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1. Zusammenfassung

Die rasante Ausbreitung des neuartigen SARS-CoV-2-Virus im Jahr 2019 flihrte zur weltweiten
COVID-19-Pandemie und stellte die gesamte Weltbevoélkerung vor Herausforderungen. Bis
Anfang 2023 infizierten sich weltweit mehr als 670 Millionen Menschen mit COVID-19 und
mehr als 6,8 Millionen Menschen starben an den Folgen des Virus. Eine Infektion fuhrte in
Deutschland bei 10% der Infizierten zu schweren Verlaufen mit notwendiger Hospitalisierung.
Es wird intensiv an Therapien und Impfstoffen gegen SARS-CoV-2 geforscht. Verschiedene
Studien diskutierten einen Zusammenhang zwischen der Schwere des Verlaufs von COVID-19
und der Vitamin-D-Konzentration. Es wurde vermutet, dass Vitamin D durch die Stimulierung
des antimikrobiellen Peptids LL-37 den Verlauf von COVID-19 positiv beeinflussen kann. Aus
diesem Grund habe ich in dieser Studie einen moglichen Zusammenhang zwischen der
Serumkonzentration von LL-37, Vitamin D und dem Schweregrad von COVID-19 untersucht.
Dazu sammelte ich Serumproben von 78 COVID-19-Patienten, teilte die Patienten nach
Schweregrad in 5 Gruppen ein und bestimmte die Serumkonzentration von LL-37 und
Vitamin D. Uberraschenderweise konnte ich keine Zusammenhdnge zwischen den
Serumkonzentrationen von LL-37 und Vitamin D und dem Schweregrad von COVID-19
nachweisen. LL-37 wird von Granulozyten gebildet und am Ort der Entziindung freigesetzt.
Daher erscheint die Analyse von LL-37 in der bronchoalveoldren Lavage relevanter bzw.
aussagekraftiger als die Untersuchung im Patientenserum. Dennoch konnte ich einen
hochsignifikanten, umgekehrt proportionalen Zusammenhang zwischen dem Verhaltnis der
LL-37-Serumkonzentration und der Leukozytenzahl (LL-37/Leukozytenzahl) und dem
Schweregrad von COVID-19 nachweisen. Meine Ergebnisse lassen vermuten, dass das
Verhaltnis LL-37/Leukozytenzahl einen schweren Verlauf von COVID-19 frihzeitig
prognostiziert. Bei den Patienten wurden weitere relevante Laborparameter bestimmt. Ich
konnte eine Korrelation zwischen CRP, IL-6, PCT, Leukozytenzahl und LDH und dem

Schweregrad von COVID-19 nachweisen.
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2. Einleitung

2.1.COVID-19

2.1.1. Uberblick

Die weltweite Ausbreitung des schweren akuten respiratorischen Coronavirus-2-Syndroms
(SARS-CoV-2) im Jahr 2019 hat zu einer beispiellosen globalen Gesundheitskrise gefihrt. Die
daraus resultierende Krankheit COVID-19 fiihrte zu einer Uberlastung der
Gesundheitssysteme und hatte erhebliche soziodkonomische Auswirkungen. Am 11. Marz
2020 wurde die Krankheit von der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) als Pandemie
eingestuft. Regierungen und Organisationen auf der ganzen Welt haben versucht, die
Ausbreitung des Virus zu verlangsamen und die 6ffentliche Gesundheit durch eine Reihe von
MaRnahmen zu schutzen, die von Kontaktbeschrankungen Uber Impfkampagnen bis hin zu
einer Maskenpflicht reichten. Trotz dieser Malinahmen bleibt COVID-19 eine Bedrohung fur
die offentliche Gesundheit und erfordert weitere Forschung, um Diagnostik und Therapie
weiter zu optimieren. Diese Arbeit soll einen Beitrag zur Erforschung von COVID-19 leisten,

indem sie potentielle Biomarker flir den Krankheitsverlauf untersucht.

2.1.2. Epidemiologie

Die Ausbreitung von SARS-CoV-2 begann mit einem Ausbruch des Virus in Wuhan, China,
Ende 2019. Bis Anfang 2023 infizierten sich weltweit mehr als 670 Millionen Menschen mit
COVID-19. Mehr als 6,8 Millionen Menschen starben an den Folgen des Virus, was einer
Letalitat von ca. 1 % entspricht . Aufgrund asymptomatischer Krankheitsverlaufe ist von einer
hohen Dunkelziffer auszugehen 2. Bis Februar 2021 lag die Hospitalisierungsrate von
Menschen mit COVID-19 in Deutschland bei ca. 10 %. Etwa ein Drittel davon musste
intensivmedizinisch behandelt werden und etwa 20 % wurden kiinstlich beatmet 2.
Die Basisreproduktionsrate (R0) bezeichnet die durchschnittliche Anzahl von Individuen in
einer Population ohne Immunitat gegenluber einer Erkrankung, die von einem Individuum
infiziert wird. Nach Schatzungen einer Meta-Analyse liegt die RO fur COVID-19 bei 2,69 und
damit deutlich Gber dem Wert der saisonalen Influenza “. Die Basisreproduktionsrate variiert
je nach Virusvariante, Zeitpunkt, Ort und Demographie. Mit zunehmendem Alter steigt bei
einer Infektion das Risiko fir einen schweren Krankheitsverlauf. Epidemiologische Studien
zeigen, dass altere Menschen, insbesondere solche mit Vorerkrankungen oder
Immunsuppression, von schwereren Krankheitsverlaufen betroffen sind. COVID-19 bei
Kindern unterscheidet sich hinsichtlich der Suszeptibilitat, Transmission, Infektiositat und
klinischem Verlauf und bedarf daher einer differenzierten Betrachtung °©.
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Die Ausbreitungsdynamik von COVID-19 ist klimaabhangig. Mit abnehmender Temperatur und
Luftfeuchtigkeit wurde ein Anstieg der Infektionszahlen beobachtet 7, was den wellenférmigen

Verlauf der Infektionszahlen mit den hochsten Zahlen in den Wintermonaten erklart.

2.1.3. Erreger und Ubertragung

COVID-19 wird durch eine Infektion mit SARS-CoV-2 verursacht. SARS-CoV-2 ist ein
Ribonukleinsdure (RNS)-Virus aus der Familie der Coronaviren 8. Das Virus ist ein helikales,
von einer Lipidmembran umhdilltes Nukleokapsid mit einem einzelstrangigen RNS-Genom
positiver Polaritdt. Das Virus besitzt membranstandige Strukturproteine sowie einige
akzessorische Proteine °.

Eine entscheidende Rolle bei der Virusinfektion spielt das Spike-Protein (S-Protein). Es
handelt sich um einen Trimer aus drei identischen Untereinheiten, wobei jede Untereinheit aus
zwei unterschiedlichen Domanen besteht: der S1- (Subunit 1) und der S2-Untereinheit
(Subunit 2) °. Die S1-Untereinheit enthalt die Rezeptorbindungsdomane (RBD), die fiir die
Bindung des Virus an das Angiotensin Converting Enzyme (ACE2) auf der Oberflache der
Wirtszelle verantwortlich ist. Auf diese Weise erméglicht die S1-Untereinheit dem Virus den
Eintritt in die Wirtszelle. Die S2-Untereinheit besitzt ein Fusionspeptid, das bei der Bindung
des S-Proteins an die Wirtszelle freigelegt wird. Damit verankert die S2-Untereinheit das
S-Protein in der Membran und vermittelt die Membranfusion ''. Das S-Protein ist aufgrund
seiner Schlusselrolle bei der Infektion ein wichtiges Targetmolekiil fir Impfstoffe und antivirale
Therapien 2.

Das Envelopeprotein (E-Protein) ist ein kleines Strukturprotein, das flir den Zusammenbau
und die Vermehrung der Viruspartikel essenziell ist '*. Das Matrix-Protein (M-Protein) verleiht
dem Virus durch Interaktion mit dem S- und E-Protein seine charakteristische Form und ist am
Zusammenbau der Viruspartikel beteiligt . Zu den nicht-membranstandigen Strukturproteinen
gehort das Nukleokapsidprotein  (N-Protein), das zusammen mit dem Genom das
Nukleokapsid bildet. Es interagiert mit viralen Membranproteinen wahrend des
Zusammenbaus des Virions und erhoht die Effizienz der Transkription und des

Viruszusammenbaus °.

Die Adsorption von SARS-CoV-2 an die Wirtszelle erfolgt durch Andocken der S1-Untereinheit
des S-Proteins an das als Rezeptor fungierende ACE2 der Wirtszelle. Dies ermdglicht den
Eintritt des Virus in die Wirtszelle, die Virusreplikation und die Transkription. Es erfolgt die
Produktion von Proteinen, der Zusammenbau und schlieBlich die Freisetzung neuer
Virionen .  SARS-CoV-2-Varianten mit genetischen Veranderungen entstehen durch

Mutationen im S-Protein und koénnen die viralen Eigenschaften beeinflussen 7. Je nach
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Virusvariante unterscheiden sich die Virulenz, Inkubationszeit und Transmissibilitat '8. Einige
dieser Varianten haben sich aufgrund ihrer erhdhten Infektiositat oder Resistenz gegentber
antiviralen Therapien und Impfstoffen als besorgniserregend erwiesen. Beispielsweise kann
eine Mutation des S-Proteins die Bindung von SARS-CoV-2 an die Wirtszelle und damit die

Infektiositat erhéhen °.

COVID-19 wurde erstmals im Dezember 2019 in Wuhan, China, bei einer Gruppe von
Patienten diagnostiziert, die sich mit einer unbekannten Form der viralen Pneumonie
vorstellten. Allen Patienten war gemeinsam, dass sie den Markt in Huanan, China besucht
hatten 2. SARS-CoV-2 weist eine hohe Sequenzidentitdt mit dem SARS-&hnlichen
Fledermaus-Coronavirus auf. Der Ursprung von SARS-CoV-2 wird daher in der Ubertragung
des Virus von einer Fledermaus auf den Menschen auf dem benannten Markt in China
vermutet. Die epidemiologische Bedeutung der Ubertragung von SARS-CoV-2 vom Tier auf
den Menschen wird jedoch als gering eingeschatzt 2. Der haufigste Ubertragungsweg von
SARS-CoV-2 ist die aerogene Ubertragung von Mensch zu Mensch durch die Freisetzung
infektioser respiratorischer Partikel 2. Darliber hinaus gibt es Evidenz fir eine
Kontaktibertragung Uber infizierte Oberflachen 23. SARS-CoV-2 RNA konnte auch im Stuhl
einiger COVID-19 Patienten nachgewiesen werden, sodass eine fakal-orale Ubertragung von
COVID-19 mdoglich ist 2.

Die Variabilitat der Infektiositat von COVID-19 ist ein bekanntes Merkmal der Krankheit. Die
hochste Infektiositat besteht kurz vor und kurz nach Symptombeginn, wobei der Zeitraum nicht
genau bestimmt werden kann 252, Es wurde festgestellt, dass sich viele Patienten in der
prasymptomatischen Phase des Indexfalls infizieren, d.h. etwa 1-2 Tage vor dem Auftreten
von Symptomen . In einer Studie mit 181 COVID-19-Fallen betrug die durchschnittliche
Inkubationszeit 5 Tage ?’. Es ist jedoch bekannt, dass die Inkubationszeit je nach Virusvariante
variiert, wobei die durchschnittliche Inkubationszeit der BA1-Omikron-Variante nur 3 Tage

betragt 28,

2.1.4. Pathophysiologie

COVID-19 liegen verschiedene Schadigungsmechanismen zugrunde, die sich auf
unterschiedliche Organe und Gewebe auswirken. Einer der Hauptmechanismen ist die direkte
Infektion von Zellen. SARS-CoV-2 dringt Uber den ACE2-Rezeptor in die Wirtszelle ein, wobei
es die Serin-Protease Transmembrane Serine Protease 2 (TMPRSS2) benétigt. Dieser
Rezeptor wird in verschiedenen Zelltypen exprimiert, unter anderem im Alveolarepithel der

Lunge, im GefalRendothel, in Nierenepithelzellen, Enterozyten, Hepatozyten, Myokardzellen
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und Zellen des zentralen Nervensystems 2°%, Das Eindringen des Virus in die Wirtszelle fiihrt
Uber zellulare Mechanismen zu Zellschadigung und Zelltod. Neben der direkten Schadigung
kann COVID-19 auch indirekte Auswirkungen auf den Organismus haben. Indirekte Folgen
einer Infektion mit SARS-CoV-2 werden durch eine Hyperinflammation aufgrund einer
Uberschieldenden systemischen Immunreaktion oder einer Immundysregulation hervorgerufen
31, Dies geschieht durch massive Freisetzung proinflammatorischer Botenstoffe, die als
Zytokinsturm bezeichnet wird und eine haufige Komplikation bei schweren Fallen von
COVID-19 darstellt.

Die Immunantwort des infizierten Organismus erfolgt zunachst durch das angeborene
Immunsystem, das u.a. Interferone, Makrophagen, dendritische Zellen, Granulozyten und
natiirliche Killerzellen umfasst 2. Eine verminderte antivirale Abwehr des angeborenen
Immunsystems kann den Krankheitsverlauf von COVID-19 entscheidend beeinflussen 3. Das
erworbene Immunsystem reagiert auf eine Infektion mit SARS-CoV-2 mit einer zelluldren
Immunitat, zu der zytotoxische T-Zellen (CD8+), T-Helferzellen (CD4+) und B-
Gedachtniszellen gehoren 3. T-Zellen sind spezifisch gegen Strukturproteine von
SARS-CoV-2 gerichtet, wahrend B-Gedachtniszellen innerhalb von 6 Monaten nach der
Infektion gebildet werden 3. Median 2 Wochen nach Symptombeginn kommt es auch zu einer
spezifischen Antikdrperantwort gegen Strukturproteine von SARS-CoV-2 *. Es werden
verschiedene Antikdrper, darunter die SARS-CoV-2-spezifischen Antikorper IgG, IgM und IgA,
gebildet, die vor einer Reinfektion schiitzen sollen. Die Antikdrpertiter nehmen jedoch nach
der Infektion mit der Zeit wieder ab. Der zeitliche Verlauf und die Starke der Antikérperantwort
ist sehr individuell. Es gibt bisher keine Referenzwerte, die eine Empfehlung fir die H6he des
Antikorpertiters geben oder einordnen, wie hoch der Schutz bei einem bestimmten Titerwert
ist.

