiovaskulare 0,267 (0,087-0,825) 0,022 | 2,116 (0,660-6,785) 0,207
Herzkrankheit

Chronische 0,467 (0,099-2,192) 0,334 | 0,688 (0,082-5,763) 0,730
Lungenerkrankung

Chronische 1,103 (0,366-3,323) 0,862 1,781 (0,442-7,185) 0,417
Nierenerkrankung

Malignom 0,247 (0,031-1,982) 0,188 | 1,073 (0,123-9,332) 0,949
Transplantat 1,439 (0,349-5,933) 0,615 | 0,944 (0,110-8,115) 0,958
Ferritin [mg/dl] 1,001 (1,000-1,001) 0,001 | 1,000 (1,000-1,001) 0,075
IL-6 [pg/ml] 1,009 (1,004-1,013) <0,001 | 1,000 (0,999-1,001) 0,911
Leukozytenzahl 1,119 (1,034-1,210) 0,005 | 0,945 (0,806-1,106) 0,480
[103/ul]

Lymphozytenzahl [1/ul] 1,000 (0,999-1,000) 0,520 | 0,997 (0,995-0,999) 0,002
LDH [U/]] 1,004 (1,001-1,006) 0,003 | 1,002 (0,998-1,005) 0,355
D-Dimere [mg/dl] 1,160 (1,044-1,290) 0,006 | 1,111 (1,022-1,208) 0,014
Procalcitonin [ng/ml] 1,257 (0,941-1,679) 0,122 | 0,998 (0,965-1,031) 0,889
TRAIL [pg/mi] 0,982 (0,970-0,994) 0,004 | 0,989 (0,974-1,004) 0,156
IP-10 [pg/ml] 1,000 (1,000-1,001) 0,366 | 1,001 (1,000-1,001) <0,001
CRP [mg/]] 1,013 (1,007-1,019) <0,001 | 1,013 (1,005-1,021) <0,001
Min. TRAIL [pg/ml] 0,958 (0,992-0,997) 0,033
Max. IP-10 [pg/ml] 1,001 (1,000-1,001) <0,001
Max. CRP [mg/l] 1,024 (1,012-1,038) <0,001
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7.3.3 Uberlebenszeitanalysen

Folgend wurden teilnehmende COVID-19-Patient*innen abhangig von ihren minimalen
bzw. maximalen Biomarker-Messwerten wahrend des gesamten Krankenhaus-
aufenthalts mit entsprechenden Grenzwerten aufgeteilt.

Bei 54 der Patient*innen (40,9 %) lag der minimale TRAIL-Wert bei < 30 pg/ml. Von
ihnen verstarben 10 im Beobachtungszeitraum auf der ITS (Uberlebensrate 81,5 %). In
der Gruppe mit minimalen Werten =30 pg/ml verstarben demgegeniber nur 3
Patienttinnen auf der ITS (Uberlebensrate 96,2 %). Abbildung 13 zeigt dies in
Abhangigkeit der Zeit. Bei zensierten Patient*innen ist das Ereignis nicht eingetreten, sie
wurden also aus dem Krankenhaus entlassen. In der Gruppe mit minimalem TRAIL < 30
pg/ml ergibt sich eine mediane Uberlebenszeit von 92 Tagen (Standardfehler 33,395)
und ein Kaplan-Meier-Schatzer von 0,325 (Standardfehler 0,235) an diesem Tag. Der
Schatzer beschreibt das kumulative Uberleben, also die Wahrscheinlichkeit, dass das
Ereignis bei Versuchsobjekten innerhalb des Zeitintervalls nicht eintritt. In der Gruppe
mit minimalem Wert = 30 pg/ml betragt dieser an Tag 35 0,777 (Standardfehler 0,174).
Mit dem Log-Rank-Test konnte sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen aufzeigen lassen (x2 0,7; p=0,402).

min. TRAIL

—12 30 pg/ml
—1< 30 pg/ml

2 30 po/ml-zensient
—— < 30 pg/mk-zensiert

Kum. Uberleben

0 20 40 &0 80 100 120 140

Tage bis Tod oder Entlassung

Abbildung 13: Kaplan-Meier-Kurve von COVID-19-Patient*innen in Abhangigkeit des

minimalen TRAIL-Werts (Grenzwert 30 pg/ml) mit Endpunkt Tod auf ITS (Maximum bei 150

Tagen).
Maximale IP-10 Werte lagen bei 23 COVID-19-Patient*innen (17,4 %) > 3000 pg/ml. In
dieser Gruppe verstarben 8 auf der ITS (Uberlebensrate 65,2 %, mediane
Uberlebenszeit 46 Tage, Standardfehler 13,297), wahrend nur 5 Patient*innen mit
geringeren maximalen Werten dort verstarben (Uberlebensrate 95,4 %). Dies wurde in
Abhangigkeit der Zeit dargestellt (Abbildung 14) und ergab zudem einen signifikanten
Gruppenunterschied im Log-Rank-Test (x2 10,5; p=0,001).
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Kurve von COVID-19-Patient*innen in Abhangigkeit des
maximalen IP-10-Werts (Grenzwert 3 000 pg/ml) mit Endpunkt Tod auf ITS (Maximum bei 150
Tagen). Adaptiert nach [202]

Ebenfalls signifikante Unterschiede in der Uberlebenszeitanalyse lieBen sich bei
Betrachtung maximaler CRP-Werte beobachten (x2 4,74; p=0,029), wobei COVID-19-
Patient*innen nach Werten von > 150 mg/l (n=48) bzw. <150 mg/l (n=84) eingeteilt
wurden. 12 der 13 auf ITS verstorbenen Patient*innen (92,3 %) gehotrten der Gruppe mit
hohen maximalen CRP-Werten an (mediane Uberlebenszeit 92 Tage, Standardfehler
33,379). In dieser Gruppe lag der Kaplan-Meier-Schatzer an Tag 92 bei 0,312
(Standardfehler 0,226), wahrend dieser bei Patient*innen mit maximalem CRP
<150 mg/l an Tag 82 bei 0,667 (Standardfehler 0,272) lag (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurve von COVID-19-Patient*innen in Abhangigkeit des
maximalen CRP-Werts (Grenzwert 150 pg/ml) mit Endpunkt Tod auf ITS (Maximum bei 150
Tagen).
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7.3.4 Intraindividuelle Schwankungen

Auch wenn in der Uberlebenszeitanalyse kein signifikanter Gruppenunterschied in der
Betrachtung von TRAIL-Werten gezeigt werden konnte, ist es nennenswert, dass die
Werte bei allen auf der ITS-verstorbenen COVID-19-Patient*innen wahrend ihrer letzten
Lebenstage abfielen (Abbildung 16). Spatestens zwei Tage vor dem Tod lagen diese bei
< 40 pg/ml. Die Patient*innen, die am Todestag noch eine Messung erhielten, zeigten

TRAIL-Werte von < 30 pg/ml.
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Abbildung 16: Die Dynamik von TRAIL-Werten bei auf der ITS verstorbenen COVID-19-
Patient*innen kurz vor ihrem Tod. Jede Linie zeigt eine*n Patient*in. Adaptiert nach [202]

Erwahnenswert ist zusatzlich, dass IP-10-Werte bei COVID-19-Patient*innen nach

Verabreichung von synthetischen Glukokortikoiden (n=16) abfielen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Die Dynamik von IP-10-Werten nach der Verabreichung von synthetischen
Glukokortikoiden. Jede Linie zeigt eine*n Patient*in. Adaptiert nach [202]

