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Zusammenfassung 1 

Zusammenfassung 

Die Infektion mit SARS-CoV-2 weist ein hochvariables Krankheitsbild auf, von asympto-

matischen Verläufen über Symptome eines grippalen Infekts bis hin zu respiratorischem 

Versagen und Tod. Höheres Alter und bestimmte Vorerkrankungen sind Risikofaktoren 

für schwere Krankheitsverläufe, dennoch stellte die (frühe) klinische Risikostratifizierung 

angesichts des variablen Krankheitsbildes eine besondere Herausforderung dar. Daher 

galt es, schnellstmöglich die Pathophysiologie von COVID-19 zu entschlüsseln und eine 

akkurate Klassifikation der Krankheitsschwere sowie Outcome-Prognose zu  

ermöglichen. 

  

Die Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) -basierte Plasma-Proteomik ermöglicht die 

umfassende Charakterisierung der Wirtsantwort auf einen Erreger und erlaubt Rück-

schlüsse auf die zugrundeliegende Pathophysiologie. Im Rahmen der Pa-COVID-19-Stu-

die analysierten wir insgesamt 881 Plasma-Proteome von 280 Patient:innen, ergänzt um 

umfangreiche Daten zu Demografie, Krankheitsschwere sowie 85 Routine- 

laborparameter. 

 

Wir erfassten von 139 Patient:innen zu 687 longitudinalen Messzeitpunkten die ungerich-

teten Plasma-Proteome und quantifizierten 321 Proteingruppen, davon 189 in >99 % der 

Proben. Wir identifizierten vielfältige Korrelationen von proteomischen Akutphaseprotei-

nen mit klinischen Laborparametern von Inflammation und Endorganschädigung (bspw. 

Kreatinin oder NT-proBNP). 113 Proteine und 55 Routinelaborparameter korrelierten mit 

der Krankheitsschwere. 20 Proteine, überwiegend Marker von Inflammation und Blutge-

rinnung, waren altersabhängig dysreguliert und bieten Einblick in die altersspezifischen 

Pathogenese von COVID-19. 

 

Als nächstes untersuchten wir das prognostische Potenzial der Plasma-Proteomik mittels 

verschiedener Machine Learning-Modelle. Basierend auf proteomischen und klinischen 

Messungen, konnten wir akkurat die aktuelle Krankheitsschwere prädizieren. Bei kritisch 

kranken Patient:innen gelang es uns, anhand eines einzelnen frühen Messzeitpunktes 

deren Überleben bzw. Versterben zu prognostizieren, im Median 39 Tage vor dem Out-

come (AUROC = 0,81); die Validierung des Modells an einer komplett unabhängigen Ko-

horte ergab eine fast perfekte Klassifikation (AUROC = 1,0). 
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Um einen klinischen Nutzen aus diesen Ergebnissen zu ziehen, identifizierten wir 50 re-

levante Peptide und entwickelten einen Multiple Reaction Monitoring (MRM) -basierten 

Peptid-Panelassay, den wir an zwei weiteren Kohorten, mit 30 (Citrat-Plasma) bzw. 

164 (EDTA-Plasma) Patient:innen, validierten und der zur Anwendung in Routinelaboren 

geeignet ist. 

 

Es gelang uns somit, mittels MS-basierter Proteomik relevante pathophysiologische 

Grundlagen von COVID-19 zu identifizieren und eine akkurate Klassifikation und Prog-

nose von Patient:innen vorzunehmen. Die Ergebnisse der Studie sollten nun an größeren 

Kohorten untersucht werden, parallel erweitern wir das Peptid-Panelassay zur Anwen-

dung auf andere Infektionserkrankungen wie Mpox, bakterielle Pneumonie und Malaria. 
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Abstract 

Infection with SARS-CoV-2 presents with a highly variable clinical picture, ranging from 

asymptomatic cases over flu-like symptoms to severe organ damage, respiratory failure, 

and death. Higher age and different preexisting medical conditions are risk factors for 

severe disease, but early clinical risk stratification posed a special challenge due to the 

high variability in clinical presentation. Thus, it was crucial to quickly identify the patho-

physiology of COVID-19 and enable accurate classification of disease severity and out-

come prognosis. 

 

Tandem mass spectrometry (MS/MS)-based plasma proteomics allows for a comprehen-

sive characterization of the host response to a pathogen, enabling inference about the 

underlying pathophysiology. Within the Pa-COVID-19 study, we analyzed a total of 881 

plasma proteomes from 280 patients, complemented by extensive data on demographics, 

disease severity, and 85 routine laboratory parameters. 

 

We collected unbiased plasma proteomes from 139 patients at 687 longitudinal sampling 

timepoints and quantified a total of 321 protein groups, 189 of which were present 

in >99% of samples. We identified various correlations between acute-phase proteins and 

clinical laboratory markers of inflammation and organ damage (e.g., creatinine or NT-

proBNP). 113 proteins and 55 routine laboratory markers correlated with disease severity. 