Immunitat kann durch eine immunwirksame Antigenexposition durch wiederholte Infektion mit
SARS-CoV-2 oder durch wiederholte COVID-19-Impfung erworben werden. Es handelt sich
dabei um eine funktionale und nicht um eine sterile Immunitat, was bedeutet, dass Infektion
und Ubertragung trotz Immunisierung erfolgen kénnen %. Eine Reinfektion ist also trotz
Impfung mdglich. Die Immunantwort auf SARS-CoV-2 kann auch durch individuelle Faktoren

wie Alter, Geschlecht, Vorerkrankungen und genetische Veranlagung beeinflusst werden 8.

2.1.5. Symptome

Die Klinik von COVID-19 reicht von asymptomatischen bis hin zu lebensbedrohlichen
Verlaufen. Haufige Symptome bei COVID-19 sind Husten und Fieber. Weitere Symptome sind
Schnupfen, Halsschmerzen, Abgeschlagenheit, Gliederschmerzen, Kopfschmerzen,

gastrointestinale Beschwerden und Appetitlosigkeit 3%4'. Zu den typischen klinischen
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Manifestationen zahlen auferdem Anosmie, Dysgeusie und Parosmie “2. Die Beteiligung der
Atemwege kann zu einer Pneumonie fihren, die in ein Acute Respiratory Distress Syndrome

minden kann #?

. Die klinische Prasentation ist variabel und es kdnnen auch allgemein
unspezifische Symptome auftreten.

,Long-COVID" bezeichnet das postakute COVID-19 und ist durch das Persistieren klinischer
Symptome oder Langzeitkomplikationen tUber 4 Wochen nach der akuten Krankheitsphase
hinaus gekennzeichnet *. Die Manifestation der Symptome variiert in Dauer und
Schweregrad. Die Ursachen und Mechanismen des postakuten COVID-19 sind noch nicht
vollstandig geklart 4.

Die COVID-19 Pandemie hat auch die psychische Gesundheit vieler Menschen nachhaltig
beeintrachtigt. Es wurde festgestellt, dass psychische Erkrankungen wie Angststérungen oder
Depressionen wahrend der Pandemie in allen Bevolkerungsgruppen zugenommen haben 45,
Es ist wichtig zu beachten, dass soziale Isolation ebenfalls zu diesen Auswirkungen beitragen

kann.

2.1.6. Diagnostik

Als Goldstandard zur Detektion von SARS-CoV-2 dient die Polymerase-Kettenreaktions
(PCR)-Diagnostik. Dabei erfolgt ein Nachweis von RNS aus respiratorischen Sekreten mittels
Real-Time Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) #°. Der Ct-Wert gilt
als Maly fir die SARS-CoV-2-RNS-Konzentration, wobei niedrige Ct-Werte auf hohe
Viruslasten hinweisen.

Mit Hilfe eines Antigen-Tests kénnen virale Proteine von SARS-CoV-2 in respiratorischen
Sekreten nachgewiesen werden. Sie werden in der Akutdiagnostik als Point-of-Care-Tests
eingesetzt und liefern Ergebnisse innerhalb weniger Minuten.

Antikorpertests zum Nachweis spezifischer Antikdrper gegen SARS-CoV-2 dienen der
Bestimmung einer zurlickliegenden Infektion oder einer Impfantwort. Es gibt verschiedene
Testverfahren, die SARS-CoV-2-spezifische Immunglobuline G (IgG), M (IgM), A (IgA) oder
Gesamtantikérper nachweisen. Da die Serokonversion bei der Mehrzahl der Patienten in der
zweiten Woche nach Symptombeginn erfolgt, wird ein friherer Antikérpernachweis fur die

Akutdiagnostik nicht empfohlen 47.

2.1.7. Therapie

Die Therapie von COVID-19 wird der Entwicklung der Symptome des Patienten angepasst.
Bei schweren Fallen von COVID-19 kann eine tagliche Pulsoxymetrie erwogen werden, um

auf einen Abfall des Sauerstoffpartialdrucks (SpO-) und eine Hypoxie mit einer Sauerstoffgabe
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reagieren zu konnen. Bei Verdacht auf eine Pneumonie werden bildgebende Verfahren wie
Rontgen oder Computertomografie eingesetzt.

Milde Krankheitsverlaufe von COVID-19 werden bei hohem Leidensdruck symptomatisch z.B.
mit Analgetika therapiert. In der frihen Therapie des schweren COVID-19 kommen antivirale
Medikamente zum Einsatz. Es werden direkte antivirale Medikamente (DAAs) angewandt, die
auf virale Proteine abzielen. Weniger weit entwickelte Host-Targeting-Wirkstoffe (HTASs)
hemmen die menschliche Wirtszelle, die das Virus fiur die Replikation und Ausbreitung
bendtigt 8. Ein weiterer Ansatzpunkt ist die Blockade der Endozytose von SARS-CoV-2,
sodass das virale Material nicht zur Replikation in die Wirtszelle gelangt °.

Therapeutisch relevant sind auch Therapien gegen die Strukturproteine Protein-M, Protein-S
und Protein-E. Sie dienen der Konservierung des viralen Genoms und unterdricken die
Immunantwort der Wirtszelle, sodass sie sinnvolle Angriffspunkte fir Medikamente
darstellen °.

Budesonid ist ein inhalatives Glukokortikoid, das hauptsachlich zur Therapie von
Atemwegserkrankungen eingesetzt wird. In einer Phase-2-Studie mit COVID-19-Patienten
reduzierte die frihzeitige Gabe von Budesonid die Wahrscheinlichkeit, dass eine
intensivmedizinische Behandlung erforderlich wurde, und verklrzte die Zeit bis zur
Genesung °'. Die Deutsche Gesellschaft fir Allgemeinmedizin und Familienmedizin (DEGAM)
spricht eine Kann-Empfehlung (DEGAM 2023) flir die inhalative Budesonid-Therapie bei
Patienten mit einem erhdhten Risiko fur einen schweren Krankheitsverlauf aus.

In einer Phase-3-Studie wurde gezeigt, dass der monoklonale Antikérper Sotrovimab das
Risiko einer Krankheitsverschlechterung bei Hochrisikopatienten mit leichtem bis
mittelschwerem COVID-19 reduziert 2. Sotrovimab wird von der DEGAM als Soll-Empfehlung
fur immunsupprimierte Patienten und als Kann-Empfehlung (DEGAM 2023) fir
Risikopatienten ohne Impfschutz empfohlen.

Remdesivir ist ein Adenosinanalogon, das die RNS-abhdngige RNS-Polymerase von
SARS-CoV-2 und damit die Virusreplikation hemmt. In einer randomisierten Doppelblindstudie
bei nicht hospitalisierten Patienten mit hohem Risiko flir eine COVID-19-Progression flihrte
eine dreitdgige Behandlung mit Remdesivir im Vergleich zu Placebo zu einer 87%igen
Reduktion des Risikos einer Hospitalisierung oder Mortalitat 53.

Zu den Therapieansatzen, bei denen der Wirt das Wirkstoffziel darstellt, gehdrt die
Unterdrickung einer Uberschieenden Entziindungsreaktion. Geeignete Medikamente hierfur
sind Kortikosteroide und IL-6-Inhibitoren 3+%°,

Ein weiterer therapeutischer Ansatz ist die Neutralisation des Virus durch monoklonale
Antikérper, die spezifisch an die Glykoproteine von SARS-CoV-2 binden %¢. Die Kombination
von Casirivimab und Imdevimab ist seit November 2021 in der Europaischen Union zur friihen

antiviralen Therapie zugelassen.
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Fur die Therapie mit Antikbrpern gibt es den Ansatz, Blutplasma von Rekonvaleszenten als
Transfusion zu verwenden. Das Plasma des Spenders dient dabei als Reservoir fir humane
Antikérper *’. Intravendse Immunglobuline werden aus dem Plasma von Rekonvaleszenten
gewonnen und finden therapeutische Anwendung bei verschiedenen entzindlichen und
autoimmunen Erkrankungen. Diese Form der Immuntherapie konnte auch bei COVID-19
wirksam sein %.

Peptide mit antiviralen Eigenschaften haben ebenfalls ein groRes Potential flr die Therapie
von COVID-19. Peptide kénnen Protein-Interaktionen hemmen und haben bereits Effekte bei
viralen Infektionen, einschlieRlich CoVs gezeigt 5°. Sie haben in der Regel ein geringeres
Nebenwirkungsprofil als chemische Medikamente, es gibt Mdglichkeiten zur Verlangerung der
Peptidhalbwertszeit und eine schnelle Markteinfiihrung ist haufig moglich 9. Die
Wirkmechanismen von Peptiden sind die Blockierung der Adsorption des Virus an die
Wirtszelle, die Hemmung des Viruseintritts und die Hemmung der Bildung und Freisetzung
von SARS-CoV-2 .

2.1.8. Pravention

Die Impfung gegen COVID-19 hat sich als wirksam erwiesen und reduziert das Infektionsrisiko
sowie die Wahrscheinlichkeit eines schweren Krankheitsverlaufs 2. Die Wirksamkeit der
Impfung nimmt 6 Monate nach der vollstandigen Impfung ab, was auf eine Abnahme der
Immunitat zurlickzufiihren sein kénnte 3.

Bei den nicht-medikamentdsen MalRnahmen ist das Tragen eines Mund-Nasen-Schutzes zum
Schutz vor COVID-19 sinnvoll, da es das Infektionsrisiko signifikant reduzieren kann 6465,
Neben flachendeckenden Lockdowns sind Strategien wie die Isolierung von Infizierten und
Verdachtsfallen sowie eine Kontaktnachverfolgung hilfreich, um die Ausbreitungsdynamik zu

kontrollieren 8.

2.2. Laborparameter

2.21. LL-37

Cathelicidin ist der Vorlaufer von LL-37, einem antimikrobiellen Peptid, das Teil der
angeborenen Immunabwehr ist. Humanes Cathelicidin (hCap-18) wird durch die Proteinase 3
proteolytisch zu LL-37 gespalten und durch Exozytose freigesetzt ¢’. LL-37 besteht aus 37
Aminosauren mit der Primarstruktur LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES und

besitzt eine a-helikale Struktur %8, LL-37 ist ein amphipathisches, kationisches Peptid mit einer
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Nettoladung von +6 bei neutralem pH-Wert. LL-37 wird im menschlichen Kérper vor allem von
Leukozyten und Epithelzellen gebildet.

Das antimikrobielle Peptid kommt im Kérper sowohl frei im Serum als auch gebunden an Lipide
und Apolipoproteine vor. In meiner Studie untersuchte ich die Serumkonzentration von freiem
LL-37. Die Serumkonzentration spiegelt die systemische Konzentration wider. LL-37 wird aber
auch lokal im Gewebe oder im Speichel freigesetzt und kann hier vom Serum abweichende
Konzentrationen haben. Die Expression und Freisetzung werden durch verschiedene Stimuli
ausgelost. Dazu gehdren z.B. Infektionen, Entziindungen, Stress, Vitamin-D oder genetische
Varianten. Es wird angenommen, dass verschiedene Transkriptionsfaktoren wie der nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-kB), das Aktivator-Protein-1 (AP-1)
oder der Vitamin-D-Rezeptor an der Regulation von LL-37 beteiligt sind ©°.

LL-37 hat neben antimikrobiellen auch immunmodulatorische Funktionen 7°. Bei
inflammatorischen Prozessen kann es Entziindungsmediatoren wie IL-13 oder
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) hemmen oder stimulieren, je nachdem, welcher Signalweg
beteiligt ist ’'. LL-37 kann die Migration und Funktion verschiedener Immunzellen wie
Makrophagen, dendritischer Zellen und T-Zellen beeinflussen. LL-37 ist Uber die
beschriebenen Mechanismen an der Pathogenese verschiedener Krankheiten beteiligt. In
einigen Fallen hat LL-37 eine schitzende Funktion, in anderen Fallen tragt es zum
Krankheitsprogress bei. Das Vorhandensein zirkulierender LL-37-spezifischer T-Zellen ist mit
der Aktivitat von Psoriasis assoziiert 2. LL-37 zeigt Potential in der Therapie von Karzinomen.
Allerdings ist die Wirkung unterschiedlich, sodass LL-37 bei einigen Tumorarten die
Proliferation unterdriickt, bei anderen aber karzinogene Wirkungen zeigt. Zudem kénnte LL-37
eine schiitzende Rolle bei rheumatoider Arthritis haben '. Eine hohe Konzentration von LL-37
im Blutserum von Patienten mit bakterieller Pneumonie sowie von Kleinkindern mit

Bronchiolitis zeigte einen protektiven Effekt in Form eines milderen Krankheitsverlaufs 774,

Aufgrund dieses vielseitigen Wirkprofils riickte LL-37 auch im Zusammenhang mit COVID-19
in den Fokus aktueller Forschung. Insbesondere das Potential, virale Eintrittsmechanismen zu
blockieren und immunregulatorisch zu wirken, deutet darauf hin, dass LL-37 den Verlauf einer
SARS-CoV-2-Infektion beeinflussen kénnte 7.

In einer kirzlich durchgefuhrten in-vitro Studie konnte gezeigt werden, dass LL-37 die Bindung
von SARS-CoV-2 an den ACE2-Rezeptor der Wirtszelle und damit den Viruseintritt
verhindert /6. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse vermuteten wir, dass LL-37 den
Krankheitsverlauf von COVID-19 positiv beeinflussen kann.

Vor diesem Hintergrund untersuchten wir, ob héhere LL-37-Serumkonzentrationen mit einem
milderen Krankheitsverlauf assoziiert sind. Solche Konzentrationen kénnten Ausdruck einer

effektiven angeborenen Immunantwort sein.
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Das Vorlauferprotein hCAP-18 wird Uberwiegend in neutrophilen Granulozyten exprimiert, die
LL-37 aus peroxidase-negativen Granula freisetzen 7""8, Aus diesem Grund betrachteten wir
zusatzlich den Quotienten aus LL-37-Serumkonzentration und Leukozytenzahl. Der gebildete
Quotient spiegelt die Menge an freigesetztem LL-37 pro Leukozyt wider und erlaubt somit eine

Einschatzung der Aktivitat des angeborenen Immunsystems.