Diese Beispiele wurden exemplarisch fur intraindividuelle Schwankungen ausgewabhilt.
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7.4 Abschatzung der Prognose

Fur 50 Patient*innen der Subgruppe mit ersten Messungen innerhalb der ersten 24
Stunden nach Krankenhausaufnahme (n=58) konnte aus existierenden Daten der
NEWS-Score generiert werden. Gemessene TRAIL-Werte korrelierten invers mit dem
erhobenen Score (r= -0,4459; p=0,0012) (Abbildung 18A). Patient*innen mit einem
NEWS-Score = 5 (n=23) zeigten einen medianen Wert von 43 pg/ml (IQR 63), wahrend
dieser in der Gruppe mit niedrigerem Score (n=27) bei 117 pg/ml (IQR 88) lag. Mit einem
p-Wert von 0,0027 ergab sich ein signifikanter Unterschied (Abbildung 18B).
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Abbildung 18: Korrelation (A) zwischen initialem TRAIL-Wert der Subgruppe und NEWS-
Score, sowie dessen Gruppenvergleich (B) mit Grenzwert 5. Adaptiert nach [202]

Weder in der Korrelation mit dem NEWS-Score (r=0,1844) noch im Gruppenvergleich
(p=0.431) konnten signifikante Ergebnisse bei der Berucksichtigung von initialen IP-10
Werten beobachtet werden.

Demgegentiber zeigten innerhalb der ersten 24 Stunden gemessene CRP-Werte mit
einem Korrelationskoeffizient von 0,3303 eine schwache Korrelation mit den erhobenen
NEWS-Scores (p=0,0192) (Abbildung 19A). Diese Signifikanz konnte im
Gruppenvergleich mit einem NEWS-Score von < bzw. =5 nicht gezeigt werden
(p=0,0914) (Abbildung 19B).
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Abbildung 19: Korrelation (A) zwischen initialem CRP-Wert der Subgruppe und NEWS-Score,

sowie dessen Gruppenvergleich (B) mit Grenzwert 5. Adaptiert nach [202]

Weder in der logistischen Regressionsanalyse der Subgruppe mit klinischem Endpunkt
.Sschweres"/ kritisches” COVID-19 (n=38), ,kritisches* COVID-19 (n=5), noch ,Tod auf
ITS* (n=2) erwies sich einer der initial gemessenen Biomarker als signifikanter

Risikofaktor fur das Erreichen dieses Endpunkts (Tabelle 6).

Tabelle 6: Ergebnisse der univariablen, logistischen Regressionsanalyse der Subgruppe mit

verschiedenen klinischen Endpunkten (A)-(C)

(A) ,,schweres/kritisches*

(B) ,,kritisches*

(C) Tod auf ITS

COVID-19 COVID-19
OR p-Wert OR p-Wert OR p-Wert
TRAIL [pg/ml] 0,990 0,053 0,998 0,815 1,007 0,533
IP-10 [pg/ml] 1,000 0,955 1,000 0,258 1,001 0,240
CRP [mg/l] 1,003 0,507 1,013 0,060 1,025 0,079
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7.5 Abschatzung der Infektiositat

177 der 436 Ct-Werte von COVID-19-Patient*innen konnten mit Biomarker-Messwerten
gepaart werden. Der Mittelwert der Ct-Werte betrug 28,98 (s=5,36).

In der Korrelationsanalyse zeigte TRAIL keine signifikante Beziehung zu gepaarten
Ct-Werten (r=-0,108; p=0,153), wahrend sich fur IP-10 mit einem Korrelations-
koeffizient von -0,404 eine moderate, inverse Beziehung ergab (p < 0,001). Diese wurde
bei der alleinigen Betrachtung von Paaren, die bei Patient*innen auf der Normalstation
(NST) gemessen wurden (n=123), leicht verstarkt (r=-0,412; p < 0,001; Abbildung 20A).
Fur Paare von Patient*innen, die im Krankheitsverlauf auf der ITS betreut wurden (n=54),
ergaben sich Werte von r= -0,408 bei p=0,002. Fir CRP zeigte sich in der Betrachtung
der Paare eine schwache Korrelation (r= -0,15; p=0,046), die sich bei Betrachtung der
NST-Paare ebenfalls leicht verstarkte (r=-0,191; p=0,034).
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Abbildung 20: Zusammenhange zwischen gepaarten CT-Werten und IP-10-Messungen durch
(A) eine Korrelationsanalyse aufgeteilt nach Paaren bei COVID-19-Patient*innen auf der ITS
und NST und (B) einem Gruppenvergleich aufgeteilt nach Ct-Werten </> 30.
Adaptiert nach [203]

Bei Aufteilung der Messwert-Paare nach einem Ct-Wert von < 30 (,infektios®, n=91) und
> 30 (,nicht-infektios“, n=86), zeigten IP-10-Werte mit einem p-Wert von < 0,001 einen
Unterschied im Gruppenvergleich an (Abbildung 20B). Mit einem Median von 663 pg/ml
IP-10 (IQR 1166) waren die Messwerte in der ,infektidsen* Gruppe dabei hdher als in
der ,nicht-infektidsen“ Gruppe mit einem Median von 274 pg/ml (IQR 354,6). Fur TRAIL
(p=0,623) und CRP (p=0,073) lieRen sich hier keine signifikanten Unterschiede
feststellen.
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Abbildung 21: ROC-Kurven und darunterliegende Flachen (AUC) fur die Vorhersagekraft der
Biomarker TRAIL, IP-10 und CRP auf mogliche SARS-CoV-2-Infektiositat (Ct < 30).
Adaptiert nach [203]

Hohe IP-10-Messwerte waren zudem der beste Pradiktor fur mogliche SARS-CoV-2-
Infektiositat (AUC 73,1 %, Abbildung 21). Dabei erreichte der Grenzwert von 410 pg/mi
die beste kombinierte Performanz mit einer Sensitivitat von 70,9 % und Spezifitat von
67 %. FUr eine Sensitivitdt von 90,7 % bedurfte es einem IP-10-Wert von 904,5 pg/ml,
wahrend ein Wert von 148,5 pg/ml IP-10 eine Spezifitat von 90,1 % erreichte. Weitere
Abstufungen sind in Tabelle 7 aufgefiihrt. Fur die Vorhersage von SARS-CoV-2-
Infektiositat ergaben sich fir TRAIL (AUC 52,1 %) und CRP (57,8 %) schlechtere Werte.

Tabelle 7: Diagnostische Giitekriterien fur verschiedene IP-10-Grenzwerte in der Vorhersage
von moglicher SARS-CoV-2-Infektiositat (Ct < 30)

IP-10 | Sensitivitat | Spezifitat
[pg/ml] (%) (%)
3177 100 7,7
904,5 90,7 40,7
564,5 80,2 54,9
410,4 70,9 67
279,0 52,3 80,2
148,5 25,6 90,1
109,3 15,1 100

Sowohl in weiteren Gruppenvergleichen, als auch in Regressions- und
Korrelationsanalysen lieBen sich keine signifikanten Zusammenhange zwischen Ct-
Werten und dem Schweregrad von COVID-19 feststellen.
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8 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle der Biomarker TRAIL, IP-10 und CRP in der
infektiologischen Diagnostik beleuchtet werden. Dazu wurde die DIRECTOR-Studie
herangezogen, in der die genannten Biomarker bei 132 COVID-19-Patient*innen und 27
Proband*innen der Kontrollgruppen gemessen wurden. Der mdogliche Einsatz der
Biomarker bei der Stellung der COVID-19-Diagnose, der Uberwachung des
Krankheitsverlaufs, sowie der Abschatzung von Prognose und Infektiositat wurde

evaluiert.