Several proteins, mainly indicating inflammation and coagulation, were differentially ex-

pressed depending on age, offering insight into the age-dependent pathogenesis of se-

vere COVID-19. 

 

Next, we examined the prognostic potential of plasma proteomics using different machine 

learning models. Based on proteomic and clinical measurements, we accurately pre-

dicted current disease severity. For critically ill patients, we were able to predict their sur-

vival or death based on a single measurement at an early timepoint, with a median of 

39 days before the outcome (AUROC = 0.81). Validation of the model on a completely 

independent cohort yielded almost perfect classification (AUROC = 1.0). 

 

To translate these results to the clinical routine, we identified 50 relevant peptides and 

developed a multiple reaction monitoring (MRM)-based peptide panel assay, which we 
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validated in two additional cohorts of 30 (citrate plasma) and 164 (EDTA plasma) patients, 

and which can be applied in routine laboratories. 

 

In summary, applying MS-based proteomics we successfully identified relevant patho-

physiological mechanisms of COVID-19, allowing for accurate disease severity classifi-

cation and outcome prognosis. These results should now be validated in larger cohorts, 

simultaneously we are expanding the peptide panel assay for use in other infectious dis-

eases including mpox, bacterial pneumonia, and malaria. 
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1 Einleitung 

1.1 COVID-19 

1.1.1 Hintergrund und Klinik 

Im Dezember 2019 gelangten die ersten Berichte über Fälle einer neuartigen Pneumonie, 

verursacht durch einen unbekannten Erreger, aus Wuhan, Provinz Hubei, China, in die 

Welt [1]. Die folgende Pandemie führte global zu einer beispiellosen gesellschaftlichen, 

ökonomischen und politischen Herausforderung [2–4]. Nur wenige Wochen nach den ini-

tialen Berichten war der Auslöser der sich inzwischen rasch ausbreitenden Krankheit 

identifiziert, ein Betacoronavirus und naher Verwandter des Severe Acute Respiratory 

Syndrome Coronavirus (SARS-CoV), der dementsprechend von der Weltgesundheitsor-

ganisation (WHO) als SARS-CoV-2 bezeichnet wurde [5]; die Krankheit erhielt den Na-

men COVID-19 (Coronavirus Disease 2019)[6]. Innerhalb weniger Wochen verbreitete 

sich das neuartige Coronavirus auch außerhalb Chinas und infizierte bald Millionen von 

Menschen. Am 30.01.2020 erklärte die WHO den Ausbruch zur Gesundheitlichen Not-

lage Internationaler Tragweite (Public Health Emergency of International Concern, 

PHEIC) und sah sich nur wenige Wochen später gezwungen, am 11.03.2020 eine Pan-

demie auszurufen [7,8]. Schätzungen gehen davon aus, dass sich bis zum 5. Mai 2023, 

als die WHO die pandemische Notlage offiziell für beendet erklärte [9], über 675 Millionen 

Menschen infiziert hatten, von denen über 6,8 Millionen verstarben [10]. 

 

Während initial die Tröpfcheninfektion als Hauptübertragungsweg erachtet wurde, konnte 

bald bestätigt werden, dass eine Übertragung auch über Aerosole erfolgt und diese ins-

besondere in geschlossenen, schlecht belüfteten Räumen teils Stunden infektiös 

sind [11]. Die Infektion mit SARS-CoV-2 weist ein hochvariables Krankheitsspektrum auf, 

von asymptomatischen Überträgern über milde Verläufe mit Symptomen eines grippalen 

Infekts bis hin zu respiratorischem Versagen und Tod [12,13]. Frühe Schätzungen gingen 

von einem Manifestationsindex, also dem Anteil symptomatischer an allen Infizierten, von 

55-85 % aus, wobei die mittlere Inkubationszeit auf ca. 6 Tage, die 95 %-Perzentile auf 

12 Tage geschätzt wurde [13]. Mit dem Auftreten neuer SARS-CoV-2-Varianten ab An-

fang 2021 wurden tendenziell etwas kürzere Inkubationszeiten beobachtet. 
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Zu Beginn der Erkrankung dominieren Symptome des oberen Respirationstrakts, u.a. 

Husten und Atemnot, Schnupfen sowie Geruchs- und Geschmacksverlust, ggf. in Kom-

bination mit Allgemeinsymptomen wie Abgeschlagenheit, Kopf- und Gliederschmerzen 

und Fieber [13]. Bei den meisten Erkrankten kommt es innerhalb der ersten Woche zur 

Symptomresolution, wobei verschiedenartige Spätfolgen, zusammengefasst als Long-

COVID oder Post-COVID-19-Syndrom bezeichnet, auftreten können [14]. 