2.2.2. Vitamin D

Vitamin D gehort zu den fettléslichen Vitaminen. Nur ein geringer Teil des Bedarfs kann Uber
die Nahrung gedeckt werden, der Uberwiegende Teil wird vom Kérper selbst produziert. Die
Biosynthese von Vitamin D3 (Cholecalciferol) erfolgt in der Haut aus 7-Dehydrocholesterol mit
Hilfe von Ultraviolett-Strahlung. Vitamin D3z gelangt ins Blut, wird dort vor allem an das
Vitamin-D-bindende Protein gebunden und zur Leber transportiert. In der Leber erfolgt die
Hydroxylierung zu Calcidiol, der Speicherform von Vitamin D. Calcidiol wird Uberwiegend in
den Nieren zum biologisch aktiven Calcitriol hydroxyliert.

Seit vielen Jahren ist die Bedeutung von Vitamin D im Zusammenhang mit dem
Kalziumstoffwechsel und der Knochengesundheit bekannt ”°. Darliber hinaus gibt es Hinweise,
dass Vitamin D einen wichtigen Einfluss auf weitere physiologische Funktionen, u.a. das
Immunsystem, haben kann 8. Der Vitamin-D-Rezeptor wird auf verschiedenen Zellen des
Immunsystems exprimiert, wodurch Vitamin D in der Lage ist, die Proliferation und Funktion
von T-Zellen, Makrophagen und Antigen-prasentierenden Zellen zu regulieren 8'. Bei einigen
viralen Infektionen hatte eine Vitamin-D-Supplementierung positive Effekte auf den
Krankheitsverlauf, wahrend ein Vitamin-D-Mangel das Risiko fiir schwere Verlaufe erhéhte 82,
Vitamin D kdnnte auch den Krankheitsverlauf von COVID-19 beeinflussen. Vitamin D stimuliert
die Expression des cyclic adenosine monophosphate (CAMP)-Gens. Das CAMP-Gen codiert
fur das Vorlauferprotein von LL-37 und ist ein zentraler Regulationspunkt der Synthese . Uber
diesen Mechanismus kann Vitamin D stimulierend auf die Freisetzung von LL-37 wirken.
Daraus ergibt sich die Hypothese, dass hohe Vitamin-D-Konzentrationen auch zu hohen

LL-37-Konzentrationen fihren, die sich positiv auf eine COVID-19-Infektion auswirken.

2.2.3. Entziindungsmarker IL-6, CRP, PCT

Zu den wichtigen Entzindungsparametern gehoren unter anderem C-Reaktives-Protein
(CRP), Interleukin-6 (IL-6), Procalcitonin (PCT) und auch die Leukozytenzahl. Die
Entziindungsreaktion spielt eine wichtige Rolle bei der Infektion mit SARS-CoV-2 &,

CRP st ein Akute-Phase-Protein, das in der Leber gebildet wird. CRP ist im Koérper als

Reaktion auf inflammatorische Prozesse erhéht und kann durch Aktivierung von Phagozyten
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verschiedene Mikroorganismen bekdmpfen. Bei der COVID-19-Pneumonie kommt es zu
einem Zytokinsturm, bei dem unter anderem die Zytokine IL-6 und TNF-a die Produktion von
CRP stimulieren. Dies lasst vermuten, dass die CRP-Konzentration mit dem Schwergrad einer

COVID-19-Infektion zusammenhangt.

Interleukin-6 (IL-6) ist ein Entzindungsmediator, der u.a. von Zellen des Immunsystems
produziert wird. Es spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Immunantwort und des
Entziindungsprozesses. IL-6 ist besonders wichtig bei der Bekdmpfung von Infektionen
bakterieller und viraler Genese. Es wird auch angenommen, dass IL-6 eine Rolle bei der
Entstehung von Zytokinstirmen spielt, bei denen es zu einer Ubermaligen
Entziindungsreaktion im Kérper kommt, die zu Organversagen und zum Tod flihren kann. Eine
so genannte Hyperinflammation wird bei COVID-19 Patienten mit Vorerkrankungen und
Risikofaktoren beobachtet 8. Daher wurde in meiner Studie die IL-6-Konzentrationen im

Serum neben CRP als weiteren Entziindungsparameter untersucht.

Procalcitonin ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 13 kD, das aus 116
Aminosauren besteht. Es stellt zwar die Vorstufe des Hormons Calcitonin dar, ist jedoch eine
biologische Entitat. Wahrend Calcitonin praktisch ausschliellich von den C-Zellen der
Schilddrise gebildet wird, kann Procalcitonin von verschiedenen Zelltypen und Organen (z.B.
Leber, Niere, Fettgewebe und Muskel) synthetisiert werden. Ausléser fir die
Procalcitoninfreisetzung sind proinflammatorische Stimuli. PCT dient als unterstiitzender
Biomarker, um eine systemische, bakterielle Infektion, insbesondere eine Sepsis, von einer
lokalen Entziindung abgrenzen zu kénnen. Ich habe die PCT-Konzentration bestimmt, um die

Haufigkeit schwerer bakterieller Co-Infektionen bei COVID-19 zu untersuchen.

2.2.4.LDH

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein Enzym, das in vielen verschiedenen Zelltypen
vorkommt und an der Umwandlung von Pyruvat in Laktat im anaeroben Energiestoffwechsel
beteiligt ist. Erhdhte LDH-Konzentrationen im Blut kénnen auf eine Schadigung oder
Erkrankung in Zellen hinweisen, in denen das Enzym normalerweise vorkommt, z.B. Herz,
Leber, Nieren und Lunge. SARS-CoV-2 kann Pneumonien verursachen, die mit einer
Schéadigung des Lungengewebes und dem Untergang von Zellen einhergehen 8. Die LDH-
Konzentrationen kdnnen aufRerdem bei inflammatorischen Prozessen erhdht sein &, welche
insbesondere bei schweren COVID-19-Infektionen auftreten. Vor diesem Hintergrund habe ich
die LDH-Serumkonzentrationen der Patienten als Marker fur den Grad der Gewebsschadigung
bei COVID-19 untersucht.
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2.2.5. Leukozyten

Leukozyten, auch weilRe Blutkdrperchen genannt, sind essenzielle Komponenten der
Immunabwehr. Sie werden im Knochenmark gebildet und zirkulieren im Blut, bis sie bei
Infektionen in das betroffene Gewebe einwandern. Dort bekdmpfen sie Pathogene Uber
verschiedene Mechanismen der angeborenen und adaptiven Immunantwort.

Die wichtigsten Leukozytenpopulationen umfassen neutrophile Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten. lhre Anzahl im peripheren Blut ist ein etablierter Entzindungsparameter und
kann Hinweise auf das Ausmal’ und die Art der Immunreaktion geben.

Bei Infektionen wie COVID-19 kommt es durch die Ausschittung proinflammatorischer
Zytokine — insbesondere IL-1 und TNF-a — zu einer Aktivierung des Knochenmarks mit
konsekutiver Leukozytose. Gleichzeitig kann es in frihen oder milderen Stadien auch zu einer
Leukozytopenie kommen, etwa infolge eines erhéhten Verbrauchs oder viraler Suppression
hamatopoetischer Prozesse.

Die Leukozytenzahl wurde daher im Rahmen dieser Arbeit als laborchemischer Marker zur

Einschatzung der systemischen Immunantwort bestimmt.

2.2.6. Kreatinin

Kreatinin ist ein Endprodukt des Muskelmetabolismus, das von den Nieren gefiltert und mit
dem Urin ausgeschieden wird. Die Kreatinin-Konzentration ist ein Indikator fir die
Nierenfunktion. Eine erhohter Kreatinin-Konzentration weist auf eine verminderte glomerulare
Filtrationsrate (GFR) hin. Im Zusammenhang mit COVID-19 konnte gezeigt werden, dass
SARS-CoV-2 mit neu auftretenden akuten Nierenschaden assoziiert ist und die Therapie
erschweren kann 8. Die Epithelzellen der Niere exprimieren ACE2 und bieten SARS-CoV-2
die Moglichkeit zum Viruseintritt. Vor diesem Hintergrund wurde Kreatinin als MaR} fir die

Nierenfunktion bzw. die GFR untersucht.

2.2.7. Leberfunktion

Zu den Biomarkern, die eine Leberschadigung anzeigen, gehdren unter anderem die Enzyme
Alanin-Aminotransferase (ALAT), Aspartat-Aminotransferase (ASAT) und Gamma-
Glutamyltransferase (yGT). ALAT wird hauptsachlich in den Parenchymzellen der Leber, den
Hepatozyten gebildet, wahrend ASAT auch in Geweben anderer Organe gebildet wird. Eine
Erhdhung von ALAT und ASAT sprechen fur eine Hepatozytenschadigung. Bei COVID-19

kann eine Leberschadigung durch eine IL-6-vermittelte Endotheliopathie 8 oder auch durch
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medikamententoxische Wirkungen

Schadigung der Cholangiozyten. ACE2, der Rezeptor flr den Eintritt von SARS-CoV-2 in die

Wirtszelle, wird auch auf Cholangiozyten exprimiert, sodass eine direkte Schadigung durch

verursacht werden. yGT ist ein Marker fur eine

das Virus moglich ist ®°. Aus diesen Griinden habe ich die Leberenzyme als MalR fiir die

Leberzellschadigung untersucht.

2.2.8. Apolipoproteine

Apolipoproteine bilden die hydrophile Oberflache der Lipoproteine, die fir den Transport der
wasserunldslichen Lipide im Blut verantwortlich sind. Apolipoprotein A1 (APOA1) ist ein
Strukturprotein des High-Density-Lipoprotein (HDL) und besitzt eine antiinflammatorische
Wirkung. Apolipoproteine dienen als pradiktive Marker fir kardiovaskulare, neoplastische und
zerebrovaskulare Erkrankungen °'. Es wird vermutet, dass adaquate APOA1- und APOB-
Konzentrationen einen protektiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf bei COVID-19 haben °'.
APOE4, ein Allel des Apolipoprotein E-Gens, gilt als Risikofaktor flr eine schwere
COVID-19-Infektion und wird mit COVID-19 assoziierten Miudigkeit in Verbindung
gebracht 9293,

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass LL-37 gebunden an Apolipoproteine vorliegen
kann, was die gemessene Konzentration von freiem LL-37 im Serum beeinflussen kénnte.
Daher untersuchte ich den Zusammenhang zwischen der Konzentration der Apolipoproteine
und LL-37 im Serum.

2.2.9. Immunglobuline

Immunglobuline sind Antikérper, die von Plasmazellen als Reaktion auf einen
Krankheitserreger gebildet werden. Als Teil der humoralen Immunabwehr sind
Immunglobuline Uber verschiedene Mechanismen spezifisch gegen Krankheitserreger
gerichtet, wobei die 5 Isotypen Immunglobulin A, D, E, G und M unterschieden werden. Da
das Immunsystem bei einer Infektion mit COVID-19 vermehrt (spezifische) Immunglobuline
gegen SARS-CoV-2 bildet *, untersuchte ich die Serumkonzentrationen der Immunglobuline
IgA, IgG und IgM. Die Analyse bezog sich auf Gesamtkonzentrationen von IgA, 1gG und IgM,
nicht auf SARS-CoV-2-spezifische Antikorper.
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2.3. Ziele meiner Dissertation

Zur Zeit der Probenentnahme von Mai 2020 bis April 2021 stellte COVID-19 eine gefahrliche
Erkrankung mit unvorhersehbarem Verlauf und begrenzten therapeutischen Mdglichkeiten
dar. Ziel meiner Untersuchungen war es, neue Biomarker zu identifizieren, die einen schweren
Verlauf der Erkrankung friihzeitig prognostizieren, um die Patienten entsprechend behandeln
und hospitalisieren zu kénnen. Neben dem diagnostischen Nutzen sollte meine Arbeit auch
Hinweise auf einen moglichen therapeutischen Nutzen von LL-37 liefern. Sowohl eine indirekte
Modulation Uber Vitamin D als auch eine direkte, inhalative Verabreichung — analog zur

Anwendung von Budesonid — erscheinen theoretisch denkbar.

Ziele:

2311111, Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der
LL-37-Serumkonzentration und dem Schweregrad von COVID-19.

23.1.1.1.1.2. Untersuchung eines mdglichen Zusammenhangs zwischen der Vitamin-D-
Konzentration, der LL-37-Serumkonzentration und dem Schweregrad von COVID-19.

2.3.1.1.1.1.3. Identifikation zusatzlicher laborchemischer Marker mit prognostischem
Potential fur den Krankheitsverlauf bei COVID-19.
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3. Publikation

Die Ergebnisse der Dissertation wurden unter dem Titel ,The ratio of serum LL-37 levels to
blood leucocyte count correlates with COVID-19 severity” im Jahr 2022 bei Scientific Reports
publiziert . Das Projekt wurde durch ein Stipendium des Koéln Fortune Programms

(Begabtenforderung fur Studierende der Medizin und Zahnmedizin) gefordert.
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The ratio of serum LL-37 levels
to blood leucocyte count correlates
with COVID-19 severity

Matthias Keutmann?, Gabriele Hermes?, Denise Meinberger?, Annika Roth?,
Jannik Stemler?3%, Oliver A. Cornely?3**%, Andreas R. Klatt' * & Thomas Streichert!

Beneficial effects of vitamin D on COVID-19 progression have been discussed in several studies.
Vitamin D stimulates the expression of the antimicrobial peptide LL-37, and evidence shows that
LL-37 can antagonize SARS-CoV-2. Therefore, we investigated the association between LL-37 and
vitamin D serum levels and the severity of COVID-19. To this end, 78 COVID-19 patients were divided
into 5 groups according to disease severity. We determined serum levels of LL-37, vitamin D, and
routine laboratory parameters. We demonstrated a correlation of CRP, IL-6, PCT, leukocyte count,
and LDH with the severity of COVID-19. Our study did not demonstrate a direct relationship between
serum levels of LL-37 and vitamin D and the severity of COVID-19. LL-37 is produced by granulocytes
and released at the site of inflammation. Therefore, the analysis of LL-37 in broncho-alvelolar lavage
rather than in patient serum seems critical. However, since LL-37 is produced by granulocytes, we
determined serum LL-37 levels as a function of leukocyte count. The LL-37/leukocyte count ratio
correlates highly significantly inversely proportional with COVID-19 severity. Our results indicate that
the LL-37/leukocyte count ratio could be used to assess the risk of COVID-19 progression as early as
hospital admission.