Bei der Betrachtung der Biomarker zur Stellung der COVID-19-Diagnose, zeigte sich
hier bei COVID-19-Patient*innen eine unterschiedliche Biomarker-Konstellation im
Vergleich zu gesunden Proband*innen und denen mit anderen akuten
Atemwegsinfektionen. TRAIL-Werte waren bei COVID-19-Patient*innen signifikant
niedriger, wahrend der mediane IP-10-Wert um mehr als das Fiinffache und der mediane
CRP-Wert um mehr als das 47-fache héher war als bei gesunden Proband*innen.

Lippi et al. evaluierten einen dhnlichen Point-of-Care-Test (FebriDx®), der auf CRP und
Myxovirus Resistenzprotein A (MxA) basiert und in der Detektion von SARS-CoV-2-
Infektion eine Sensitivitat und Spezifitdt von Uber 90 % erreichte. Die Autor*innen flihrten
allerdings selbst an, dass die Ergebnisse durch die hohe Vortestwahrscheinlichkeit in
der Pandemie beeinflusst wurden [114]. Des Weiteren wurden nur hospitalisierte
COVID-19-Féalle betrachtet. In milden bzw. asymptomatischen Fallen wurde Uber
Messwerte berichtet, die die jeweiligen Grenzwerte des Tests (=20 mg/l CRP, = 40
ng/ml MxA) nicht erreichten [97,125]. Die Zuverlassigkeit als diagnostisches Instrument
ist also fraglich. Stegeman und Kolleg*innen kamen zu dem Schluss, dass
Laborparameter alleinig nicht fir die Diagnosestellung von COVID-19 geeignet sind, da
sie nur Rickschlisse auf den insgesamten Gesundheitszustand zulassen. Eine
Unterscheidung zu anderen Infektionen, Entziindungen oder Gewebsschadigungen
halten sie fur nicht moglich [190]. Daruber hinaus existieren bereits Tests fur den direkten
Erregernachweis mit hoher diagnostischer Giite [176]. Im direkten Vergleich zu RT-PCR-
Tests erzielte der FebriDx® jedoch ahnliche Sensitivitaten in der Detektion von SARS-
CoV-2-Infektionen, wobei die Kombination beider mit einer Sensitivitdt von 93,7 %
herausstach [16].

Anders als bei den hier vorliegenden Ergebnissen der DIRECTOR-Studie konnte eine
Hochregulierung von TRAIL bei anderen viralen Infektionen, ndmlich mit dem
Influenzavirus und Respiratorischen Synzytial-Virus (RSV), gezeigt werden [17,156].
Allerdings wurde eine erhohte TRAIL-Expression auch bei SARS-CoV-Infektion
gefunden [103,122], jedoch keine Typ-I-Interferon-Expression bei Middle East
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Respiratory Syndrome (MERS)-CoV-Infektion [102,244], was aufgrund der
Signalkaskade wiederum niedrigere TRAIL-Werte erwarten lasst. Keine der Studien
liefert Aussagen zum Schweregrad der Infektionen. Zudem wird TRAIL aus
unterschiedlichem Probenmaterial gemessen. Die Coronaviren SARS- und MERS-CoV
besitzen eine genetische Homologie von jeweils 80 % und 50 % mit SARS-CoV-2 und
weisen unterschiedliche Charakteristiken auf [29,247]. Analog zu den Ergebnissen der
vorliegenden Studie konnten erhdhte IP-10-Werte bei SARS-CoV-2-Infektion [80], aber
auch bei SARS-CoV- [223], MERS-CoV- [244], Influenzavirus- [233,243], Ebolavirus-
[89] und Humanes Immundefizienz-Virus (HIV)-Infektionen [235] festgestellt werden. Ob
dies der Diagnosestellung dienen konnte, wurde nicht untersucht. Hohe CRP-Level
waren bei Patient*innen mit SARS-CoV-2-Infektion doppelt so haufig wie bei Infektionen
mit RSV und Influenzaviren A oder B [107]. Ein Wert von > 10 mg/l CRP erzielte eine
Sensitivitat von 76,2 % und eine Spezifitat von 95,1 % in der Detektion von pulmonaler
Tuberkulose bei HIV-Infizierten [38].

Auch wenn sich COVID-19-Patient*innen in der vorliegenden DIRECTOR-Studie von
Proband*innen der Kontrollgruppen mittels der Biomarker-Messungen unterscheiden
lieRen, ist ein Nutzen fir die Diagnostik nicht ausreichend bewiesen. Es bedarf einem
groReren Vergleich zu anderen akuten Atemwegsinfektionen und auch einer direkten

Gegenuberstellung mit etablierten Diagnose-Instrumenten.

Fur die mogliche Uberwachung des Krankheitsverlaufs zeigten Messwerte von TRAIL
und CRP in den hier vorgestellten Ergebnissen zwischen den drei COVID-19-
Schweregraden ,nicht schwer®, ,schwer” und ,kritisch“ signifikante Unterschiede. Dabei
lieBen sich niedrigere TRAIL- und hdhere CRP-Werte bei Patient*innen mit
schlimmerem Krankheitsverlauf feststellen. Da dies in initialen, sowie in minimalen bzw.
maximalen Messwerten gezeigt werden konnte, lasst sich ein durchgehender Trend
vermuten. Darliber hinaus waren hohe Werte von IP-10, ebenso wie die von CRP und
ein niedriges TRAIL mit ungunstigen klinischen Endpunkten, wie der Entwicklung von
.Kritischem® COVID-19 und dem Versterben auf der ITS, in der univariablen
Regressionsanalyse assoziiert. Hohe maximale CRP-Werte stellten einen
unabhangigen Risikofaktor fir einen ungunstigen Verlauf dar. In der
Uberlebenszeitanalyse, abhangig von der Auspragung der minimalen bzw. maximalen
Messwerte wahrend des Krankenhausaufenthalts, zeigten erhohtes IP-10 und CRP
signifikante Ergebnisse. Die Diskrepanz der unterschiedlichen Analysen ist auf die grof3e
Gewichtung des Zeitfaktors bei Kaplan-Meier-Analysen zurtickzuftihren.

Die beschriebene Assoziation der drei Biomarker TRAIL, IP-10 und CRP mit dem
COVID-19-Schweregrad steht im Einklang mit bislang verdéffentlichten Studien. An Tag

3 des Krankenhausaufenthalts zeigten schwer erkrankte COVID-19-Patient*innen der
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Studienpopulation von Sophonsri et al. signifikant niedrigere TRAIL- und signifikant
erhohte IP-10-Level im Vergleich zu nicht schwer Erkrankten [185]. IP-10 stellte zudem
den besten Diskriminator eines schweren COVID-19-Verlaufs in einer anderen Studie
dar [74]. Smilowitz und Kolleg*innen konnten ein 2,59-fach erhéhtes Mortalitétsrisiko bei
COVID-19-Patient*innen mit medianem CRP-Wert von Uber 108 mg/l zeigen [184] und
verschiedenste Arbeitsgruppen bestétigten die Beziehung zwischen CRP und dem
COVID-19-Schweregrad [81,115,170,218].