 

Bei einem Teil der Erkrankten kann es im weiteren Krankheitsverlauf zu einer ausgepräg-

ten Beteiligung der unteren Atemwege und weiterer Organsysteme, darunter Herz, Nie-

ren und Gehirn, kommen, mit potenziell tödlichem Verlauf [13]. Als besondere Herausfor-

derung für das klinische Management zeigte sich, dass Erkrankte in dieser Krankheits-

phase bei ärztlicher Vorstellung oftmals trotz subjektiv nur leichter Symptomatik bereits 

eine schwere Hypoxämie aufwiesen und innerhalb weniger Stunden eine invasive Beat-

mung benötigten, ein Phänomen, das auch gelegentlich als „happy hypoxaemia“ (fröhli-

che Hypoxämie) bezeichnet wurde [15]. 

 

Bis Mai 2021, also vor einem maßgeblich durch Immunität und möglicherweise milderen 

SARS-CoV-2-Varianten veränderten Infektionsgeschehen, bedurften in Deutschland 

ca. 10 % der Fälle einer stationären Krankenhausbehandlung, 33 % davon auf einer In-

tensivstation. Insgesamt verstarben 3,1 % der gemeldeten Fälle, darunter 26 % der sta-

tionär behandelten Patient:innen [16]. Die große Anzahl von Erkrankten, die einer statio-

nären Behandlung bedurften, führte weltweit wiederholt zu Überlastungen von Gesund-

heitssystemen, mit Aufnahmestopps in Krankenhäusern, überlasteten Rettungsdiensten 

und unzureichenden Kapazitäten zum Umgang mit Verstorbenen [17,18]. 

 

Während sich insbesondere höheres Alter, aber auch Vorerkrankungen wie Diabetes 

mellitus, Adipositas und Arteriosklerose als relevante Risikofaktoren für einen schweren 

Krankheitsverlauf abzeichneten [19–21], blieb die frühe klinische Risikostratifizierung 

nicht zuletzt aufgrund des so variablen Krankheitsbildes herausfordernd [22]. Altbewährte 

klinische Risiko-Scores boten bei dieser Erkrankung nur einen begrenzten prognosti-

schen Nutzen [23], gleichzeitig bestand vor dem Hintergrund einer drohenden Überlas-

tung des Gesundheitssystems, mit ausgeschöpften normal- und intensivstationären Be-

handlungskapazitäten, wie sie u.a. aus Bergamo (Italien) [17] und New York 

City (NY, USA) [18] berichtet wurden, ein dringender Bedarf, die klinische Prognose von 
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Patient:innen mit COVID-19 frühzeitig möglichst präzise im Sinne einer bedarfsorientier-

ten, optimalen Ressourcenallokation zu bestimmen. 

1.1.2 Bedeutung für die Wissenschaft 

Wohl keine andere Krankheit ist jemals zuvor Gegenstand so rascher und umfangreicher 

Forschung geworden wie COVID-19 [24,25]. Mit den ersten Berichten aus Wuhan galt 

es, schnellstmöglich die Übertragungswege und Pathophysiologie der Erkrankung zu ent-

schlüsseln, um zielgerichtete Infektionspräventionsmaßnahmen durchzuführen und wirk-

same Therapien sowie sichere und effektive Impfstoffe zu entwickeln. Die Welt sah eine 

außergewöhnliche nationale und internationale Kooperationsbereitschaft zwischen For-

schenden, ermöglicht durch eine umfangreiche Bereitstellung von Forschungsmitteln 

durch Regierungen und Nichtregierungsorganisationen [25,26]. Binnen weniger Wochen 

wurde das gesamte SARS-CoV-2-Genom entschlüsselt und veröffentlicht [27], sodass 

bereits im ersten Quartal 2020 mit der Entwicklung von Impfstoffen gegen COVID-19 be-

gonnen und nach wirksamen Virostatika und unterstützenden Therapien gesucht werden 

konnte [28]. 

 

Frühe Fallberichte und Beobachtungsstudien bestätigten in der klinischen Routine etab-

lierten Biomarkern wie C-reaktives Protein (CRP), D-Dimeren und Leukozytenzahlen ei-

nen prognostischen Wert, und einzeln oder in Kombination u.a. mit Vitalparametern wur-

den erste Risikoscores postuliert [29–32]. Charakteristische Milchglasinfiltrate in der 

Computertomographie boten bei limitierten PCR-Testkapazitäten eine initiale diagnosti-

sche Einschätzungsmöglichkeit [33], Ausmaß und Kombination mit Konsolidierungen kor-

relierten mit Krankheitsschwere und Outcome [34]. Insgesamt hatten jedoch sowohl etab-

lierte Risikoscores wie SOFA (Sequential Organ Failure Assessment [35]) oder 

APACHE II (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation II [36]), als auch später 

spezifisch für COVID-19 entwickelte Scores wie ABCS (Age, Biomarkers, Clinical History, 

Sex [37]) oder 4C-Mortality Score [38], nur eine eingeschränkte Aussage-

kraft [23,32,37,38]. 