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is caused by the Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
(SARS-CoV-2). The potential therapeutic and preventive effects of vitamin D in COVID-19 are a current topic
of discussion in the media and the scientific community. Vitamin D is a fat-soluble vitamin and plays a crucial
role in regulating calcium balance'. In addition, studies show that vitamin D has a decisive influence on the
immune system and regulates antimicrobial innate immune responses® *. The effects of vitamin D are mediated
by its binding to the vitamin D receptor (VDR) and subsequent binding to vitamin D response elements (VREs)®.
Such a consensus VRE is located in the promotor of the human cathelicidin antimicrobial peptide (CAMP) gene.
Vitamin D stimulates the expression of the CAMP gene, which encodes for the human cathelicidin (hCap-18),
the precursor of LL-37". Human cathelicidin is proteolytically cleaved to LL-37 by proteinase 3 and released by
exocytosis’. LL-37 is an antimicrobial peptide that is part of the innate immune defense. It consists of 37 amino
acids that form an amphipathic, a-helical structure. At neutral pH, LL-37 is a cationic peptide with a net charge
of + 6. In addition to its antibacterial properties, LL-37 has also antiviral properties®, and lower LL-37 serum
levels are associated with severity of illness and length of hospital stay”*.

SARS-CoV-2 infection is initiated by the binding of viral spike protein 1 (S1) to the host angiotensin-con-
verting enzyme-2 (ACE2). LL-37 binds with high affinity to the receptor binding domain (RBD) of S1. LL-37
also binds to the host cell ACE2 and blocks the ligand binding domain (LBD). Both could reduce the subsequent
recruitment of ACE2 and inhibit the entry of SARS-CoV-2 to the host cell”. Therefore, LL-37 might influence
the course of COVID-19, and LL-37 serum levels might be related to infection severity.
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In this study, we investigated a possible relationship between the serum levels of LL-37 and vitamin [} and
COVID-19 severity. In addition, we determined other laboratory parameters that might impact serum LL-37
levels or be related to COVID-19 severity.

Material and methods

Stud)' design and ethics. This retrospective cohort study was performed at and under the guidelines of
the University Hospital of Cologne, Germany and approved by the ethics committee of the Medical Faculty of
the University of Cologne (ISI protocol, version 2.2 - 02.04.2019). Written informed consent was obtained from
all patients or their authorized representatives.

Study population. The cohort enrolment criteria included patients that tested positive for SARS-CoV-2
infection by polymerase chain reaction (PCR) and were hospitalized at the University Hospital Cologne. The
78 participating patients were divided into five groups depending on the severity of the COVID-19 disease.
Ten patients with asymptomatic disease course (WHO Score 1, according to the WHO Working Group on
Clinical Characterization and Treatment of COVID-19 Infection'") formed the first group. The second group
consisted of 13 patients who were symptomatic but did not require oxygen administration during hospitaliza-
tion (WHO Score 2-4). The third group included 26 patients whose COVID-19 disease required non-invasive
oxygen administration (WHO Score 5 or 6). The fourth group comprised 13 patients who required invasive
mechanic tube ventilation (WHO Score 7-9). The fifth group included 16 patients who died of COVID-19 dur-
ing the hospitalization (WHO Score 10).

Blood samples. Blood samples were collected between day 1 and day 3 of clinical admission of each indi-
vidual inpatient stay between December 2020 and March 2021. Serum was collected in 4.7-ml serum monovettes
(Sarstedt, Germany), centrifuged at 2772 g for 10 min, and stored at -80 °C until use. Ethylendiamintetraazetat
(EDTA) blood was collected in EDTA monovettes and used for hematological analysis (Sarstedt, Germany).

Enzyme-linked immunosorbent binding assay (ELISA). To detect LL-37, sandwich ELISA was per-
formed with a Human Antibacterial Protein LL-37 ELISA Kit from Abbexa® strictly following the provided pro-
tocol. In brief, 96 well plates were coated with an anti-LL-37 antibody. LL-37 standards and patient serum were
added to the wells, and a biotin-conjugated reagent was added to the wells and incubated. Unbound conjugates
were removed using the provided wash buffer at each stage. Tetramethylbenzidine 6 (TMB 6) substrate was used
to quantify the HRP enzymatic reaction. Optical density (OD) was measured spectrophotometrically at 450 nm.
Samples of each patient were measured in duplicate.

Other laboratory measurements. C-reactive protein (CRP) was determined by the CRP Latex Test Gen.
3, a particle-enhanced immunoturbidimetry (Roche Diagnostics®) with the Cobas C702 analyzer system. Inter-
leukin 6 (IL-6) was determined by the Elecsys IL-6 (Roche Diagnostics®), a sandwich immunoassay, using the
Cobas ER01 analyzer system. Procalcitonin (PCT) was determined using the Elecsys BRAHMS PCT sandwich
immunoassay (Roche Diagnostics), with the Cobas E801 analytical system (Roche Diagnostics). Lactate dehy-
drogenase (LDH) concentration was measured by a simple optical assay of the IFCC (International Federation
of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) method using the Cobas C702 analyzer system. The white
blood cells were determined from EDTA blood using the Sysmex XN-9100 or XN1000". The concentration of
25-hydroxycholecalciferol (25-HCC, Calcidiol) was determined using Elecsys Vitamin D total IT {(Roche Diag-
nostics®), a competitive binding assay, with the Cobas E801 analytical system. 1,25-Dihydrocholecalciferol (1,25-
DHCC, Calcitriol) was determined using a sandwich assay with chemiluminescence in the LIAISON® immuno-
assay analyzer (DiaSorin). Creatinine concentration was measured using the Creatinine Plus Test Ver. 2 (Roche
Diagnostics®), an enzymatic method, on the Cobas C702. Immunoglobulins A (IgA), G (IgG), and M (IgM) were
determined by Tina-quant assay (Roche Diagnostics®), an immunoturbidimetry, using the Cobas C702 analyti-
cal system. Aspartate aminotransferase (ASAT) and alanine aminotransferase (ALAT) were detected using the
ASAT test and ALAT test (Roche Diagnostics®), a coupled optical test of the 7 IFCC method, on the Cobas C702.
The concentration of gamma-glutamyl transferase (gamma-GT) in heparin plasma was determined using the
gamma-glutamyl transferase test (Roche Diagnostics®) of the IFCC method, a color test. Apolipoproteins were
analyzed using Tina-quant immunoturbidimetry (Roche Diagnostics®) with the Cobas C702 analyzer system.
The concentration of triglycerides was determined by Triglycerides GPO-PAP (Roche Diagnostics®) using the
Cobas C 702 analytical system. Cholesterol concentration, low-density lipoprotein (LDL) and high-density lipo-
protein (HDL) were measured using the enzymatic color test Cholesterol Oxidase-Fhenol 4- Aminoantipyrine
Peroxidase (CHOD-PAP) (Roche Diagnostics®) on the Cobas C702.

Statistical analysis. Descriptive statistics are presented with average value, standard deviation, median,
and interquartile range. Normality of distribution was checked with Kolmogorov-Smirnov criterion and graphi-
cally with histograms. Relations between parameters were expressed as correlation coefficients Spearman’s Rho
for quantitative factors. The statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics 28.0.0.0. (IEM Corp.,
Armonk, NY, USA). All p-values were two-tailed with p < 0.05 considered statistically significant.

Ethics appmval. All methods were carried out in accordance with relevant guidelines and regulations.
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Figure 1. Boxplot of age and severity of COVID-19. The age distribution of the five groups. The median, upper
quartile, lower quartile, minimum and maximum are shown.

Results
Demaogra phics. The patient ages in our study ranged from 23 to 94 years (Fig. 1). The mean age was 62 years,
with a standard deviation of 17 years (Table 1). The mean age was highest in group 5 at 69 years. There was no
statistically significant difference between the groups.

We investigated the association between sex and COVID-19 severity because previous studies have shown an
association'"'%. Our study population consisted of 42 (54%) male and 36 (46%) female patients (Supplementary
Table 1). No association was found.

Clinical characteristics and laboratory data. The patients were clinically classified into five groups
according to the severity of COVID-19 disease, as described. Serum LL-37 and vitamin D levels were deter-
mined to investigate a potential correlation between serum LL-37 and vitamin D levels and COVID-19 severity.
In addition, other laboratory parameters that might be related to serum LL-37 levels and the severity of COVID-
19 were determined (Table 1).

The correlation between the individual parameters and the COVID-19 severity was calculated as Spear-
man’s rank correlation (Table 2). A correlation coefficient of 1 describes a perfect positive correlation, whereas
a correlation coefhcient of — 1 describes a perfect negative correlation. A correlation is significant at p<0.05 for
two-sided tests.

LL-37. LL-37 binds to the spike protein of SARS-CoV-2 and may prevent the virus from entering the host
cell”. We assumed a protective effect of LL-37 in COVID-19 and a relationship between the LL-37 serum levels
and COVID-19 severity. Therefore, we examined LL-37 serum levels in our patients. To date, no defined LL-37
reference values exist. In our study, serum LL-37 levels ranged from 1 to 148 ng/ml, with an average serum level
of 68 ng/ml. We found a decrease in mean LL-37 serum levels from 87 ng/l in group 1 to 57 ng/l in group 4. How-
ever, there was no statistically significant correlation between LL-37 serum levels and the severity of COVID-19,
age, or sex of patients (Fig. 2a).

LL-37 and leukocytes. LL-37 is produced in epithelial cells and neutrophil granulocytes. We therefore
examined the ratio of serum LL-37 levels as a function of leukocyte count. The ratio indicates how much LL-37
is produced per leukocyte. We found a highly significant inversely proportional correlation between the LL-37/
leukocyte count ratio and the severity of COVID-19 (p<0.001) (Fig. 2b). The asymptomatic patients had the
highest ratio with a mean of 81, whereas the deceased group (group 5} and the mechanically ventilated patients
{group 4) had the lowest ratios with a mean of 8 (Table 1). In contrast, LL-37 serum levels as function of lym-
phocyte count did not correlate with COVID-19 severity (Supplementary Fig. 1b).

Vitamin D. A recent study showed an association between vitamin D and COVID-19 severity'". Vitamin D
regulates calcium balance and modulates immune system activity. A distinction is made between the precursor
of vitamin D, calcidiol, and the active vitamin D hormone, calcitriol. In our study, mean serum calcidiol levels
were below the reference range of 30 - 70 pg/l in all groups, whereas mean serum calcitriol levels were within
the reference range of 20-79 ng/l (Table 1). Serum calcidiol and calcitriol levels showed no correlation with
COVID-19 severity (Fig. 2c,d). Vitamin D has a stimulatory effect on LL-377, so we also examined the relation-
ship between these concentrations. We found no significant association between serum vitamin D and LL-37
levels (Supplementary Fig. 2a,b).

Inflammatory markers CRP, IL-6, and PCT.  The inflammatory response plays a crucial role in COVID-
19. We therefore determined serum levels of the inflammatory markers IL-6, CRP, and procalcitonin. CRP is an
acute-phase plasma protein produced in the liver. Serum CRP levels above 100 mg/l are indicative of systemic
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Severity of i ) Mot invasively Mechanical

COVID-19 Asymptomatic | Mild symptoms | g ventilated Decensed

WHO score 1 2-4 5-6 7-9 10

N 10 13 26 13 16 78

Age 52 &3 &l &0 &8 &2

Male : feale | 7:3 &7 1313 8:5 8:8 4236

LL-37 [ng/ml] | 866 712 647 574 689 682

LL-37/leukocyte a1 0 12 3 8 a1

count

LL-37/lymphao-

oyt cont 99 e 113 &1 112 99

25-HCC [pgl] | -20 -21 -6 -16 _12 -2 30-70

1.25-DHOC 433 36.9 483 514 483 465 19.9-79.3

[ng/1]

CRP [mg/l] +592 +610 +115.2 +922 +155.6 + 1026 <5.0

IL-6 [ng/l] +389 +359 +90.0 +2843 +291.1 + 148 4 <80

f;;ﬂ“l’k““’““ +0.1 +01 +05 407 +10 +06 <01

LDH [U/1] +276 + 264 +358 +445 +333 +355 <250

Leuko

x m'nci‘m 47 66 7.6 9.2 110 10.5 44-113

Lyvmphocvte

oot a0 | 12 ~11 13 1.2 —07 ~Ll 1.2-3.5

15G [g/1] 103 1.0 9.7 12.1 10.4 10.5 7.0-16.0

IgA [g/] 1.9 22 23 29 22 23 0.7-4.0

IgM [g/] 11 11 0.9 1.4 1.0 11 0.4-23

ASAT [U] +58 (m) 49 (m) +50 {m) +95 (m) +56(m) | +56 (m) <50 {m)
26(f) +51(f) +65(f) +79 (f) +38(f) +55(f) <35(f)

ALAT (U] +58 (m) +55 (m) 46 (m) +126 (m) 23 (m) +60 (m) <50 (m)
18 (f) +38(f) +35(f) +133(f) 26 (f) +46 (f) <35(f)

Gamma-GT +78 (m) +98 (m) + 181 (m) + 382 (m) + 80 (m) + 174 (m) <60 {m)

[un +42(f) +51(f) +734f) +387 (f) +102(f) | +116(f) <40 (f)

Creatinine [mg/ | + 1.5 (m) +2.8 (m) + 1.6 (m) 1.1 {m} + 1.5 (m}) + 1.6 (m} 0.5-1.1 {m}

1] 06 (f) 06 (f) +13(F) +12{f) +100f) | +100f) 0.5-09 {f)

Apolipoprotein | 118 (m) —94 (m) —87(m) —72 (m) — B4 (m) —90 (m) 104-202 (m)

Al [mgdl] — 106 (f) 113 (f) —91f) —921f) 06 () |- 100f) 108-225 (f)

Apolipoprotein | 105 (m) 47 (m) 106 {m) 94 (m) 79 (m) 97 (m) 66-133 (m)

B [mg/dl] 108 (f} 98 (f) 83 () a8 (f) a5 (f) a1 (f) &0-117 (f)

g}fi""mm 1.01 0.95 L30 161 LI& L.31

Triglycerides 174 164 172 1227 152 176 <200

[mg/dl]

Cholesterol

[mg/dl] 185 163 155 158 156 161 <200
—38(m) —30(m) 32 (m) —23 (m) —35(m) |-32(m) =40 (m)

HDL [mgdl] | _55 5y —39f) ~34if) ~19(f) 46 (f) -37(f) =45 (f)

LDL [mg/dl] 121 103 101 76 92 a8 <150

Chol./HDL-

Chol. quotient | +57 19 +67 +19.4 50 +8.0 <5.1

Table 1. Clinical characteristics and laboratory data. The clinical characteristics and laboratory data obtained
in the study. The mean values of the groups and the reference ranges are listed. Values below the reference
range are marked with a minus, values above with a plus.

high-grade inflammation. In all groups, the mean serum CRP level was above the reference value of 5.0 mg/l.
While groups 1 and 2 had the lowest increase in serum CRP level, the value was highest in group 5 (Table 1). We
found a positive correlation between serum CRP level and the severity of COVID-19 (p=0.03) (Fig. 2g).