In septischen Patient*innen waren niedrige TRAIL-Level mit einem erhdhten
Mortalitatsrisiko assoziiert [207]. Zudem konnte IP-10 bereits im Jahr 2005 als
unabhangiger Risikofaktor bei SARS-CoV-Infektionen detektiert werden [197]. Bei
MERS-CoV zeigten erhohte Werte ebenfalls einen Zusammenhang mit dem
Schweregrad [237]. Dem gegenuber konnten Chu et al. zeigen, dass obwohl eine ex-
vivo Infektion mit SARS-CoV-2 in Lungengewebe eine effizientere Replikation zeigte als
eine Infektion mit SARS-CoV, die Hochregulierung von einer geringeren Anzahl der
evaluierten pro-inflammatorischen Zytokinen induziert wurde (5/13 vs. 11/13). Die
Bildung von IP-10 wurde in beiden Féllen stimuliert [37]. Des Weiteren konnte in der
Vergangenheit eine positive Assoziation der Messwerte zu fortschreitenden HIV-
Infektionen gezeigt werden [105] und eine mdogliche Rolle in der Diagnostik von
pulmonaler Tuberkulose wird diskutiert [161]. Beziglich der Eignung von CRP zur
Einschatzung des Schweregrads ambulant-erworbener Pneumonien kamen
Autor*innen zu unterschiedlichen Ergebnissen: Es zeigte sich eine Korrelation zwischen
CRP-Werten und der Lange des Krankenhausaufenthalts [57], wéhrend in einer
padiatrischen Kohorte fiir alle Schweregrade &hnliche Werte gemessen wurden [64].

In der Betrachtung von intraindividuellen Schwankungen der Biomarker-Messwerte in
der vorliegenden Studienpopulation zeigten sich TRAIL-Werte kurz vor dem Versterben
auf der ITS als fallend und extrem niedrig. Dem gegeniiber beobachteten Sophonsri et
al. in ihrer Patient*innenkohorte einen Anstieg der Werte im Verlauf der klinischen
Besserung [185]. Hieraus ergibt sich eine Option, finale klinische Verschlechterung zu
erkennen und zu tberwachen.

Des Weiteren zeigte sich in der vorliegenden Studie ein steiler Abfall der IP-10-Werte
innerhalb von zwei Tagen nach Implementierung einer Steroid-Therapie. Die
Evaluierung von Sophonsri et al. zeigte zwar auch eine Abnahme der IP-10-Level
wahrend des Krankheitsverlaufs, allerdings handelte es sich eher um eine
kontinuierliche Abflachung wéhrend der ersten sieben station&ren Tage, die in schweren
COVID-19-Fallen etwas verzogert war [185]. Dies bestatigt die Schlussfolgerung von
Lev und Kolleg*innen, dass eine Hyperinflammation bei COVID-19 mittels IP-10

tiberwacht und eine dementsprechende Steroid-Therapie gesteuert werden kdnnte
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[106]. In SARS-CoV-Infektionen konnte ebenfalls ein IP-10-Abfall nach Kortikosteroid-
Applikation demonstriert werden [223]. Ahnlich konnte ein Nutzen von Biomarkern fiir
die Steuerung der Tocilizumab-Therapie in randomisiert-kontrollierten Studien gezeigt
werden. Tocilizumab ist ein monoklonaler Antikorper, der gegen den IL-6-Rezeptor
gerichtet ist. Sofern die Therapie bei COVID-19-Patient*innen mit CRP-Werten von tber
75 mg/l und/oder mit hypoxischen Sattigungswerten von < 92 % unter Raumluft initiiert
wurde, konnte die Sterblichkeit nach 28 Tagen erheblich gesenkt werden [164]. Bei
Patient*innen mit anfanglich hohen Ferritin-Werten konnte zudem ein besserer
Therapieerfolg beobachtet werden [191,208]. Bei sehr niedrigen Ferritin-Werten wirkte
sich die Tocilizumab-Therapie hingegen negativ aus [191].

Insgesamt lassen sich die drei Biomarker TRAIL, IP-10 und CRP also als gute Biomarker
fur die Uberwachung des Krankheitsverlaufs von COVID-19 bewerten, dessen Messung
Klinische Verschlechterung frihzeitig anzeigen kann. Somit wird die rechtzeitige
Intensivierung von klinischer Uberwachung und Eskalationen des Therapieregimes
ermdglicht. Gleichzeitig kann sie ungefahrdete Individuen vor invasiven MalRnahmen
schitzen, die Entscheidung zur Entlassung aus dem Krankenhaus erleichtern und die

Verteilung von méglicherweise knappen Ressourcen leiten.

Die Bewertung der Biomarker fir die Abschéatzung der Prognose lasst sich davon nicht
ganzlich trennen, da es im weiten Sinne ebenfalls um die Detektion einer klinischen
Verschlechterung geht. In dieser Arbeit wurde das prognostische Potenzial vom
Messzeitpunkt abhangig gemacht, denn eine Vorhersage des klinischen Verlaufs ist
umso wertvoller, je friher diese erfolgt. Aus diesem Grund wurden in die Bewertung nur
die Ergebnisse der Subgruppe einbezogen, in der die COVID-19-Patient*innen innerhalb
der ersten 24 Stunden nach Krankenhausaufnahme die erste Messung der Biomarker
TRAIL, IP-10 und CRP erhielten.

In der hier vorgestellten Studie konnte fur TRAIL und CRP eine Korrelation mit dem
NEWS-Score gezeigt werden, welcher anhand von Vitalparametern den klinischen
Zustand akut Kranker einschatzt [168]. Akdur et al. konnten demonstrieren, dass ein
erhohter Score mit einer erhdhten Mortalitat bei COVID-19 assoziiert war [4]. In anderen
Studien wurde ein modifizierter NEWS-Score, in dem das Alter starker gewichtet wird,
mit &hnlichen Ergebnissen bewertet [66,112]. Der Score ist standardisiert und kann
innerhalb kurzester Zeit unabhéangig der individuellen Expertise erhoben werden.
Besonders in Situationen mit hohem Patient*Xinnenaufkommen und -durchlauf, wie dies
in einer Pandemie der Fall ist, stellt er ein gutes Instrument zur Triage dar [66]. Eine
Triage ist ein Verfahren zur Priorisierung, welche durch einen Mangel an Ressourcen

erforderlich sein kann [36]. Spatestens in der Notaufnahme wird diese gefordert.
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Idealerweise sollte eine standardisierte Einschatzung des Gesundheitszustands aber
bereits in ambulanten Einrichtungen (Priméarversorgung) erfolgen. Schon vor der
COVID-19-Pandemie  konnte in  England gezeigt werden, dass von
Allgemeinmediziner*innen erhobene hdhere NEWS-Werte mit einer beschleunigten
weiterfihrenden Versorgung in Krankenh&usern assoziiert waren [174].