 

Um diesem dringenden klinischen Bedarf zu begegnen, galt es daher, schnellstmöglich 

die Grundlagen der Pathophysiologie von COVID-19, insbesondere der schweren Ver-

laufsformen, zu entschlüsseln, um einerseits die präzise Klassifikation und Prognose der 
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Erkrankung zu ermöglichen und andererseits neue Therapieansätze zu entwickeln und 

in die klinische Praxis zu translatieren [28,39]. Eine in den letzten Jahren zunehmend 

weiterentwickelte Technologie war und ist hier besonders geeignet, umfangreiche physi-

ologische und pathophysiologische Prozesse abzubilden und eine umfassende Daten-

grundlage für systemische biologische Prozesse zu liefern: die Plasma-Proteomik. 

1.2 Das Plasma-Proteom 

1.2.1 Hintergrund 

Das Proteom bezeichnet die Gesamtheit aller Proteine bzw. einer definierten Untereinheit 

eines Organismus, die zu einem definierten Zeitpunkt vorhanden sind. Das Ziel der Pro-

teomik ist die „umfassende, quantitative Beschreibung der Proteinexpression und ihrer 

Veränderungen unter dem Einfluss biologischer Störungen wie Krankheit oder medika-

mentöser Behandlung“ (Übersetzung durch den Autor1) [40]. Während sich die Genomik 

und Transkriptomik mit der Gesamtheit der kodierten bzw. transkribierten Gene befassen, 

untersucht die Proteomik deren biologisch funktionelle Produkte, die Proteine, und er-

laubt somit direkte Rückschlüsse auf die tatsächlich zu einem gegebenen Zeitpunkt ab-

laufenden biologischen Prozesse [41] (Abbildung 1). 

 

Frühe Untersuchungen des Proteoms erfolgten mittels sogenannter 2-dimensionaler Ge-

lelektrophorese (2-DE). Dabei werden Proteine zunächst anhand ihres spezifischen iso-

elektrischen Punktes sortiert und im Anschluss mittels „klassischer“ Elektrophorese ent-

sprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt. Auf diese Weise ließen sich zwei Proben 

direkt miteinander vergleichen und einzelne hoch- oder herunterregulierte Proteine iden-

tifizieren. Dieses Verfahren ist jedoch aufwendig und ermöglicht nur eine geringe Tiefen-

auflösung, also dynamischen Konzentrationsbereich von Zielproteinen. Bei komplexen 

Proben wie bspw. humanem Plasma, in dem zwischen den am niedrigsten und den am 

höchsten abundanten Proteinen 7-12 Größenordnungen liegen [42], wird daher nur eine 

geringe Zahl verschiedener Proteine erfasst. Bereits um die Jahrtausendwende setzten 

sich daher Massenspektrometrie (MS) -basierte Verfahren durch und erfuhren eine ra-

sche Weiterentwicklung [43]. 

 
1Original: “[…] comprehensive, quantitative description of protein expression and its changes under the 
influence of biological perturbations such as disease or drug treatment.” Anderson & Anderson 1998 [40] 



Einleitung 9 

 
Abbildung 1: Einordnung der Proteomik in die -omics Wissenschaften. Die Genomik befasst sich 

mit der Gesamtheit der Gene (DNA-Ebene), die Transkriptomik mit der Gesamtheit der transkri-

bierten Gene (RNA-Ebene) und die Proteomik mit den biologisch funktionellen Produkten, Prote-

inen, und erlaubt somit direkte Rückschlüsse auf die tatsächlich zu einem gegebenen Zeitpunkt 

ablaufenden biologischen Prozesse. Die Metabolomik schließlich befasst sich mit den Stoffwech-

selprodukten und -prozessen eines Organismus. Eigene Darstellung.  

1.2.2 Flüssigkeitschromatographie – Massenspektrometrie (LC-MS) Proteomik 

Zur Analyse komplexer Proben wie komplette Zellen oder Blutplasma, die eine breite dy-

namische Konzentrationsspanne von Proteinen sowie potenziell überlappende MS-Sig-

nale aufweisen, wird heutzutage in der Regel Flüssigkeitschromatographie (liquid chro-

matography, LC) mit Tandem-Massenspektrometrie (tandem mass spectrometry, 

MS/MS) kombiniert (Abbildung 2). Aufgrund der hohen Anzahl verschiedener Proteine 

erfolgt die Messung entsprechend dem sogenannten „bottom-up“ Ansatz [43]. Fort-

schritte in der Genomik haben ermöglicht, basierend auf genetischen Informationen Pep-

tide und Proteine zu prädizieren; daher erfolgt zunächst die Messung einzelner Peptide, 

die nachfolgend mit theoretischen oder empirischen Proteindatenbanken abgeglichen 

werden. Theoretisch ist ein proteotypisches Peptid ausreichend, um das Vorhandensein 

eines bestimmten Proteins sicher nachzuweisen, wobei die Quantifizierung in der Praxis 

meist über mindestens zwei Peptide erfolgt. Die Messung mittels LC-MS/MS umfasst fol-

gende Schritte: 

  

DNA

RNA

Proteine

Lipide, Zucker, 
Aminosäuren etc.