IL-6 is a proinflammatory cytokine and a marker of inflammatory processes. Serum IL-6 levels above 150 ng/l
are indicative of systemic high-grade inflammation. The mean serum IL-6 level was above the reference value of
& ng/l in all five groups (Table 1). We found a positive correlation between the serum concentration of IL-6 and
the severity of disease progression (p <0.001) (Fig. 2f).

The detection of sepsis associated with COVID-19 is of great prognostic and therapeutic importance. There-
fore, we determined serum PCT levels. Serum PCT levels above 2 pg/ml indicate systemic bacterial infection
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Age 0177 0121 | LDH 0.244 0.032 | Gamma-GT | 0.191 0.09
Sex 0.038 0.744 | Leukocyte count 0344 0002 | Apo_al _0.218 0.055
LL-37 —0.130 0257 | Lymphocyte count | —0.181 0152 | Apo B _0.142 0215
L leukncyte count | _g 75 <0001 | Creatinin 0.131 0252 |Apo_B/A-1 | 0160 0266
'L;;i?" lymphocyte count | - oo 0.650 | IgG 0.084 0473 | Triglyceride | 0.009 0.939
Calcitrial —0.02 0.634 | IgA 0.145 0312 | Chalesterin | —0.161 0.163
Calcidiol —0.059 0.607 | Ight —0.037 0746 | HDL —0.058 D612
CRF 0.340 0.003 | ASAT _0.098 0395 | LDL ~0.248 0.030
IL-6 0.470 <0.001 | ALAT _p0.127 0268 | Chol/HDL |-0.034 0.770
Procalcitonin 0.404 0.002

Table 2. Correlation of quantitative factors with the severity of COVID-19. The Spearman correlation of each
parameter with COVID-19 severity. Listed are the correlation coefficients and p-values. Significant differences
are shown in bold.

and are considered a sign of sepsis. The serum PCT value in group 5 showed the highest increase with a mean
value of 0.95 pg/l (Table 1). COVID-19 severity correlated positively with serum PCT levels (p=0.002) (Fig. 2h).

Lactate dehydrngenase (LDH). LDH is an enzyme found in all human cells. The serum LDH level cor-
relates with COVID-19 mortality'’. An increase in serum LDH level above 250 U/l indicates cell death and tissue
destruction. Mean serum LDH levels were higher than the reference value in all groups, with the highest mean
level in group 4 (Table 1). We found a positive correlation between serum LDH levels and COVID-19 severity
(p=0.032) (Fig. 2e).

Leukocyte and lymphocyte count. A correlation between white blood cell count and the severity of
COVID-19 has been noted in the literature'". A change in white blood cell count can have several causes. Bacte-
rial and viral infectious diseases such as COVID-19 can cause both an increase (leukocytosis) and a decrease
(leukopenia) in white blood cells. In our study, 18 patients had leukocytopenia, in which the white blood cell
count was below the reference value of 4.4x 107 cells/pl. 15 patients had leukocytosis with a white blood cell
count above the upper reference value of 11.3 x 10° cells/pl. The white blood cell count correlated positively with
COVID-19 severity (p=0.02) (Fig. 2i).

A change in lymphocyte count may have multiple causes, including viral infectious diseases such as COVID-
19, so we determined absolute lymphocyte counts. Overall, 53% of patients had absolute lymphocytopenia
(< 1.2 10 cells/1). There was no significant difference between the groups (Supplementary Fig. la).

Immunoglobulins (Ig). A COVID-19 infection causes the synthesis of specific immunoglobulins against
SARS-CoV-2'. In this study, we investigated a correlation between total IgM, IgA, and IgG serum levels and the
severity of COVID-19. Mean serum IgM, IgA, and IgG levels were within the reference range in all 5 groups.
Serum IgM, IgA, and IgG levels showed no correlation with COVID-19 severity (Supplementary Fig. 1c-e).

Liver function. Liver disease may also occur with COVID- 19", Therefore, we examined ASAT, ALAT, and
gamma-GT, the standard biomarkers of liver injury. We found an increase in mean serum ASAT, ALAT, and
gamma-GT levels above the reference range (Table 1). There was no significant difference between the groups
(Supplementary Fig. 1f-k).

Renal function. There is evidence of an association between COVID-19 mortality and impaired renal
function'’. Creatinine is a reliable marker for renal function. The mean serum creatinine level was above the
reference ranges in the groups, except for groups 1 and 2 (female) and group 3 (male) (Table 1). There was no
correlation between creatinine concentration and COVID-19 severity (Supplementary Fig. 11-m).

Lipoproteins. LL-37 has been shown to bind to various lipids'®. The binding of LL-37 to lipoproteins rep-
resents an important reservoir for LL-37 and can influence serum LL-37 levels. Therefore, we examined the
relationship between serum LL-37 and serum lipids. We did not find any correlation between serum LL-37 levels
and serum lipid levels (Supplementary Fig. 1r-v).

Elevated total cholesterol, triglyceride, and LDL levels are important risk factors in the development of
cardiovascular disease. In contrast, high HDL levels have a beneficial effect. We also examined the association
between serum lipids and COVID-19 severity. Mean serum triglyceride, cholesterol, and LDL levels were within
the reference range in all groups, whereas mean serum HDL levels were below the reference value in each group.
We did not detect any correlation between serum lipid levels and COVID-19 severity (Supplementary Fig. 1r-v).
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Figure 2. Boxplot of parameters significantly correlated with COVID-19 severity. The median, upper quartile,
lower quartile, minimum and maximum are shown. The dashed lines show the reference values. The correlation
coefficients and significances are shown in Table 2. Calidiol and calcitriol are not significantly correlated with
COVID-19 severity.
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Apolipoproteins. Apolipoproteins are the protein component of lipoproteins. Moreover, apolipoprotein
A-I (apoA-T) causes inhibition of LL-37 in plasma and attenuates its cytotoxic effect, thereby protecting host
cells'**". Therefore, we examined apoA-I and apolipoprotein B (apoB) levels in serum. The mean serum apoA-I
levels were below the reference value in groups 3, 4, and 5. Mean serum apoB levels were within the reference
range in all groups (Table 1). Serum levels of apoA-1 and apoB did not correlate with COVID-19 severity (Sup-

plementary Fig. In-q). There was no correlation between LL-37 serum levels and apoA-Tand apoB serum levels.

Discussion

Studies have described the beneficial effect of vitamin D on the disease course of COVID-19, although rand-
omized controlled trials are still pending®'"*. Cathelicidin, the precursor of LL-37, is strongly upregulated by
vitamin D***°, In addition, LL-37 binds with high affinity to the SARS-CoV-2 spike protein, preventing the
spike protein from binding to the host cell”. LL-37 also binds to host cell ACE2 and prevents the spike protein
from binding to the host cell, thereby preventing virus entry”. Those studies led us to believe that serum LL-37
levels and COVID-19 severity might be related. Therefore, we examined the serum LL-37 levels of COVID-19
patients. We found a decrease in mean LL-37 serum levels from 87 ng/l in group 1 to 57 ng/l in group 4 (Tablel).
Surprisingly, this difference was not statistically significant and there was no statistically significant correlation
between serum LL-37 levels and COVID-19 severity.

A recent study compared serum cathelicidin levels of healthy persons and COVID-19 patients™. It found
a significant difference between healthy and SARS-CoV-2 infected persons but no correlation between serum
cathelicidin levels and COVID-19 severity. In our study, we examined serum levels of free (unbound) LL-37.
LL-37 is known to bind to lipids and apolipoproteins'®". Because LL-37 is cytotoxic to human cells at higher
concentrations, binding of LL-37 to lipids and apolipoproteins may regulate serum levels of LL-37 and help avoid
cytotoxicity'®*. In addition, the binding of LL-37 may serve as an LL-37 reservoir for rapid LL-37 accumulation
in the event of infection. LL-37 is produced by various cells, such as epithelial cells, and by white blood cells in
response to infection and after stimulation with vitamin D****. Hence, serum LL-37 levels are also dependent on
leukocyte count, and leukocyte count varies during a COVID-19 infection. Therefore, we calculated serum LL-37
levels as a function of leukocyte count. The ratio indicates how much LL-37 is produced per leukocyte. LL-37 is
part of the innate immune system, and the release of LL-37 and the LL-37/leukocyte count ratio are indicators
of the activity of the innate immune system. We found a highly significant inversely proportional correlation
between the LL-37/leukocyte count ratio and the severity of COVID-19. Since blood samples had been collected
at the beginning of the inpatient stay, the LL-37/leukocyte count ratio could indicate a greater likelihood of a
severe course of COVID-19 early. In our study population, the mean LL-37/leukocyte count ratio was less than
10 in the mechanical ventilated and deceased patients (groups 4 and 5, Table 1). Our results provide evidence
that the LL-37/leukocyte count ratio could be used as a marker for early prognosis of the COVID-19 severity.

Because white blood cells are recruited from vessels to extravascular inflamed tissues, local extravascu-
lar concentrations of LL-37 may differ from serum LL-37 levels. In addition, LL-37 is released by neutrophil
degranulation, and the local LL-37 concentration may be much higher™. During the course of COVID-19, some
patients develop severe pneumonia, and leukocytes are recruited to the airways and lungs™. Granulocytes and
macrophages locally secrete large amounts of LL-37, and local LL-37 levels in the airways and lungs may differ
from serum LL-37 levels. Examination of LL-37 concentrations in the broncho-alveolar lavage fluid (BALF)
of COVID-19 patients may reveal a correlation between LL-37 levels and COVID-19 severity. The presence of
LL-37 in BALF is mainly due to the degranulation of neutrophil granulocytes. This process means that activated
leukocytes are surrounded by a gradient of cathelicidins at the site of infection. Because pneumonia in COVID-
19 patients is associated with massive mucus production with leuk.oc:rtesn'ﬂ, it is likely that high concentrations
of LL-37 are present in the BALF of COVID-19 patients. As a comparison, the LL-37 concentration of 30 pg/ml
in BALF of cystic fibrosis patients is sixfold higher than an LL-37 concentration of 5 pg/ml in BALF of healthy
individuals*. In addition, a significant correlation has been found between the concentration of LL-37 in nasal
secretions and the severity of acute bronchiolitis in hospitalized infants and young children™.

COVID-19 has a mortality rate that is currently higher in northern latitudes above 35°*. Latitude 35° north
is the latitude above which most people do not receive sufficient sunlight in winter to maintain adequate vitamin
D levels™. Vitamin D could thus have a beneficial effect on COVID-19 severity. Therefore, we examined the
serum vitamin D levels of COVID-19 patients in relation to the severity of COVID-19. We found no correlation
between serum vitamin D levels and COVID-19 severity. Some studies support our findings but others do not. A
recent study showed that low calcidiol levels in hospitalized patients with COVID- 19 were associated with severe
disease and increased ICU admission and mnrtalityu. The results of a pilot study in Spain suggest that vitamin
D supplementation may reduce disease severity™. In contrast, a retrospective cohort study of 231 patients found
that serum calcidiol levels were not significant in predicting mortality in patients with SARS-CoV-2Y. Another
cohort study suggested a similar risk of mortality in COVID-19, independent of vitamin D concentration®.
Further interventional studies are needed on the potential beneficial effect of vitamin I on COVID-19 severity.

Vitamin D has been shown to upregulate the CAMP gene encoding LL-37 and stimulate LL-37 pmductinn3".
This upregulation suggests a positive relationship between serum vitamin D and serum LL-37 levels. Neverthe-
less, we found no correlation between serum vitamin D and serum LL-37 levels. Again, this finding may be
explained by the binding of LL-37 to serum lipids and apolipoproteins, or because we measured free (unbound)
serum LL-37 levels.

Measurement of calcidiol, the precursor of the vitamin D hormaone (calcitriol), is recommended for assess-
ing vitamin D deficiency. In our study, all 5 patient groups showed a deficiency of calcidiol. In contrast, mean
calcitriol concentrations were within the normal range (Table 1). In recent years, vitamin D deficiency has been
very present in the media in Germany, and calcitriol intake is common. Because we did not ascertain whether

Scientific Reports |

(2022) 12:9447 | https:ffdoi.org/10.1038/s41598-022-13260-8 nature portfolio



www.nature.com/scientificreports/

our patients had taken calcitriol supplements before their hospitalization, we cannot exclude a supplemental
calcitriol intake as a reason for the calcidiol deficiency and the normal serum calcitriol levels of our study popu-
lation. However, the discrepancy could arise from inaccuracy in the current reference values for calcidiol and
calcitriol. New studies may be needed to determine the validity of the stated reference values.

Studies have already shown an association between age and COVID-19 severity. The older the patient, the
higher the risk of a more severe course of COVID-19 and mnrla.lity"':'"l. In general, older patients have a weaker
immune system and are more likely to have preexisting conditions than younger patients. Surprisingly, we found
no correlation between age and COVID-19 severity (Table 2). However, the mean age of all our groups was
comparatively high, ranging between 52 and 68 (Table 1). Potentially, older asymptomatic COVID-19 patients
or older COVID-19 patients with mild symptoms were hospitalized out of caution, in contrast to younger
COVID-19 patients, who were not concerned about a severe course of COVID-19 and did not go to the hospital.

Determination of inflammatory markers may be helpful in assessing the severity and prognosis of COVID-
19. CRP is elevated in acute inflammatory processes, which are common in SARS-CoV-2 infections. We found a
positive correlation between serum CRP levels and COVID-19 severity (Table 2). We found the highest average
serum CRP levels in patient groups 3, 4, and 5 (Table 1). All patients in those groups required ventilation and
some died from COVID-19. In particular, the patients who died, group 5, had the highest serum CRP levels,
with a mean serum CRP value of more than 156 mg/l, indicating high-grade systemic inflammation. A recent
study showed similar results and that high serum CRP levels were associated with a more severe disease course
in COVID-19 patients*. Our results confirm that serum CRP level is an important marker for early detection
of severe COVID-19 disease and timely intensive medical intervention.