Auch wenn hier nur eine schwache Korrelation des Scores zu gemessenen TRAIL- und
CRP-Leveln bestand, lasst sich ein potenzieller prognostischer Nutzen ableiten.
Dadurch, dass TRAIL, IP-10 und CRP auf einer vollautomatisierten Point-of-care-
Plattform gemessen werden kdnnen, eignen sie sich besonders fir die Ersteinschatzung
in der Notaufnahme. Selbst der Einsatz im ambulanten Sektor ist mdglich, zumal sich
kirzlich gezeigt hat, dass Messungen auch aus Vollblut und nicht nur aus Serum mdglich
sind [72]. Entsprechend den ASSURED-Kriterien [10,100] sind die Messungen einfach
auszufiihren, liefern Ergebnisse in kirzester Zeit und bendtigen wenig Ausristung.
Kosten und Verfligbarkeit sind zum einen abhangig vom Hersteller, allerdings zu einem
groRen Teil auch von der Nachfrage, da Rentabilitat erst ab einer grof3en
Nutzungsmenge erreicht wird [61]. Sensitivitat und Spezifitdt mussen fir jeden
Gesichtspunkt getrennt betrachtet werden.

In der Studienpopulation von Sophonsri et al. zeigten sich an Tag 1 des
Krankenhausaufenthalts flr keinen der drei Biomarker signifikante Unterschiede
zwischen schwer und nicht schwer erkrankten COVID-19-Patient*innen [185]. In der
hiesigen Regressionsanalyse zeigten sich weder friihzeitig gemessenes TRAIL, noch
IP-10 oder CRP als mit dem letztendlichen klinischen Outcome der Patient*innen
assoziiert. Das letztendliche Potenzial der Biomarker als Instrument zur prognostischen

Ersteinschatzung bedarf daher weiterer Evaluierung.

Aktuell sind Biomarker als mdgliche Pradiktoren von schweren COVID-19-Verlaufen
Gegenstand zahlreicher Studien. Dabei ist der Ubergang von der in dieser Arbeit
vorgenommenen Abgrenzung zwischen Biomarkern zur Uberwachung des
Krankheitsverlaufs und solchen zur Abschatzung der Prognose flieRend. In der
vorliegenden Studie liel3 sich eine Assoziation zum COVID-19-Schweregrad auch fir die
Laborparameter Ferritin, 1L-6, Leukozytenzahl, Lymphozytenzahl, LDH und D-Dimere
zeigen. Als unabhéngige Risikofaktoren fur einen unginstigen Verlauf erwiesen sich
neben den hohen maximalen CRP-Werten auch erhéhte Ferritin-Werte und eine niedrige
Lymphozytenzahl. Zahireiche Einzelstudien kommen zu ahnlichen Ergebnissen. Tabelle
8 gibt einen Uberblick tiber die Ergebnisse groRer Metaanalysen, die Biomarker
untersuchten, die mit dem Schweregrad von COVID-19 assoziiert sein sollen. Bis auf
Procalcitonin waren alle in der DIRECTOR-Studie gemessenen Biomarker im Einklang

mit diesen Ergebnissen (farblich hervorgehoben).
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Tabelle 8: Auswertung der Metaanalysen zu mit dem Schweregrad von COVID-19 assoziierten
Biomarkern.

Ergebnis einer PubMed-Suche. Einbezug von Analysen mit mindestens 3 Biomarkern, Kohorten
bestehend aus Erwachsenen. Auflistung der am h&ufigsten genannten Biomarker

Metaanalysen c
- g |£|2
“é o £ = :% g f_—;_ % %
Elshazli et al. [52] ** 0 1 ) ) ! ) !
Figliozzi et al. [63] *# T U I
Hariyanto et al. [73] * T 1 1 7
Henry et al. [76] S O Y Y A N A A (O
Huang et al. [81] 1t T 7
Ji et al. [87] * 1 ) T i
Khinda et al. [90] L O O O IV S A
Khodeir et al. [91] LA ) 1 T 7 !
Li et al. [109] LA 0 T I 1
Malik et al. [121] 1 T 7 T U I N
Melo et al. [131] S O Y Y A N A A (O
Tian et al. [206] K T A A £ Y O A Y B B
Xie et al. [231] LI T A [ R
Zeng et al. [238] * 7 T T
Zhang et al. [242] 1 7 1
Summe | 8 | 15|11 | 5 8 8 |10 7 | 11|13 | 8

t/| = Erhdhte/Erniedrigte Messwerte mit schwererem COVID-19 assoziiert
Freie Felder = Ergebnis nicht signifikant oder Biomarker nicht Teil der Analyse
Markierte Felder = Ergebnis im Einklang mit der DIRECTOR-Studie

Kommentare:

* Getrennte Analysen zu 22 Definitionen eines schweren COVID-19-Verlaufs

# Zusatzliche Betrachtung weiterer Einflussvariablen (z. B. Alter, Komorbiditaten, Symptome)
T Angaben zu Zeitpunkten der Messungen

T Zusatzliche Betrachtung von Grenzwerten mancher Biomarker

Als Limitation der Metaanalysen wird stets eine grol3e Heterogenitat der Einzelstudien
genannt. Folgend werden Literaturangaben als Beispiele fir die entsprechenden
Kritikpunkte an Studien gegeben. Die meisten Ergebnisse wurden durch retrospektive
Analysen gewonnen. Dabei werden zahlreiche Parameter evaluiert und die signifikant
erhohten bzw. erniedrigten als gute pradiktive Biomarker bezeichnet. Auf andere
maogliche Einflussvariablen wird oft keine Rucksicht genommen und Vergleiche zu
Kontrollen sind selten [28,178,239,245]. Des Weiteren werden unterschiedlichste
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statistische Methoden und verschiedene klinische Endpunkte fir die Analysen
verwendet. Diese variieren von der Einschatzung als ,schweres“ COVID-19, welches
mitunter nicht einheitlich definiert ist [115,195,245], zu Verlegungen auf die ITS [28,202],
Eintreten eines respiratorischen Versagens [158,202] oder des Todes [28,108,202,239].
Der Endpunkt Verlegung auf die ITS ist stark abh&ngig von verfiigbaren Ressourcen und
lasst keine einheitlichen Rulckschlusse auf den Gesundheitszustand zu. Sofern
Grenzwerte einzelner Biomarker-Messungen betrachtet werden, weichen diese
zwischen den Studien ab [108,195,239]. Ein weiterer grol3er Kritikpunkt ist die Variabilitat
der Zeitpunkte der ersten Messungen. Diese finden wenige Stunden [239] bis mehrere
Tage [21] nach Krankenhausaufnahme statt; einzelne Studien geben Tage nach
Symptombeginn an [113]. Ein adaquater Vergleich der individuellen Krankheitsstadien
der COVID-19-Patient*innen und dessen Auswirkungen auf die Biomarker-Level ist
daher fraglich [204]. Eine longitudinale Betrachtung der Messwerte wahrend des
Krankenhausaufenthalts ist nur Gegenstand weniger Studien [106,113,196]. In Tabelle 8
wird in der Kommentarspalte aufgeflihrt, welche der Metaanalysen die genannten
Punkte berlicksichtigen bzw. adressieren.