Genomik

Transkriptomik

Proteomik

Metabolomik
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1.2.2.1 Probenvorbereitung 

Zunächst werden die Proteine einer Probe mittels spezifischer Proteasen verdaut, d.h. in 

Peptide aufgespalten. Meist wird dazu Trypsin genutzt: Aufgrund der spezifischen Spal-

tung an Carboxylenden von Lysin- und Argininresten (außer wenn Prolin folgt), können 

prädizierte Peptide definiert und entsprechende theoretische Datenbanken erstellt wer-

den [43,44]. 

1.2.2.2 Flüssigkeitschromatographie 

Die durch enzymatische Verdauung entstandenen Peptide werden nun mittels Flüssig-

keitschromatographie entsprechend ihrer Moleküleigenschaften aufgetrennt (Abbil-

dung 2, oberes Panel). In der Proteomik wird meist eine sog. „reverse phase“ Chromato-

graphie (RPC) mit einer hydrophoben stationären Phase angewandt [43,44]. Die zu un-

tersuchenden Peptide werden in einem Puffer gelöst und dieser in die Flüssigkeitssäule 

gegeben. Dabei binden hydrophobe Peptide stärker an die stationäre Phase und werden 

entsprechend stark retardiert, während hydrophile Peptide weniger Interaktionen mit dem 

Säulenmaterial haben. Im Anschluss wird die Säule mit einem Gradienten aus Lösemittel 

und Puffer eluiert und dadurch die Peptide allmählich von der stationären Phase gelöst. 

Somit verlassen verschiedene Peptide mit ähnlicher Molekularmasse, jedoch unter-

schiedlichen hydrophobischen und isoelektrischen Eigenschaften, die Säule des Chro-

matographen zu verschiedenen Zeitpunkten (Retentionszeit) [43,44]. Mittels Verbin-

dungsstück (Interface) wird die nun zeitlich aufgetrennte flüssige Phase dem Massen-

spektrometer zugeführt. 

1.2.2.3 Massenspektrometrie 

Grundsätzlich umfasst ein Massenspektrometer eine Ionenquelle, einen Massenanalysa-

tor, der das Masse-zu-Ladung-Verhältnis (m/z) misst, und einen Detektor, der die Anzahl 

von Ionen bei jedem m/z Wert erfasst [44,45] (Abbildung 2, mittleres Panel). Die mittels 

LC aufgetrennte Probe wird im MS zunächst vernebelt und die Peptide mittels Elektro-

spray-Ionisation (ESI) ionisiert. Auf dem Weg durch den Massenspektrometer werden die 

nun geladenen Peptide, abhängig von dem verwendeten Gerät, entsprechend ihres m/z-

Verhältnisses aufgetrennt und detektiert. 
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Bei der Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) werden in einem ersten Massenfilter 

(MS1) spezifisch erfasste Vorläufer-Ionen in einer Kollisionszelle durch Zuführung von 

Kollisionsgas (z.B. Stickstoff) fragmentiert; die daraus entstehenden Produkt-Ionen pas-

sieren einen zweiten Massenfilter oder -analysator (MS2) und werden von einem Detektor 

erfasst (Abbildung 2, unteres Panel). Häufig werden Quadrupole als Massenfilter und 

Fragmentierungszellen eingesetzt. Als MS2 können, anstatt eines dritten Quadrupols 

(QqQ-MS), hochauflösende exakte Massenanalysatoren (HRAM, high-resolution accu-

rate mass analyzers) wie Time-of-Flight (TOF-MS) oder Ionenfallen (z.B. Orbitrap) ge-

nutzt werden und so die datenunabhängige Detektion einer größeren Anzahl verschiede-

ner Produkt-Ionen erfolgen. Durch die kombinierte Erfassung von Vorläufer- und Produkt-

Ionen kann eine höhere Ionen-Spezifität erreicht und ein größerer dynamischer Konzent-

rationsbereich abgedeckt werden [44]. 