In our study, COVID- 19 severity correlated positively with serum levels of IL-6 (Table 2), and groups 4 and
5 had mean serum IL-6 levels above 150 ng/l (Table 1). Serum IL-6 levels above 150 ngfl are indicative of severe
inflammation. A recent study shows that serum IL-6 levels can effectively assess the severity of COVID-19 and
predict disease progression in patients”. That finding confirms our findings and highlights the importance of
serum IL-6 as an indicator of disease severity. Regular monitoring of inflammatory parameters IL-6 and CRP
is recommended® and clinical studies assessed a possible therapeutic benefit of an IL-6 receptor blockade in
COVID-19%4,

We demonstrated a positive correlation between serum PCT levels and COVID-19 severity (Table 2). A
recent study demonstrated higher serum PCT levels in patients who required intensive care'’. In our study, the
mean serum PCT concentration was less than 2.0 pg/l in all groups (Table 1). Values above 2.0 pg/l indicate sys-
temic hacterial infection. Valnes hetween 0.5 and 2.0 pg/l are considered pathological but are in the borderline
range where systemic, bacterial infection can neither be reliably diagnosed nor excluded. In another study, PCT
concentrations between 2 pg/l and 0.5 pg/l were detected in COVID-19 patients*. Thus, concurrent bacterial
involvement in addition to infection with SARS-CoV-2 may occur but does not seem to be the rule.

Pneumonia and pulmonary fibrosis are common findings in severe COVID-19 cases'! and are associated
with tissue destruction and cell death. Studies have shown that an increase in serum LDH level is associated with
severe COVID-19 and increased mortality'**. In our study, the mean serum LDH level was above the reference
range of 250 U/l in all 5 groups. We found a significant correlation between serum LDH levels and COVID-19
severity. In a previous study, we demonstrated an increase in serum LDH levels in moderate and severe courses
of COVID-19 above 400 U/1*. In the current study, only group 4 achieved a comparably high mean serum LDH
level. The mean serum LDH levels of the other groups were below 400 U/L. The difference in serum LDH levels
between the two studies may be explained by improved treatment options. Treatment with dexamethasone, which
has an anti-inflammatory effect, has been shown to reduce the extent of ensued airway and lung inflammation
and mortality in COVID-19 patients requiring oxygen supplementation™.

In addition to markers of inflammation, the white blood cell count can also be an important indicator of
infections. Leukocytopenia can occur when the consumption of leukocytes to ward off the infection outweighs
the new synthesis of leukocytes in the bone marrow. Leukocytosis can be caused by lymphocytosis or granulo-
cytosis as a cytokine-induced immune response to viral or bacterial infection. The COVID-19 patients of our
study had both leukocytopenia and leukocytosis. The white blood cell count correlated positively with COVID-19
severity. Our findings are in line with a recent study that found a positive correlation between white blood cell
count and disease severity'': Patients with a severe course of COVID-19 had leukocytosis more frequently than
patients with a mild course'!, Recently, the white blood cell count of 1099 Chinese patients with COVID-19
was investigated and leukopenia was found in 34% of the cases™. These results support our findings that both
leukocytopenia and leukocytosis can occur in patients with COVID-19.

In our study, in addition to CRP, IL-6, LDH, and leukocyte count, we identified the ratio of LL-37 to leukocyte
count as another prognostic laboratory parameter that correlates with COVID-19 severity. All parameters were
determined on days 1-3 after hospitalization. Severity grading was performed after recovery from COVID-19 or
patient death. All parameters, CRP, IL-6, LDH, leukocyte count, and LL-37/leukocyte count, can be considered
early prognostic parameters. Currently, no decision limits have been defined for the parameters, e.g., limits above
which CRP concentration or below which LL-37/leukocyte ratio patients will die. Without decision limits, it is
not possible to assess which parameter correctly predicts the course of COVID-19 more often. Therefore, their
prognostic significance cannot be compared. Further, each parameter has a different meaning. CRP and IL-6 are
inflammatory markers reflecting the extent of the systemic proinflammatory response. Leukocytes play a central
role in defense against infection and leukocyte production is generally stimulated during infection. However,
it can also decrease due to consumption during the course of infection. LDH, in turn, reflects the extent of cell
and tissue damage. LL-37 is part of the innate immune system, and the release of LL-37 and the LL-37/leukocyte
count ratio indicate the activity of the innate immune system. Because the parameters indicate different things,
we advise considering all the parameters.
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Limitations

In our study, serum LL-37 levels of COVID-19 patients, but not of healthy subjects were compared. Therefore,
the assessment of serum LL-37 levels is limited since no reference values for serum LL-37 exist. In particular,
the comparison of serum LL-37 levels of healthy subjects with severely ill COVID-19 patients would have been
interesting. Furthermore, the LL-37 ELISA detects LL-37 but also the precursor molecule human cathelicidin.
Therefore, it is not possible to distinguish between active LL-37 and inactive human cathelicidin. However,
human cathelicidin should be converted to LL-37 upon release’. Another limitation of our study is that the
severity of COVID-19 disease was assessed without considering patients’ preexisting conditions. A study suggest
that preexisting conditions may have an impact on mortality*'. In our study, blood samples were collected at
the beginning of the inpatient stay. A longitudinal study with consecutive blood samples would provide further
important insights. Furthermore, we did not differentiate between virus variants and subvariants. Our study was
conducted before the delta-variant of SARS-CoV-2 became widespread.

Conclusions

In our study, we found neither a significant correlation of LL-37 or vitamin D serum levels and severity of
COVID-19 nor a significant correlation of vitamin D with LL-37 serum levels. However, we uncovered impor-
tant aspects for investigating the relevance of LL-37 in the context of COVID-19 disease. LL-37 is produced by
granulocytes and released at the site of inflammation. Therefore, the analysis of LL-37 in BALF rather than in
serum seems critical. Since LL-37 is produced by granulocytes, we determined serum LL-37 levels as function
of lenkocyte count. The LL-37/leukocyte count ratio correlates highly significantly inversely proportional with
the severity of COVID-19. Qur results indicate that the progression of COVID-19 could be assessed using the
LL-37/leukocyte count ratio as an early marker at the beginning of an inpatient stay.

Data availability
The datasets analysed during the current study are available from the corresponding author on reasonable request.
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4. Diskussion

4.1.1. Ziel 1: Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der

LL-37-Serumkonzentration und dem Schweregrad von COVID-19

Die COVID-19-Pandemie breitete sich zur Zeit meiner Dissertation weltweit aus und
beeinflusste das Leben von Milliarden von Menschen. Die soziodkonomischen und
gesundheitlichen Folgen waren gravierend. Das Gesundheitssystem war in vielen Landern
Uberlastet, was zu Engpassen bei der medizinischen Versorgung und der Triage von Patienten
fuhrte. Die Folgen fur die Wirtschaft waren betrachtlich: Geschaftsschlieungen,
Arbeitsplatzverluste und eine allgemeine Verlangsamung der Wirtschaft. Mit Hochdruck wurde
an Therapien und Impfstoffen gegen SARS-CoV-2 geforscht, um das Infektionsgeschehen zu
kontrollieren. Unter den vielen Therapieansatzen gab es kein Medikament, das schwere
Verlaufe zuverlassig behandeln konnte. Die Impfkampagnen liefen zunachst schleppend an,
bevor sie tatsdchlich zur Einddmmung der Pandemie beitrugen. Impfstoffe waren nicht
flachendeckend verfligbar, es gibt Kontraindikationen gegen die Impfstoffe und manche
Menschen zeigten keine Bereitschaft, sich impfen zu lassen. Zudem koénnen geimpfte
Personen trotzdem an COVID-19 erkranken und sind fur andere Menschen ansteckend. Vor
diesem Hintergrund verfolgte ich mit meiner Studie das Ziel, in der akuten Phase der Pandemie
einen Beitrag zur Bekampfung von COVID-19 zu leisten. Dazu untersuchte ich das
diagnostische Potential von LL-37 im Zusammenhang mit COVID-19. LL-37 bindet mit hoher
Affinitdt an das S-Protein von SARS-CoV-2 und verhindert so dessen Eintritt in die
Wirtszelle "6%. Darliber hinaus bindet LL-37 auch an den ACE2-Rezeptor der Wirtszelle und
verhindert das Andocken des S-Proteins von SARS-CoV-2 und den Viruseintritt %6, LL-37 greift
somit in den Pathomechanismus von COVID-19 ein und hat eine protektive Wirkung auf den
Wirt. Studien belegen eine antibakterielle Wirkung von LL-37, aber auch antivirale
Eigenschaften konnten nachgewiesen werden. Bei COVID-19 ware sowohl eine direkte
inhalative therapeutische Anwendung von LL-37 als auch eine indirekte Erhdhung Uber
Vitamin D vorstellbar.
Studien haben gezeigt, dass hohe Vitamin-D-Konzentrationen den Krankheitsverlauf von
COVID-19 positiv beeinflussen kdnnen. Dies konnte darauf zurlckzufihren sein, dass
Vitamin D die Expression des CAMP-Gens stimuliert, das fiir das antimikrobielle Peptid LL-37
kodiert. Daraus ergab sich die Frage, ob die LL-37-Serumkonzentration mit dem Schweregrad
von COVID-19 korreliert. Dazu wurden 78 Patienten mit COVID-19 je nach Schwere der
Erkrankung in 5 Gruppen eingeteilt. AnschlieRend wurden die LL-37-Serumkonzentrationen
sowie weitere Laborparameter bestimmt und auf eine Korrelation mit dem Schweregrad von
COVID-19 untersucht. Uberraschenderweise fand ich in der Patientenpopulation keine
36



Korrelation zwischen der LL-37-Serumkonzentration und dem Schweregrad der Erkrankung.
Ich fand zwar eine Abnahme der LL-37-Serumkonzentration von 87 ng/l in der
asymptomatischen Patientengruppe auf 57 ng/l in der Gruppe mit schweren Symptomen,
jedoch war dieser Unterschied statistisch nicht signifikant. Es ist mdglich, dass die
Gruppengrole bzw. die Varianz innerhalb der Gruppen zu einer unzureichenden Teststarke
(Power) gefuhrt hat, sodass ein potentieller Effekt nicht detektiert werden konnte.

In unserer Studie habe ich die LL-37-Konzentration bei COVID-19-Patienten in Abhangigkeit
vom Schweregrad verglichen, ohne einen Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe
durchzufuhren. Es ist moglich, dass bei einer Infektion mit COVID-19 die angeborene
Immunantwort mit der Freisetzung von LL-37 reagiert und die Serumkonzentration im
Vergleich zu gesunden Personen erhoht ist. Eine Studie, die den Zusammenhang zwischen
LL-37 und der Hyperkoagulation bei COVID-19 untersuchte, zeigte signifikant hdhere
Serumkonzentrationen von LL-37 bei Patienten mit COVID-19 im Vergleich zu gesunden
Probanden %. Eine andere Studie zeigte einen Unterschied in der Serum-Cathelicidin-
Konzentration zwischen Patienten mit COVID-19 und einer gesunden Kontrollgruppe . Es
gibt in der Literatur kaum verlassliche Vergleichswerte von gesunden Menschen, die einen
Normbereich der LL-37-Serumkonzentrationen definieren, was die Einordnung der Hohe der
ermittelten Werte erschwert.

Der zum Nachweis von LL-37 verwendete ELISA detektiert nicht nur LL-37, sondern auch
dessen Vorlaufermolekil, das humane Cathelicidin. Somit kann bei den ermittelten Werten
nicht zwischen aktiviertem LL-37 und inaktivem Cathelicidin unterschieden werden. Ich kann
daher nicht ausschliellen, dass bei isolierter Betrachtung des aktivierten LL-37 der
Unterschied zwischen den Gruppen signifikant ausgefallen ware. Zukulnftige Studien sollten,
falls verfigbar, differenzierende Assays verwenden.

In meiner Studie untersuchte ich die Konzentration von ungebundenem (freiem) LL-37. Es
konnte gezeigt werden, dass LL-37 im Blut auch an Lipide und Apolipoproteine gebunden
vorkommt 7% wobei die Bindung liber den antibakteriellen, C-terminalen Teil von LL-37
vermittelt wird. Lipide und Apolipoproteine kdnnten somit als Reservoir fir LL-37 dienen, das
im Falle einer Infektion gezielt freigesetzt werden kann ®. Da das ELISA-Verfahren
ausschlieBlich freies LL-37 misst, bleiben an Lipide gebundene Anteile unbericksichtigt, was

die Interpretation der absoluten Konzentrationen im Serum einschranken kann.

In Studien hat LL-37 bereits eine antivirale Wirkung bei verschiedenen Viruserkrankungen
gezeigt. LL-37 hemmt die Virusreplikation von Human Immunodeficiency Virus 1 (HIV-1) 9
und zeigt antivirale Eigenschaften gegentiber Influenza A 11,

LL-37 wird durch Degranulation aus neutrophilen Granulozyten freigesetzt, daher kann die

LL-37-Konzentration im von der Immunreaktion betroffenen Gewebe von der gemessenen
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Serumkonzentration abweichen kann. Leukozyten wandern in die Gewebe ein, in denen sich
die Entzindungsreaktion hauptsachlich manifestiert. Dort findet die Sekretion von LL-37 aus
Granulozyten, Makrophagen und Epithelzellen statt, was zu hohen lokalen Konzentrationen
von LL-37 fuhren kann. Es ist daher mdglich, dass eine Korrelation zwischen der Konzentration
von LL-37 in der bronchoalveolaren Lavage (BAL) und dem Schweregrad von COVID-19
besteht. Das Vorhandensein von LL-37 in der BAL ist hauptsachlich auf aktivierte Leukozyten
zurlckzufuhren, die durch Degranulation neutrophiler Granulozyten Cathelicidin freisetzen. Da
die Pneumonie bei COVID-19-Patienten mit einer massiven Schleimproduktion durch
Leukozyten einhergeht 19293 ist es wahrscheinlich, dass hohe Konzentrationen von LL-37 in
der BAL von COVID-19-Patienten auftreten. In einer Studie wurde in der BAL von
Mukoviszidose-Patienten eine LL-37-Konzentration von 30 pg/ml gefunden, die sechsmal
hoher war als in der gesunden Kontrollgruppe (5 ug/ml) '%4. Eine andere Studie zeigte, dass
die LL-37-Konzentration im Nasensekret von Sauglingen und Kleinkindern mit akuter
Bronchiolitis mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelierte '%. Zusammenfassend war in
meiner Studie der Unterschied in der LL-37-Serumkonzentration zwischen den Gruppen 1-5
nicht signifikant. Eine isolierte Betrachtung des aktivierten LL-37 sowie die Berucksichtigung
des gebundenen LL-37 koénnten jedoch zu signifikanten Ergebnissen flihren. Es ist
anzunehmen, dass die Messung der LL-37-Konzentration im BAL eine héhere Aussagekraft

besitzt als die Messung der Serumkonzentration.