Die meisten Studien betrachten Laborparameter, welche bereits in der
Routineversorgung Anwendung finden. Dies spiegelt sich auch in den Ergebnissen der
Metaanalysen wieder. Da die Parameter bereits gute Biomarker fiir andere Prozesse
sind, stellt sich die Frage nach Spezifitdt. Z. B. findet Kreatinin Anwendung in der
Abschatzung der Nierenfunktion [99], eine Erh6hung der Transaminasen (z. B. Aspartat-
Aminotransferase (AST)) zeigt eine Leberschadigung an [46] und D-Dimere werden als
Marker der Gerinnungsaktivierung fur den Ausschluss von Lungenembolien
herangezogen [44,165]. Da es bei fortgeschrittenem COVID-19 zu Hyperinflammation
mit Multiorganbeteiligung kommt, ist eine Erhdhung dieser Parameter naheliegend.
Inwiefern andere Einflussvariablen wie Komorbiditdten eine Rolle dabei spielen und
somit die Spezifitdét mindern, ist fraglich. Eine der aufgefihrten Metaanalyse kam z. B.
zu dem Ergebnis, dass erhohte Albuminwerte mit schwerem COVID-19 assoziiert sind
[76], wahrend andere erniedrigte Werte bei schwerem Verlauf aufzeigten [90,109,231].
Vergleiche von intraindividuellen Schwankungen der Werte vor, wahrend und nach
SARS-CoV-2-Infektion kdnnten Aufschluss geben. Byeon et al. waren in der Lage, bei
24 Patient*innen pre- und post-COVID-19-Messungen zu vergleichen. Dabei zeigten
Werte von IL-6 und TNF einen Anstieg, wahrend Lipidwerte (z.B. Lyso-,
Phosphatidylcholine) bei hospitalisierten Patient*innen sanken [21].

Neben den beschriebenen Parametern der Routineversorgung behandeln einzelne
Studien, wie die DIRECTOR-Studie, neue Biomarker. Beispiele sind l6slicher Urokinase

Plasminogen Aktivator Rezeptor (suPAR) [5,53,143] wund Makrophagen-
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Chemoattraktorprotein-1 (MCP-1) [33]. Problematisch sind hier Umsetzung und
Wirtschaftlichkeit von flachendeckenden Messungen.

Eine weitere Option stellt die Messung mehrerer Biomarker in Form einer Kombination
dar. Dies ermoglicht die Ausnutzung mehrerer positiver Aspekte. Singh et al. erstellten
in Form einer Metaanalyse eine Gleichung unter Berlcksichtigung der gemessenen
Werte von CRP, der Leukozyten- und Neutrophilenzahl. Mit dieser konnten
Patient*innen mit schwerem COVID-19-Verlauf mit einer Sensitivitat von 68 % und einer
Spezifitét von 83 % detektiert werden [183]. Zudem stellte sich eine Signatur aus TRAIL,
IP-10 und CRP in der Vorhersage der alleinigen Messung von CRP oder IL-6 als
Uberlegen heraus [123]. Diese Signatur wurde in einer multizentrischen Studie unter
Einbeziehung von Daten aus der DIRECTOR-Studie weiterentwickelt. Patient*innen
wurden anhand ihrer Signatur in vier Gruppen eingeteilt, wobei fur Patient*innen in der
héchsten Gruppe (80 < Signatur < 100) die Wahrscheinlichkeit eines schweren Verlaufs
von COVID-19 um das 6,4-fache erhoht war [124].

In der Betrachtung von akuten Krankheiten stellt sich stets die Frage nach der Rolle von
Vorerkrankungen. In der vorliegenden Studie waren Adipositas und mannliches
Geschlecht stark mit einem schwereren COVID-19-Verlauf assoziiert, was Ergebnisse
anderer Autor*innen bestatigen. Als zusatzliche Risikofaktoren benennen sie ein hohes
Alter und weitere Komorbiditaten, wie z. B. Diabetes mellitus oder arterielle Hypertonie
[67,147,181], aber auch Autoantikorper oder genetische Defekte, die die Immunfunktion
negativ beeinflussen [26,240]. In der hier betrachteten Studienpopulation verstarben 11
COVID-19-Patient*innen, ohne zuvor die Kriterien eines kritischen Verlaufs erfullt zu
haben. 8 von ihnen wurden aufgrund einer vorliegenden Patient*innenverfiigung oder
aufgrund ihres eigenen Willens bzw. dem ihrer Angehdrigen nicht auf die ITS verlegt.
Dies lasst sich auf ein hohes Alter oder schwere Vorerkrankungen zuriickfiihren und
unterstreicht den Punkt, dass der Einfluss von Komorbiditaten in der Risikostratifizierung
von akuten Krankheiten berticksichtigt werden sollte.

Mittels einheitlicher Scoring-Systeme, wie z.B. dem Charlson-Komorbiditatsindex,
kénnen 1-Jahres-Mortalitatsraten von Komorbiditaten-Konstellationen abgeschatzt und
die 10-Jahres-Uberlebensrate errechnet werden. Dabei flieRen das Alter und 19
mogliche Grunderkrankungen mit unterschiedlicher Gewichtung in die Berechnung
ein [30]. Der Charlson-Komorbiditatsindex erwies sich wahrend der COVID-19-
Pandemie als guter Pradiktor fir Mortalitat [177,209]. Howe et al. konnten zudem eine

Korrelation zu gemessenem IP-10 feststellen [79].

Durch Impfkampagnen und unterschiedliche Eigenschaften von Virusvarianten sind

zukunftige Patient*innenpopulationen variabel. Auf Grundlage dessen und aufgrund der
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Schwierigkeit Uberlegene Biomarker herauszufiltern, lasst sich postulieren, dass
multivariable Modelle fir die Risikostratifizierung besonders erfolgsversprechend sind.
Knight und Kolleg*innen entwickelten den 4C-Score zur Vorhersage des
Mortalitatsrisikos bei Krankenhausaufnahme anhand einer Kohorte von circa 35 000
COVID-19-Patient*innen. Zusatzlich zu CRP- und Harnsaure-Messwerten flossen das
jeweilige Alter, Geschlecht, Anzahl der Komorbiditaten, Atemfrequenz, periphere
Sauerstoffsattigung und der Bewusstseinszustand bei Aufnahme in den Score ein [94].
In Validierungsstudien konnte eine hohe Genauigkeit des 4C-Scores reproduziert
werden [94,95]. Andererseits stellt der CoLACD-Mortalitatsindex eine Weiterentwicklung
des Charlson-Komorbiditatsindex dar, in dem zusétzlich der Lymphozytenanteil und die
Angabe von Luftnot bertcksichtigt wurden. Varol et al. demonstrierten ein 11,8 mal
hoheres Mortalitatsrisiko von COVID-19-Patient*innen bei Punktzahlen von uber
2,5 [214]. Prospektive Validierungsstudien stehen aus. Erfolgsversprechend sind zudem
auf Computeralgorithmen basierende Risikomodelle, die mittels maschinellen Lernens
automatisch aus neuen Daten lernen und sich somit an zuklnftige Veranderungen
anpassen kbénnen [21].

Um letztendlich den Uberlegenen Biomarker bzw. Kombinationsscore fir die Versorgung
von COVID-19-Patient*innen zu finden, sind grofRRe, prospektive Studien mit klaren
Definitionen vonnéten. In einer systematischen Ubersichtsarbeit wurden 66
Prognosemodelle fir COVID-19 analysiert und aufgrund der schlechten Datenlage vom
Einsatz aller im klinischen Alltag abgeraten, obwohl der Bedarf als hoch eingeschatzt
wird [230]. Des Weiteren werden randomisiert-kontrollierte Interventionsstudien benétigt,
die aufzeigen, ob das erlangte Wissen letztendlich den klinischen Alltag und die

Versorgung, sowie das Outcome der COVID-19-Patient*innen positiv beeinflusst.