 

Im Anschluss an die LC-MS/MS erfolgt die primäre Analyse der Messungen, für die es 

grundsätzlich die folgenden zwei Ansätze gibt: 

1.2.3 Ungerichtete (untargeted) Proteomik  

Erfolgt die Messung einer Probe ohne die vorherige Festlegung zu untersuchender Ziel-

peptide, spricht man von sogenannter Shotgun- (Schrotschuss-), ungerichteter (untar-

geted) oder auch Such- (Discovery-) Proteomik; so kann eine unvoreingenommene Ana-

lyse bspw. des Plasma-Proteoms erfolgen und neue potenzielle Proteinbiomarker identi-

fiziert werden. Dies kann durch die kontinuierliche Aufzeichnung einer großen Anzahl von 

MS1 und MS2 Spektren mittels TOF- oder Orbitrap-MS erfolgen, bspw. im Rahmen von 

sog. DIA-SWATH-MS (Data Independent Acquisition - Sequential Windowed Acquisition 

of All Theoretical Fragment Ion - Mass Spectra) [46]. Die so entstandenen Massenspek-

tren werden mit Datenbanken abgeglichen und entsprechenden Peptiden zugeordnet, 

aus denen wiederum spezifische Proteine abgeleitet werden. Mittels bioinformatischer 

Methoden können Rückschlüsse auf die Abundanz verschiedener Proteine geschlossen 

und diese so ins Verhältnis zueinander gesetzt werden. 

1.2.4 Gerichtete (targeted) Proteomik 

Im Gegensatz dazu erfolgt bei der gerichteten (targeted) Proteomik die Messung definier-

ter Ziel-Peptide, die bspw. im Rahmen von Discovery-Proteomik identifiziert wurden. 
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Beim Selected-Reaction-Monitoring (SRM, auch: Multiple Reaction Monitoring, MRM) 

wird bei MS1 lediglich ein vorher definiertes Vorläufer-Ion (i.d.R. zwischen 10-20 Amino-

säuren lang) zur weiteren Fragmentierung zugelassen; die resultierenden Produkt-Ionen 

können im MS2 sehr sensitiv und spezifisch erfasst und mittels Isotopen-markierter Pep-

tidstandards exakt quantifiziert werden [47]. Im Vergleich zur ungerichteten Proteomik ist 

die MRM-Proteomik also für die definierten Proteine sensitiver und spezifischer, dafür in 

der Anzahl verschiedener Proteine limitiert. 

1.2.5 Bioinformatische Analysetechniken 

Um aus den umfangreichen massenspektrometrischen Rohdaten einen statistisch aus-

wertbaren Datensatz zu generieren, sind verschiedene Schritte nötig (Abbildung 2, unte-

res Panel). Prinzipiell müssen die gemessenen Chromatogramme und Massenspektren 

spezifischen Peptiden zugeordnet und im nächsten Schritt die ihnen entsprechenden 

Proteine abgeleitet werden, um schlussendlich deren relative oder absolute Abundanz 

funktionell analysieren zu können [46,48,49]. 

 

Die Zuordnung von Massenspektren zu Peptiden kann grundsätzlich Spektren-zentriert 

oder Peptid-zentriert erfolgen. Bei Spektren-zentrierten Ansätzen werden zunächst ähn-

liche Spektren einer analysierten Probe gruppiert und dann mit einer entsprechenden 

Datenbank abgeglichen und Peptiden zugeordnet. Bei Peptid-zentrierten Ansätzen hin-

gegen werden zunächst die in einer spezifischen Probe erwarteten Peptide und deren 

zugehörigen MS-Daten (Peptide Query Parameters (PQP): Retentionszeit, Vorläufer- 

und Produkt-Ion Massen und Signal-Intensitäten [Peaks]) definiert und dann mit den tat-

sächlich gemessenen Daten abgeglichen [46]. Neue Software-Tools kombinieren die 

Vorteile beider Ansätze – datenunabhängige Analyse bzw. größere Spezifität – bspw. un-

ter Anwendung selbstlernender Algorithmen und tiefer neuronaler Netze (vgl. Demichev 

et al., 2020 [48]). 

 

Aus den identifizierten Peptiden werden mittels Datenbankabgleichs die zugehörigen 

Proteine abgeleitet und, bspw. durch die teils gewichtete Aufsummierung der integrierten 

Peak-Flächen mehrerer Produkt- bzw. Vorläufer-Ionen, quantifiziert. Bevor die funktio-

nelle Analyse erfolgen kann, müssen Normalisierungsschritte durchgeführt und ggf. feh-
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lende Peptiddaten imputiert werden, ohne tatsächliche biologische Informationen zu ver-

lieren. Sowohl bei der Präprozessierung als auch der funktionellen Auswertung des ferti-

gen Datensatzes kommen zunehmend auch Machine Learning-Techniken zum Ein-

satz [48,50]. 

Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines LC-MS/MS Systems. Die Proteine werden zunächst 

mittels Trypsin in Peptide aufgespalten. Im Anschluss erfolgt die Auftrennung der Peptide mittels 

(reverser) Flüssigkeitschromatographie (LC) entsprechend ihrer hydrophoben und isoelektri-

schen Eigenschaften. Die so zeitlich aufgetrennte Probe gelangt via Verbindungsstück (Interface) 
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in den Massenspektrometer, wird vernebelt und die Peptide mittels Elektrospray-Ionisation (ESI) 

ionisiert. Bei der Tandem-Massenspektrometrie werden im ersten Massenfilter (MS1, Quadru-

pol 1) Vorläufer-Ionen selektiert, in einer Kollisionszelle durch Zuführung von Kollisionsgas spe-

zifisch fragmentiert (Quadrupol 2) und die Produkt-Ionen im Anschluss detektiert, wobei als zwei-

ter Massenfilter (MS2) entweder ein dritter Quadrupol oder ein hochauflösender exakter Massen-

analysator (Orbitrap oder Time-of-Flight [TOF]) eingesetzt werden kann. Es folgt die bioinforma-

tische Aufbereitung, Zuordnung von Spektren zu Peptiden und Generierung eines Datensatzes 

zur statistischen Auswertung. Abbildung angelehnt an https ://healthcare-in-eu-

rope.com/de/news/massenspektrometrie-analytik-trifft-diagnostik.html.  
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1.3 Fragestellung 

Die COVID-19-Pandemie hat Gesundheitssysteme weltweit vor besondere Herausforde-

rungen gestellt. Insbesondere vor dem Hintergrund des hohen Patient:innenaufkommens 

während der verschiedenen Infektionswellen, mit der Gefahr einer Überlastung von Ver-

sorgungskapazitäten, war und ist eine rasche Identifikation von prognostischen Parame-

tern von hoher Relevanz, um Ressourcen zielgerichtet einzusetzen und Patient:innen ei-

ner adäquate medizinische Versorgung zuzuführen. Mittels Plasma-Proteomik lässt sich 

innerhalb kurzer Zeit ein umfassendes Abbild des (patho-) physiologischen Ist-Zustandes 

von Patient:innen erfassen, auf dessen Basis neue Biomarker identifiziert und potenziell 

prognostische Modelle generiert werden können. 

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, inwiefern das Plasma-Pro-

teom zur Klassifikation von Krankheitsschwere und Prognose des Outcomes bei Pati-

ent:innen mit COVID-19 geeignet ist. Dazu werden folgende Teilaspekte analysiert: 

 

1. Können mittels Plasma-Proteomik Rückschlüsse auf die pathophysiologischen 

Prozesse bei Patient:innen mit COVID-19 gezogen werden? 

2. Ermöglicht das Plasma-Proteom eine Klassifikation der Krankheitsschwere bei 

COVID-19 und ist es hierbei etablierten klinischen und Routine-Laborparametern 

überlegen? 

3. Kann das Plasma-Proteom zur Prognose individueller Krankheitsverläufe genutzt 

werden? 
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2 Methodik 

2.1 Klinische Kohorten 

2.1.1 Charité-Kohorte 

Patient:innen wurden im Rahmen der Pa-COVID-19-Studie rekrutiert, einer prospektiven 

Beobachtungsstudie zur Pathophysiologie von Patient:innen mit COVID-19 an der Cha-

rité – Universitätsmedizin Berlin [51]. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der 

Charité – Universitätsmedizin Berlin bewilligt (EA2/066/20) und entsprechend der Dekla-

ration von Helsinki sowie den Richtlinien für Gute Klinische Praxis (ICH 1996) durchge-

führt. Sie ist im Deutschen Register für Klinische Studien registriert (DRKS00021688). 

Grundsätzlich konnten alle Patient:innen mit PCR-bestätigter SARS-CoV-2-Infektion in 

die Studie eingeschlossen werden. Ausschlusskriterien waren a) die Nichteinwilligung 

durch den:die Patient:in oder dessen gesetzliche:n Vertreter:in oder b) das Vorliegen von 

Gründen, die gegen die Entnahme von zusätzlichem Studienblut sprachen. Im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich stationär aufgenommene Patient:innen 

untersucht. 

 

Bei Einschluss wurden umfangreiche demografische, soziale und klinische Parameter 

erhoben. Während des stationären Aufenthalts erfolgten i.d.R. dreimal wöchentlich (Mon-

tag, Mittwoch, Freitag) die Erhebung klinischer Daten und Scores im Rahmen von Studi-

envisiten sowie eine Blutentnahme. Ethylendiamintetraessigsäure- (EDTA-) und Citrat-

Blut wurde für 15 Minuten mit 2000 G bei 18°C zentrifugiert, das Plasma aliquotiert und 

bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren. Die Erfassung der Krankheits-

schwere erfolgte tagesgenau entsprechend der WHO Ordinal Scale for Clinical Improve-

ment [52], von 3, stationäre Behandlung ohne zusätzlichen Sauerstoffbedarf, bis 8, Tod 