4.1.2. LL-37/Leukozyten-Quotient

Wie bereits beschrieben, wird LL-37 von verschiedenen Zelltypen gebildet, insbesondere von
Epithelzellen und neutrophilen Granulozyten %, Ich vermutete daher, dass die Leukozytenzahl
einen groRen Einfluss auf die LL-37-Konzentration hat. Deshalb betrachtete ich die
LL-37-Serumkonzentration in Abhangigkeit von der Leukozytenzahl und bildete den
LL-37/Leukozyten-Quotienten. Dieser gibt an, wie hoch die durchschnittliche freigesetzte LL-
37-Menge pro Leukozytim Serum ist. Der LL-37/Leukozyten-Quotient spiegelt die Aktivitat des
angeborenen Immunsystems wider. Ich fand eine hochsignifikante, inverse Korrelation
zwischen dem LL-37/Leukozyten-Quotienten und dem Schweregrad von COVID-19. Da die
Blutproben direkt bei der stationdren Aufnahme entnommen wurden, erlaubt der
LL-37/Leukozyten-Quotient offenbar eine frihe Einschatzung des Schweregrades von
COVID-19. Der Quotient lag bei Patienten der Gruppen 1-3 im Durchschnitt bei 28, wahrend
Patienten der Gruppen 4 und 5 (maschinell beatmete und verstorbene Patienten) im Mittel
einen Quotienten von unter 10 hatten. Die Ergebnisse deuten auf einen Nutzen des

LL37/Leukozyten-Quotienten als frihen prognostischen Marker fir den Schweregrad von
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COVID-19 hin. Aufgrund der hochsignifikanten Korrelation mit dem Schweregrad von
COVID-19 zeigt der LL-37/Leukozyten-Quotient als neuer Parameter zur Beurteilung der
Aktivierung des angeborenen Immunsystems ein grofes Potential fur die frihe Detektion

schwerer Krankheitsverlaufe.

4.1.3. LL-37 als Therapeutikum

In einer Studie an Mausen mit Sepsis zeigte LL-37 eine therapeutische Wirksamkeit Gber drei
verschiedene Mechanismen '7: LL-37 moduliert den Zelltod durch Unterdriickung der
Makrophagen-Pyroptose, die proinflammatorische Eigenschaften besitzt. Die Freisetzung von
extrazelluldren Neutrophilenfallen (NETs) mit bakterizider Wirkung wird durch LL-37 verstarkt.
LL-37 stimuliert die Neutrophilen zur Freisetzung von antimikrobiellen Mikrovesikeln
(Ektosomen), die den pathologischen Zustand der Sepsis verbessern. Die virale Sepsis ist
eine Komplikation von COVID-19 und daher von diagnostischer und therapeutischer
Relevanz ', Vor diesem Hintergrund sollte die Rolle von LL-37 bei der viralen Sepsis von
COVID-19 untersucht werden, um den Nutzen einer LL-37-Gabe zu evaluieren. Bisher gibt es
keine zugelassene klinische Anwendung von LL-37 als Therapeutikum. Die Tatsache, dass
LL-37 vom menschlichen Koérper selbst produziert wird, kénnte die Entwicklung als inhalativ
applizierbarer Wirkstoff unterstiitzen, insbesondere im Hinblick auf Biokompatibilitat '®°. Da
SARS-CoV-2 Uber die Atemwege in den menschlichen Koérper gelangt, ist die lokale
Applikation von Hemmstoffen in Nase und Lunge entscheidend fiir die Kontrolle der
Virusinfektion. Flr eine inhalative Applikationsform ware LL-37 daher sehr gut geeignet '"°.
Denkbar ware fir LL-37 auch eine indirekte Erhéhung Uber die Gabe von Vitamin D (s. 3.2).

Eine kirzlich veroéffentlichte placebokontrollierte Studie untersuchte die orale Applikation von
LL-37 Uber genetisch modifizierte Lactococcus lactis bei hospitalisierten COVID-19-Patienten
und zeigte, dass eine frihe Gabe die Zeit bis zur negativen PCR signifikant verklrzte, ohne

dass schwerwiegende Nebenwirkungen auftraten """,

4.2. Ziel 2: Untersuchung eines moglichen Zusammenhangs zwischen der
Vitamin-D-Konzentration, der LL-37-Serumkonzentration und dem
Schweregrad von COVID-19

Die Sterblichkeitsrate von COVID-19 steigt oberhalb von 35° nérdlicher Breite an. Der
35. nordliche Breitengrad gilt als der Breitengrad, tber dem die meisten Menschen im Winter
nicht genidgend Sonnenlicht erhalten, um ausreichende Vitamin-D-Konzentrationen
aufrechtzuerhalten. Vor diesem Hintergrund erscheint ein Zusammenhang zwischen
Vitamin D und dem Schweregrad von COVID-19 mdglich. In meiner Studie untersuchte ich

daher den Zusammenhang zwischen der Vitamin-D-Serumkonzentration und dem
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Schweregrad der Erkrankung bei COVID-19-Patienten. Ich fand jedoch keine Korrelation. Die
Studienlage ist ambivalent, einige Studien unterstitzen meine Ergebnisse, andere hingegen
nicht. Eine Studie aus dem Jahr 2021 zeigte, dass niedrige Calcidiol-Konzentrationen bei
hospitalisierten Patienten mit einem schwereren Krankheitsverlauf, mehr Aufenthalten auf der

Intensivstation und einer hdheren Mortalititsrate assoziiert waren 12

. Eine in Spanien
durchgefliihrte Pilotstudie ergab Hinweise darauf, dass eine Vitamin-D-Supplementierung den
Schweregrad von COVID-19 verringern kann 3. Im Gegensatz dazu wurde in einer
retrospektiven Kohortenstudie mit 231 COVID-19 Patienten keine Korrelation zwischen den
Calcidiol-Konzentrationen und der Mortalitat von COVID-19 gefunden . In einer anderen
Kohortenstudie war die Mortalitdtsrate von COVID-19 Patienten unabhangig von ihren

Vitamin-D-Konzentrationen 1'°.

Vitamin D kann direkt die Synthese von LL-37 stimulieren "6, Vitamin D kann auch den Abbau
von LL-37 hemmen, indem es die Enzyme hemmt, die fir den Abbau von LL-37 verantwortlich
sind. Diese Hochregulation deutet auf eine positive Beziehung zwischen Serum-Vitamin D und
LL-37-Serumkonzentrationen hin. Ich fand jedoch keine Korrelation zwischen Serum-
Vitamin D und LL-37-Serumkonzentrationen. Die Expression von LL-37 ist komplex und wird
von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Auch genetische, immunologische und entziindliche
Prozesse regulieren die Bildung von LL-37, sodass Vitamin D allein nicht ausschlaggebend flr
die Konzentration von LL-37 ist.

In der Diagnostik kann sowohl die Konzentration von Calcidiol und Calcitriol bestimmt werden.
Calcidiol ist die stabile und inaktive Form von Vitamin D, wahrend Calcitriol der aktive Metabolit
ist. Die Messung von Calcidiol, also der Vorstufe des Vitamin-D-Hormons (Calcitriol), wird in
der klinischen Praxis empfohlen, da die Calcidiol-Konzentration als Indikator flir den
Vitamin-D-Status im Korper gilt. In meiner Studie wiesen im Durchschnitt alle 5
Patientengruppen einen Calcidiolmangel auf. Die mittleren Calcitriol-Konzentrationen lagen
jedoch im Normbereich (Tabelle 1). In den letzten Jahren war das Thema Vitamin-D-Mangel
in Deutschland in den Medien sehr prasent, und die Einnahme von Calcitriol ist weit verbreitet.
Da nicht erhoben wurde, ob die Patienten vor der stationaren Aufnahme Calcitriol-Praparate
eingenommen haben, kann ich eine Calcitriol-Einnahme als Ursache fur den Calcidiol-Mangel
bei normalen Serum-Calcitriol-Konzentrationen der Studienpopulation nicht ausschlieen. Ein
einmaliger Messzeitpunkt kdnnte zudem nicht ausreichen, um die immunologische Dynamik

der Vitamin-D-Wirkung abzubilden.
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4.3. Ziel 3: ldentifizierung neuer Biomarker zur frihzeitigen Einschatzung des
Verlaufs von COVID-19

4.3.1. Alter und Geschlecht

Studien haben bereits einen Zusammenhang zwischen dem Alter und dem Schweregrad von
COVID-19 gezeigt. Je alter eine Patientin oder ein Patient ist, desto hoher ist das Risiko eines
schwereren Verlaufs von COVID-19 und der Mortalitat 47, Im Allgemeinen haben altere
Patienten ein schwacheres Immunsystem und leiden haufiger an Vorerkrankungen als jingere
Patienten. Uberraschenderweise ergab sich im Patientenkollektiv keine Korrelation zwischen
dem Alter und dem Schweregrad von COVID-19 (Tabelle 2). Allerdings war das
Durchschnittsalter in allen Gruppen relativ hoch und lag zwischen 52 und 68 Jahren
(Tabelle 1). Mdoglicherweise wurden altere, asymptomatische Patienten aus Vorsicht
hospitalisiert, wodurch sich der Alterseffekt im stationaren Kollektiv nivellierte.

54 % der Patienten in der Studienpopulation waren Manner und 46 % Frauen, was keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Geschlechtern darstellt. Dies deckt sich mit Studien,
die keine signifikanten geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Infektionshaufigkeit
fanden '8, Das Geschlecht der Patienten zeigte in meiner Studie keinen Zusammenhang mit
dem Schweregrad von COVID-19. Eine Meta-Analyse kam jedoch zu dem Ergebnis, dass das
mannliche Geschlecht mit einem schwereren Krankheitsverlauf und einer schlechteren
Prognose bei COVID-19 assoziiert ist ''°. Eine Studie zeigte bei méannlichen Patienten im
Vergleich zu weiblichen Patienten erhdhte Zytokin-Konzentrationen und eine schwachere

T-Zell-Antwort, was ein moglicher Erklarungsansatz ist '2°,

4.3.2. Entziindungsmarker

Die Bestimmung von Entziindungsmarkern kann bei der Beurteilung des Schweregrades und
der Prognose von COVID-19 hilfreich sein. CRP ist bei akuten Entziindungsprozessen, wie
sie haufig bei SARS-CoV-2-Infektionen auftreten, erhéht. Ich fand eine positive Korrelation
zwischen der CRP-Konzentration im Serum und dem Schweregrad von COVID-19 (Tabelle 2).
Die hochsten durchschnittlichen  Serum-CRP-Konzentrationen fand ich in den
Patientengruppen 3, 4 und 5 (Tabelle 1). Alle Patienten dieser Gruppen mussten kunstlich
beatmet werden und einige von ihnen starben an COVID-19. Die verstorbenen Patienten der
Gruppe 5 wiesen die hochsten Serum-CRP-Konzentrationen auf, mit einem durchschnittlichen
Serum-CRP-Wert von mehr als 156 mg/l, was die Rolle von CRP als Marker fir eine
systemische Hyperinflammation unterstreicht. Eine kurzlich durchgefuhrte Studie zeigte
ahnliche Ergebnisse und stellte fest, dass eine hohe CRP-Serumkonzentration mit einem

schwereren Krankheitsverlauf bei Patienten mit COVID-19 assoziiert ist '2'. Bereits im friihen
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Erkrankungsstadium konnte CRP in Studien eine prognostische Einschatzung der Schwere
von COVID-19 liefern 22123 Meine Ergebnisse bestatigen, dass die CRP-Serumkonzentration
ein wichtiger Marker fur die Fruherkennung eines schweren Verlaufs von COVID-19 und fur

die rechtzeitige Einleitung einer intensivmedizinischen Behandlung ist.

In meiner Studie korrelierte der Schweregrad von COVID-19 mit der Serum-IL-6-Konzentration
(Tabelle 2). Die Gruppen 4 und 5 wiesen mittlere Serum-IL-6-Konzentrationen von Uber 150
ng/l auf (Tabelle 1), was auf eine schwere Entziindung hinweist. In einer Studie konnte gezeigt
werden, dass die Serum-IL-6-Konzentration ein guter Marker fur den Schweregrad von
COVID-19 und fiir die Vorhersage des Krankheitsverlaufs bei Patienten ist '22. Dies wird durch
meine Ergebnisse bestatigt und unterstreicht die Bedeutung von Serum-IL-6 als Indikator flr
den Schweregrad von COVID-19. Ein regelmaRiges Monitoring der Entzindungsparameter IL-
6 und CRP wird vom Robert Koch-Institut empfohlen '?*. In klinischen Studien wurde der
mogliche therapeutische Nutzen einer IL-6-Rezeptorblockade bei COVID-19 untersucht.
Tocilizumab kénnte die Mortalitat durch Hemmung eines Zytokinsturms senken 2. In einer
Studie reduzierte Tocilizumab den Bedarf an mechanischer Beatmung und fuhrte kurzfristig
zu einer Reduktion der Mortalitat °*. In einer Placebo-kontrollierten Studie mit hospitalisierten
COVID-19 Patienten aus verschiedenen Landern bewirkte Tocilizumab dagegen keine
Reduktion der Mortalitat '26. Tocilizumab ist seit Ende 2021 in Deutschland zur Behandlung
der COVID-19-Pneumonie zugelassen und wird in der aktuellen S3-Leitlinie bei Patienten mit

schwerem Krankheitsverlauf und erhdhtem Sauerstoffbedarf empfohlen '#7.

Ich konnte eine positive Korrelation zwischen den Serum-PCT-Konzentrationen und dem
Schweregrad von COVID-19 nachweisen (Tabelle 2). Eine kirzlich durchgefiihrte Studie
zeigte héhere Serum-PCT-Werte bei COVID-19 Patienten, die intensivmedizinisch behandelt
werden mussten 23, In meiner Studie lag die durchschnittliche Serum-PCT-Konzentration in
allen Gruppen unter 2,0 pg/l (Tabelle 1). Werte tber 2,0 ug/l weisen auf eine systemische
bakterielle Infektion hin. Werte zwischen 0,5 und 2,0 ug/l gelten als pathologisch, liegen aber
in einem Grenzbereich, in dem eine systemische bakterielle Infektion weder sicher
diagnostiziert noch ausgeschlossen werden kann. In einer anderen Studie wurden bei 94,3 %
der Patienten mit COVID-19 PCT-Konzentrationen zwischen 0 und 0,5 g/l gefunden 22, Eine
gleichzeitige bakterielle Beteiligung neben der Infektion mit SARS-CoV-2 kann also

vorkommen und deutet auf einen schweren Krankheitsverlauf hin.