In der hier vorliegenden DIRECTOR-Studie, zeigte IP-10 bei der Betrachtung der
Biomarker zur Abschatzung der Infektiositat einer SARS-CoV-2-Infektion eine
signifikante Korrelation zu zeitnah gemessenen Ct-Werten. Es lie3en sich aul3erdem
signifikant unterschiedliche Messwerte bei ,infektidsen” (Ct < 30) und ,nicht-infektidsen®
COVID-19-Patient*innen  beobachten, wahrend unterschiedliche Grenzwerte
Infektiositat sensitiv detektierten oder spezifisch ausschlossen. Die beschriebene
Assoziation verstarkte sich bei der alleinigen Betrachtung milde erkrankter COVID-19-
Patient*innen, was mdglicherweise darauf zuriickzufihren ist, dass die klinische
Verschlechterung auf einer Hyperinflammation beruht und somit einen Anstieg von IP-10
verursacht. Dies verschlechtert die Abschatzung der Infektiositat. Daher kénnten Point-

of-care-Messungen von Biomarkern insbesondere im ambulanten Sektor, wo
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Patient*innen eher milde Verlaufe aufweisen, Anwendung in der Einschatzung der
Infektiositat finden.

Papan et al. demonstrierten eine Korrelation von TRAIL- und IP-10-Werten mit der
Viruslast von mit dem Influenzavirus infizierten Kindern. Dies lasst postulieren, dass die
Anwendung nicht auf SARS-CoV-2 begrenzt ist. Die Korrelation lief3 sich jedoch nicht fur
Infektionen mit Rhinoviren, Adenoviren und RSV zeigen [151].

Obwohl Ct-Werte mit der Vermehrung von SARS-CoV-2 in Zellkulturen assoziiert
waren [140], bedarf es einem direkten Vergleich der [P-10-Messwerte zu
Ansteckungsraten, um letztendlich das Potenzial von IP-10 fur die Abschéatzung der
Infektiositdt zu bewerten. Biomarker-Messungen konnten eine Alternative zu
kostspieligen PCR-Tests darstellen, um Isolierungsmaflinahmen besser zu steuern und

somit die 6ffentliche Gesundheit neben der individuellen zu verbessern.

Bei der Konzeption und Auswertung der in dieser Arbeit betrachteten DIRECTOR-Studie
wurde versucht, auf mdéglichst viele der zuvor angefiihrten Kritikpunkte an anderen
Studien Rucksicht zu nehmen: Es handelte sich um eine prospektive Studie, Vergleiche
zu Kontrollgruppen sowie Evaluierungen weiterer Einflussvariablen (z. B.
Komorbiditaten) wurden angefuhrt und Definitionen des COVID-19-Schweregrads
orientierten sich an den WHO-KTriterien. Die Durchfiihrung an einer Universitatsklinik
ermoglichte die Generierung einer grolRen Kohorte mit ,kritischem® COVID-19. Des
Weiteren wurden friihzeitige Messungen durch die Subgruppenanalyse garantiert und
wiederholte Messungen wéhrend des Krankenhausaufenthalts bericksichtigt. Der
Einsatz der Biomarker wurde in unterschiedlichen Bereichen der Infektionsdiagnostik
beleuchtet, um ein ganzheitliches Bild zu erlangen.

Nichtsdestotrotz existieren auch Limitationen der Studie: Die Studie wurde
monozentrisch an einer Universitatsklinik durchgefiihrt, was die Verallgemeinerbarkeit
einschrankt. Da eine Vorstellung in der Notaufnahme fir die Teilnahme vonnéten war,
wurden Individuen mit milden oder asymptomatischen SARS-CoV-2-Infektionen nicht
erfasst. Zudem wurden Patient*innen in lebensbedrohlichem Zustand zum Teil aus
umliegenden Krankenhdusern hierher verlegt. In diesen Fallen war es unmdglich, die
Biomarker zu einem friihen Zeitpunkt der Infektion zu messen. Bei Aufnahme befanden
die Patient*innen sich also schon in unterschiedlichen Krankheitsstadien. Weitere
Limitationen der Studie waren die eher kleine Studienpopulation und zum Teil schwache
EffektgroRen in durchgeflhrten Analysen. Da die Studie vor Beginn der Impfkampagnen
durchgefuhrt wurde, lassen sich keine Aussagen zum Verhalten der Biomarker-Level in
geimpften Individuen treffen. Mogliche Ko-Infektionen und deren Auswirkungen auf die
Biomarker-Expression wurden nicht gesondert analysiert. Zusatzlich waren

Proband*innen der Kontrollgruppen jinger und ofter weiblich als COVID-19-
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Patient*innen, was die Vergleichbarkeit der Gruppen mindert. Aufgrund der
pandemischen COVID-19-Lage konnten nur wenige Proband*innen mit anderen akuten
Atemwegsinfektionen erfasst werden. Zudem existiert kein internationaler Standard fiir
die Erstellung von Ct-Werten und niedrige Werte beweisen keine Infektiositat.

Auswirkungen unterschiedlicher Virusvarianten wurden nicht untersucht.

Am Anfang dieser Arbeit wurde beschrieben, wie die Synthese von TRAIL, IP-10 und
CRP in viralen und bakteriellen Infektionen unterschiedlich stark induziert wird. Dabei
zeigt TRAIL eine bidirektionale Kinetik mit erhdhten Werten in viralen Infektionen [144].
Es stellt sich die Frage, wieso TRAIL-Werte in schwereren COVID-19-Verlaufen nun
niedriger sind als in milden Verlaufen und zum Teil Messwerte von unter der
Nachweisgrenze aufweisen. Dazu lassen sich auf dem Boden aktueller Literatur
Uberlegungen anstellen:

Die niedrigen TRAIL-Werte in septischen Patient*innen mit erhdhtem Mortalitatsrisiko
lieBen sich auf eine Immunparalyse zurtckfihren [71,207]. Als Immunparalyse wird eine
Unterdriickung des eigenen Immunsystems durch antiinflammatorische Mediatoren
bezeichnet, die zeitlich zumeist dem Hyperinflammationssyndrom folgt. Dadurch
entsteht eine der Situation nicht angemessene sekundéare Immundefizienz [3,14,220].
Ein &hnlicher Mechanismus konnte bei schwersten COVID-19-Féllen vorliegen. Dafur
spricht auch die mit dem Schweregrad assoziierte Lymphozytopenie, die in dieser und
in weiteren Studien (siehe Tabelle 8) gezeigt werden konnte. TRAIL wird zum Grol3teil
von Lymphozyten gebildet [2], was die Verbindung bestarkt. Eine Korrelation der
simultan gemessenen Werte konnte hier allerdings nicht gezeigt werden.