Die Regelmedikation der Patienten sowie bereits eingeleitete Therapien gegen COVID-19

kénnen einen Einfluss auf die in meiner Studie erhobenen Parameter haben. Beispielsweise
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kann die Behandlung mit Dexamethason und Tocilizumab Entzindungsparameter wie CRP

oder PCT verandern %,

Pneumonie und Lungenfibrose sind haufige Befunde bei schweren COVID-19-Fallen % und
werden mit Gewebezerstérung und Zelltod in Verbindung gebracht. Studien haben gezeigt,
dass ein Anstieg der LDH-Serumkonzentration mit schwerer COVID-19-Infektion und erhéhter
Mortalitat assoziiert ist #9412 |n meiner Studie lag die durchschnittiche LDH-
Serumkonzentration in allen 5 Gruppen lGber dem Referenzbereich von 250 UJ/I. Ich fand eine
signifikante Korrelation zwischen der Serum-LDH-Konzentration und dem Schweregrad von
COVID-19. In einer friheren Studie wurde ein Anstieg der Serum-LDH-Konzentration Uber
400 U/l bei mittelschweren und schweren COVID-19-Verlaufen nachgewiesen °. In der
vorliegenden Studie erreichte nur die Gruppe 4 eine vergleichbar hohe mittlere LDH-
Serumkonzentration. Die mittleren Serum-LDH-Konzentrationen der anderen Gruppen lagen
unter 400 U/I. Der Unterschied in den Serum-LDH-Konzentrationen zwischen den beiden
Studien kann durch die verbesserten Behandlungsméglichkeiten erklart werden. Es wurde
gezeigt, dass die Behandlung mit Dexamethason, das eine entziindungshemmende Wirkung
hat, das Ausmal} einer Pneumonie und die Mortalitat bei COVID-19-Patienten mit erhdhtem

Sauerstoffbedarf reduziert 13°.

4.3.3. Leukozyten

Die Leukozytenzahl ist ein grundlegender laborchemischer Parameter zur Beurteilung
immunologischer Veranderungen bei Infektionen. Eine Leukozytopenie kann auftreten, wenn
der Verbrauch von Leukozyten zur Infektabwehr die Neusynthese im Knochenmark tGbersteigt.
Eine Leukozytose hingegen entsteht haufig durch eine Lymphozytose oder Granulozytose
infolge zytokinvermittelter Aktivierung, wie sie bei viralen oder bakteriellen Infektionen
vorkommt.

In der untersuchten Kohorte zeigten sich sowohl Leukozytosen als auch Leukozytopenien bei
COVID-19-Patienten. Eine verminderte Leukozytenzahl kann durch virale Suppression der
Hamatopoese oder erhdhten Verbrauch infolge der Immunantwort bedingt sein.
Demgegenuber kann eine Leukozytose durch zytokinvermittelte Aktivierung des
Knochenmarks entstehen, wie sie bei schweren systemischen Immunreaktionen auftreten
kann.

In der vorliegenden Analyse fand sich eine positive Korrelation zwischen der Leukozytenzahl
und dem Schweregrad der COVID-19-Erkrankung. Dies deutet darauf hin, dass bei schweren
Verlaufen Uberwiegend eine Leukozytose auftritt, vermutlich infolge einer ausgepragten

systemischen Inflammationsreaktion.
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Meine Ergebnisse stimmen mit einer kurzlich durchgefuhrten Studie Uberein, in der eine
positive Korrelation zwischen der Anzahl der wei3en Blutkdrperchen und dem Schweregrad
der Erkrankung gefunden wurde '¥': Patienten mit einem schweren Verlauf von COVID-19
hatten haufiger eine Leukozytose als Patienten mit einem leichten Verlauf '*'. Kiirzlich wurde
die Leukozytenzahl bei 1099 chinesischen COVID-19-Patienten untersucht, wobei in 34 % der
Falle eine Leukopenie festgestellt wurde '32. Diese Ergebnisse unterstiitzen meine Befunde,
dass bei COVID-19-Patienten sowohl Leukozytopenie als auch Leukozytose auftreten kdnnen.
Im Rahmen der Diagnostik koénnte ein Differentialblutbild mit Bertcksichtigung der
Leukozyten/Arten weitere Informationen bezlglich des Krankheitsverlaufs liefern. Eine
Subgruppe sind die Lymphozyten. Sie dienen der Erkennung und Bekdmpfung von
Fremdsubstanzen im Korper, insbesondere von Krankheitserregern. Sie tragen zur
spezifischen und unspezifischen Immunabwehr bei und sind flr die Produktion von
Antikdrpern sowie fur die zellulare Immunantwort verantwortlich. In meiner Studie lagen die
absoluten Lymphozytenzahlen der Patienten im Durchschnitt unter dem Referenzwert. Diese
Ergebnisse deuten auf eine Schwachung des Immunsystems durch SARS-CoV-2 hin. In einer
Studie wiesen 33,7 % der hospitalisierten Patienten mit COVID-19 eine Leukozytopenie und

sogar 83,3 % eine Lymphozytopenie auf "2,

4.3.4. Leber- und Nierenschadigung

Die Biomarker flr Leberschaden, ASAT, ALAT und yGT, lagen bei den Patienten im
Durchschnitt deutlich Gber dem Referenzbereich. Studien haben gezeigt, dass eine schwere
COVID-19-Infektion haufig zu Leberschaden fiihrt, die sowohl durch direkte virale Effekte,
medikamententoxische Einflisse als auch systemische Entziindungsreaktionen verursacht
werden kénnen ™33, Es wurde jedoch auch gezeigt, dass SARS-CoV-2 an ACE2-positive
Cholangiozyten bindet und dadurch die Leberfunktion direkt beeintrachtigen kann *°. Da LL-37
den Eintritt von SARS-CoV-2 in die Wirtszelle (iber den ACE2-Rezeptor durch die oben
beschriebenen Mechanismen verhindert, konnte LL-37 einen protektiven Effekt auf die Leber
haben. In einer retrospektiven Kohortenstudie an 5771 Patienten mit COVID-19 korrelierte die

Serum-ALAT-Konzentration mit der Mortalitat '3*.

Ich untersuchte die Kreatinin-Konzentration im Serum als Marker fur eine Nierenschadigung.
Die Konzentration war im Durchschnitt in allen Gruppen erhéht, korrelierte aber nicht mit dem
Schweregrad der COVID-19-Infektion. In einer Studie aus Brasilien zeigten COVID-19
Patienten mit akuter Nierenschadigung eine erhohte Mortalitat '*5. Der Schweregrad der
Nierenerkrankung war allerdings nicht die Hauptdeterminante fir die Schwere des
Krankheitsverlaufs, was meine Ergebnisse bestatigt. Eine andere Studie kam zu dem

Ergebnis, dass héhere Serum-Kreatinin-Konzentrationen bei Patienten mit COVID-19 mit
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einem erhohten Risiko fur schwerwiegende Komplikationen und einer erhdhten Mortalitat

assoziiert waren 136

. Die Nierenbeteiligung bei einer SARS-CoV-2-Infektion &ulert sich
hauptséachlich in einer Schadigung der Nierentubuli . Eine weitere Studie, die an Autopsien
das Nierengewebe von verstorbenen COVID-19 Patienten untersuchte, fand
Endothelschaden, die wahrscheinlich durch eine direkte Schadigung durch SARS-CoV-2
verursacht wurden . Eine weitere Erklarung fiir den Anstieg des Serumkreatinins und die
Nierenschadigung bei COVID-19 ist eine Dehydratation durch Fieber, Durchfall und
Erbrechen. Darlber hinaus kénnen bestimmte Medikamente wie Antibiotika oder antivirale
Medikamente die Nierenfunktion beeintrachtigen und zu einem Anstieg der Kreatinin-
Konzentration fluhren. Die Proteinurie gilt als Hauptmanifestationszeichen einer

Nierenschadigung bei SARS-2 8 und konnte in der Diagnostik den Kreatinin-Wert erganzen.

4.3.5. Immunglobuline

In einer kirzlich durchgefuhrten Studie wurden die gegen das SARS-CoV-2-Protein
gerichteten Immunglobuline IgM, -A und -G im Serum von COVID-19-Patienten untersucht %.
Es wurde festgestellt, dass die AntikOrperreaktion nicht die einzige Determinante des
Krankheitsverlaufs ist, sondern dass auch andere Laborparameter wie 2z.B.
Entztindungsmarker mit dem Schweregrad von COVID-19 assoziiert sind *. Immunglobuline
spielen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Diagnose von SARS-CoV-2, aber der
Antikorpertest allein weist eine suboptimale Sensitivitdt und Spezifitat auf, was den Nutzen flr
medizinische Entscheidungen einschranken kann '3,

Meine Studie zeigte, dass die Gesamtkonzentration der Immunglobuline IgG, IgA und IgM
nicht mit dem Schweregrad von COVID-19 korreliert. Es ist mdglich, dass die Konzentration
der SARS-CoV-2-spezifischen Immunglobuline mit dem Schweregrad von COVID-19
korreliert. Eine Studie aus China untersuchte die COVID-19 spezifischen IgM-Konzentrationen
im Serum von schwer erkrankten COVID-19 Patienten und kam zu dem Ergebnis, dass eine
IgM-Konzentration von Gber 50 U/ml mit einer hoheren Mortalitat assoziiert ist '*°. In Zukunft
koénnte die Konzentration bzw. der Titer von Anti-SARS-CoV-2-Immunglobulinen ein Indikator
fur den aktuellen Immunschutz eines Patienten gegen SARS-CoV-2 sein oder einen Hinweis
auf die Notwendigkeit einer Auffrischungsimpfung geben. Einige Zusammenhange sind jedoch
noch nicht ausreichend erforscht: Je nachdem, wie stark und spezifisch die Immunantwort
einer infizierten Person ausfallt, ist die Immunitat interindividuell unterschiedlich °. Wie eine
Longitudinalstudie zeigte, schwanken die Antikdrperkonzentrationen wahrend und nach der
Infektion stark '*!. Dariiber hinaus fehlen noch Referenzwerte fiir eine Antikérperkonzentration,
die zuverlassig vor einer Infektion bzw. einem schweren Verlauf von COVID-19 schutzt. Es

gibt auch Hinweise darauf, dass einige Antikdrper gegen SARS-CoV-2 zwar an das Virus
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binden, es aber nicht neutralisieren kénnen. Daher ist nicht nur die Konzentration und
Bindungsfahigkeit der Antikérper, die sich im Antikdrpertiter widerspiegelt, von Bedeutung,
sondern auch ihre neutralisierende Aktivitdt. Darlber hinaus sind T-Zellen an der
Immunantwort gegen SARS-CoV-2 beteiligt, indem sie infizierte Zellen direkt angreifen und
eliminieren. Diese Immunantwort lauft unabhangig von Antikdrpern ab, sodass auch ohne

hohe Antikdrpertiter eine hohe Immunitat durch die T-Zellen vorhanden sein kann.

4.4 Limitationen

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Studie bertcksichtigen nicht die Krankheitsgeschichte mit
moglichen Vorerkrankungen der Patienten. Diese konnten einen maflgeblichen Einfluss
sowohl auf verschiedene Biomarker als auch auf den Krankheitsverlauf von COVID-19 haben.
Eine weitere Limitation der Studie ist das Studiendesign als Querschnittsstudie mit dem
Beobachtungszeitpunkt bei stationdrer Aufnahme. Eine Langsschnittstudie kdnnte weitere
wichtige Erkenntnisse uUber den Verlauf von COVID-19 im Zusammenhang mit LL-37 und
weiteren Biomarkern liefern.

Es erfolgte keine Differenzierung von unterschiedlichen Virusvarianten, die entscheidenden
Einfluss auf das Krankheitsgeschehen bei COVID-19 nehmen. Die Studie wurde vor der
Ausbreitung der Delta- und Omikron-Varianten und vor Beginn der Impfkampagnen
durchgeflhrt.

Eine gesunde Kontrollgruppe stand nicht zur Verfigung, wodurch sich die Bewertung

absoluter Konzentrationen — insbesondere von LL-37 — erschwerte.

4.5 Ausblick

Auch wenn das Infektionsgeschehen durch SARS-CoV-2 in den letzten Monaten deutlich
zuruckgegangen ist, bleibt die Erkrankung weiterhin von Bedeutung. Die derzeit dominierende
Omikron-Variante weist eine erhdhte Ubertragbarkeit bei gleichzeitig meist mildem Verlauf auf.
Hinzu kommt, dass ein Grofteil der Bevolkerung mittlerweile geimpft oder durchgemacht
infiziert ist, was das klinische Bild verandert hat. Dennoch treten weiterhin schwere Verlaufe
auf — insbesondere bei vulnerablen Gruppen —, sodass COVID-19 auch kinftig eine
Herausforderung fur das Gesundheitssystem darstellen kann. Mit Blick in die Zukunft sollten
Gesellschaft und Wissenschaft auf die Ausbreitung neuer Viren vorbereitet sein. Es ist von
entscheidender Bedeutung, dass wir uns auf zuklinftige Bedrohungen vorbereiten, indem wir
die Forschung und Entwicklung von medizinischen Behandlungsmdglichkeiten fortsetzen, um

eine schnelle und effektive Reaktion auf zukiinftige Pandemien zu ermdglichen. Die
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Identifikation verlasslicher Biomarker zur frihzeitigen Einschatzung des Krankheitsverlaufs
kénnte dabei helfen, Risikopatienten schneller zu erkennen und die Versorgung individueller
anzupassen. LL-37 wurde in dieser Arbeit als mdglicher Kandidat untersucht. Darlber hinaus
kénnten antimikrobielle Peptide wie LL-37 kinftig auch therapeutisch von Bedeutung sein —
sowohl im Rahmen praventiver Strategien als auch als Ergdnzung bestehender
Behandlungskonzepte. Zuklnftige Studien sollten die vorgestellten Ansatze in gréReren
Kohorten validieren, funktionelle Analysen zur Aktivitat von LL-37 einbeziehen und auch
alternative Probenmaterialien wie bronchoalveolare Lavage bertcksichtigen, um die lokale

Immunantwort besser erfassen zu kdnnen.
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