Einen weiteren Erklarungsansatz fur verminderte TRAIL-Werte in schwerem COVID-19
liefert die Tatsache, dass die TRAIL-Synthese durch Interferone des Typ | induziert wird
[144]. In einer Kohorte von 284 COVID-19-Patient*innen konnten neutralisierende
Autoantikdrper gegen diese Interferone in 19 % der kritischen, 6 % der schweren und
gar nicht in moderaten Fallen detektiert werden [211]. Bastard et al. fanden sie in 18 %
der verstorbenen Patient*innen [7]. Nach dem Alter wurde das Vorhandensein dieser
Autoantikorper als zweitwichtigster Risikofaktor fur kritisches COVID-19 genannt [26].
Zuséatzlich konnten negative gesundheitliche Auswirkungen bei Influenzavirus-
Infektionen, Gelbfieber-Impfungen und rezidivierendem Herpes Zoster gezeigt werden
[8,20,175,241]. Des Weiteren werden angeborene Immundefekte, insbesondere bei
Typ-I-Interferonen, welche in bis zu 5 % der Patient*innen unter 60 Jahren mit kritischer
COVID-19-Peumonie gefunden wurden, als Risikofaktoren diskutiert [240]. Sofern ein
Defekt der Interferone oder dagegen gerichtete Antikdrper vorliegen, kénnte die

Stimulierung der TRAIL-Synthese fehlen bzw. vermindert ausfallen.
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Im Gegenzug dazu lasst sich die Uberlegung anstellen, dass niedrige TRAIL-Level einen
negativen Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben kénnten. Es konnte gezeigt werden,
dass TRAIL durch die Einleitung einer gezielten Apoptose von Immunzellen an der
Auflosung von Entzundungsprozessen beteiligt ist [128]. Aul3erdem ist TRAIL in die
Beseitigung von viral infizierten Zellen involviert und erhdhte Viruslasten konnten bei
TRAIL-Defizienz beobachtet werden [56]. Zuséatzlich spielt TRAIL eine Rolle in der
Ausreifung von dendritischen Zellen [35]. Somit kdnnte man postulieren, dass ein
vermindertes TRAIL schwere Verlaufe begunstigt bzw. beschwert. Diese These wird
durch die Beobachtung gestitzt, dass sich die Immunfunktion septischer Mause durch
die Gabe von rekombinantem TRAIL bessern liel3 [41]. Allerdings darf nicht vergessen
werden, dass jede Apoptose auch Zellschadden verursacht und sehr hohe TRAIL-Werte
daher nicht als protektiv angesehen werden kénnen.

Erhohte Werte von IP-10 und CRP finden sich sowohl bei viralen als auch bei
bakteriellen Infektionen, allerdings in unterschiedlichem Ausmal. Die verstarkte
Synthese in schweren Verlaufen der SARS-CoV-2-Infektion lasst sich, wie bereits
dargelegt, auf hyperinflammatorische Prozesse zurtickfihren. Interferon-y und IL-6 sind
Effektormolekile der IP-10- und CRP-Produktion und gehdren gleichzeitig zu den
Hauptbeteiligten der unkontrollierten Hyperinflammation (auch  Zytokinsturm)
[92,119,187]. Sepsis, definiert als ,lebensbedrohliche Organdysfunktion, die durch eine
dysregulierte Immunantwort auf eine Infektion verursacht wird“ [182], kann durch
zahlreiche Infektionserreger entstehen und ist die haufigste Ursache eines
Zytokinsturms [85]. Yuan et al. versuchten diesen bei unterschiedlichen Virus-
Infektionen zu quantifizieren. Bei SARS-CoV-2-, Ebola-Virus-, West-Nil-Virus- und
Hepatitis-C-Virus-Infektionen war dieser besonders ausgepréagt. IP-10 gehorte dabei zu
den am haufigsten erhdhten Zytokinen [235]. Da die CRP-Produktion zusatzlich noch
bei Zellschadigung und Kontakt zu Zellwandbestandteilen von Bakterien induziert
wird [11], sind erhdhte Werte der beiden Biomarker bei Infektionen, insbesondere bei
schweren, nicht selten. CRP ist vielerorts bereits als aussagekréftiger Marker far
Entzindungsprozesse in der Routinediagnostik implementiert [187]. Ein Anstieg zeigt
sich bei Infektionen, ist aber auch bei Traumata, Malignomen, Autoimmunprozessen,
usw. zu beobachten [187,215].

All dies zeichnet das Bild eines grofzen Anwendungsspektrums fur Biomarker in der
Infektiologie. In der Diagnostik werden die Messungen den Einsatz von Pathogen-
spezifischen Instrumenten vermutlich nicht ersetzen kdnnen, da &hnliche Sensitivitaten
und Spezifitdten nicht erreicht werden. Oft ist das durch eine Infektion ausgeltste

klinische Bild jedoch nicht eindeutig und epidemiologische Wabhrscheinlichkeiten nicht
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annahernd so hoch wie wahrend einer Pandemie. Dies erschwert das Stellen einer
Verdachtsdiagnose und die Einleitung Pathogen-spezifischer Diagnostik. Hier kdnnte die
Verwendung von Biomarkern die infektiologische Diagnostik komplementieren, indem
sie das Erregerspektrum eingrenzt. Durch Multiplex-PCR oder funktionelle
Genomanalysen mittels Sequenzierungstechnologien der nachsten Generation (engl.:
metagenomic Next-Generation Sequencing, mMNGS) konnte im Verlauf auf multiple
Erreger simultan getestet werden [9,34,54,69,153]. Erste Technologien sind bereits als
Point-of-Care-Plattformen erhaltlich [45]. Die Messung von immun-basierten Biomarkern
ist zudem unbeeinflusst von sich (weiter-)entwickelnden Stammen/Varianten, ein
moglicherweise invasiver Zugangsweg zum Infektionsort fur die Probenentnahme wére
nicht zwangslaufig und eine Unterscheidung von Besiedlung (Kolonisation) und
krankheitsverursachendem Pathogen scheint mdglich [145]. Erste mNGS-Plattformen
integrieren  bereits die additive Testung des menschlichen Wirtsgenoms
bzw. -transkriptoms. Bislang wurden Anwendbarkeit und Nutzen im klinischen Alltag
jedoch nicht ausreichend untersucht [34,69,201].

Insbesondere die Mdglichkeit, mittels Point-of-Care-Biomarkern schnell zwischen
bakterieller und viraler infektiologischer Entitat zu differenzieren, ist bedeutend fiir die
Einleitung akuter, empirischer Therapien und in Fallen mit frustranem Erregernachweis.
Hieraus ergibt sich groRes Potenzial fir den adaquaten Einsatz und das Einsparen von
Antibiotika [1,150,155], was angesichts der wachsenden Bedrohung von
Antibiotikaresistenzen von grundlegender Bedeutung ist [58,62,127,135,136,224].
Zusétzlich lasst sich durch die Messung immun-basierter Biomarker die Frage der
Anfalligkeit fur schwerere Verlaufe von Infektionskrankheiten beleuchten. Durch das
friihzeitige Einschéatzen des individuellen Risikos kénnen Priorisierungen vorgenommen
und Ressourcen verteilt werden. Hinzukommend lassen sich der klinische Verlauf
Uberwachen, therapeutische Entscheidungen vereinfachen und letztendlich die

Krankenversorgung optimieren.

Insgesamt lasst sich sagen, dass die COVID-19-Pandemie die Infektiologie und die
Relevanz stetiger Innovationen ins Zentrum der Aufmerksamkeit gertickt und die
dahingehende Forschung angekurbelt hat. Der zukiinftige Verlauf von COVID-19 ist
ungewiss. Allerdings stellen auch milde Félle in groBer Zahl eine Belastung fiir das
Gesundheitssystem dar und sollten daher nicht unbeachtet sein. Zukinftig sollten
Lehren aus der Pandemie gezogen und Bestrebungen unternommen werden, die
gewonnenen Erkenntnisse breitflachig anzuwenden, um der ,ewigen Herausforderung
der mikrobiellen Anpassung“ [58] gewachsen und gegen neue Ausbriiche gewappnet zu
sein [49,162].
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12 Lebenslauf

Aus datenschutzrechtlichen Griinden wird der Lebenslauf in der elektronischen Fassung
der Dissertation nicht veroffentlicht.

87