(Tabelle 1). Klinische Scores für Vorerkrankungen (CCI [Charlson Comorbidity In-

dex] [53]), Mortalitätsrisiko (SOFA [Sequential Organ Failure Assessment] [54], 

APACHE II [Acute Physiology And Chronic Health Evaluation II] [36]) und COVID-19 

(ABCS [Age, Biomarkers, Clinical history, Sex] [37]) wurden entweder aus dem klinischen 

Informationssystem (COPRA Version 6.0, COPRA System, Berlin, Deutschland) extra-

hiert oder manuell berechnet. 
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Die medizinische Behandlung erfolgte unabhängig von der Studienteilnahme entspre-

chend den lokalen und nationalen Leitlinien. 

2.1.2 Innsbruck-Kohorte 

Die Validierung der an der Pa-COVID-19-Kohorte trainierten prädiktiven Modelle erfolgte 

an einer zweiten, vollständig unabhängigen Kohorte. Patient:innen mit schwerer COVID-

19 wurden im Rahmen einer Studie der Universitätsklinik für Innere Medizin II Innsbruck, 

Österreich, rekrutiert (EK-Nr. 1107/2020). Patient:innen mit PCR-bestätigter SARS-CoV-

2-Infektion konnten eingeschlossen werden, wenn a) der erste positive PCR-Test maxi-

mal 7 Tage zurücklag, b) respiratorisches Versagen vorlag (SaO2 <60mmHg oder 

SpO2 <90 %) und c) typische Infiltrate in der Computertomographie nachgewiesen wur-

den. Eine schriftliche Einwilligung wurde bei Einschluss oder, bei intubierten Patient:in-

nen, retrospektiv nach Extubation eingeholt. Die medizinische Behandlung erfolgte ent-

sprechend den nationalen Leitlinien. Im Rahmen dieser Studie wurde ausschließlich die 

erste entnommene Probe bei maximaler Krankheitsschwere entsprechend WHO-Skala 

verwendet. 

2.1.3 Generation Scotland-Kohorte  

Als Vergleichskohorte der Normalbevölkerung wurden 199 zufällig ausgewählte Proben 

der prospektiven epidemiologischen Generation Scotland-Studie (GS) verwendet [55]. 

Die GS-Kohorte umfasst ca. 24.000 Menschen aus ca. 7000 Familien in Schottland. 

 
Tabelle 1: WHO Ordinal Scale for Clinical Improvement 

WHO-Grad Definition 

WHO-1 keine Einschränkungen im Alltag 
WHO-2 Einschränkungen im Alltag, ambulante Behandlung 
WHO-3 Stationäre Behandlung ohne Sauerstofftherapie 
WHO-4 … mit low-flow Sauerstofftherapie 
WHO-5 … mit high-flow Sauerstofftherapie 
WHO-6 … mit invasiver maschineller Beatmung (IMV) 
WHO-7 … mit IMV und zusätzlich Katecholaminen, Hämodialyse oder ECMO 
WHO-8 Tod 

Die Klassifikation der Krankheitsschwere erfolgt entsprechend dem Bedarf von Sauerstofftherapie so-
wie ggf. zusätzlichen Organersatzverfahren. Modifiziert nach WHO [52]. 
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2.2 Klinische Labormessungen 

Klinische Routinelaborparameter der Charité-Kohorte wurden auf validierten Point-of-

Care Blutgasanalyse-Geräten bzw. bei der Labor Berlin – Charité Vivantes GmbH (Sylter 

Straße 2, 13353 Berlin, Deutschland) durchgeführt. Messparameter umfassten u.a. Dif-

ferentialblutbild, klinische Chemie, Enzymaktivitäten und Blutgasanalysen [56]. Lagen 

mehrere Messungen an einem Tag vor, so wurde diejenige ausgewählt, die zeitlich am 

nächsten an der Studienvisite lag (6:00 Uhr morgens auf Intensivstationen, 8:00 Uhr mor-

gens auf Normalstationen; Abweichungen waren aufgrund von Stationsabläufen oder am 

Aufnahmetag möglich). 

 

In der vorliegenden Arbeit werden die Namen klinischer Laborparameter ausgeschrieben 

und proteomische Parameter mit ihrem jeweiligen UniProtKB (www.uniprot.org) Gen-Na-

men (ausschließlich Majuskeln, ggf. in Kombination mit Ziffern) benannt. Eine Zuordnung 

von im Rahmen dieser Arbeit erwähnten Gen-Namen zu den Proteinen findet sich in  

Tabelle 2. 

2.3 Discovery-Proteomik 

Die Probenvorbereitung erfolgte semi-automatisiert. Nach dem Auftauen wurden 

5µl EDTA- bzw. Citrat-Plasma (nur Kohorte 2, Abschnitt 3.3.1) auf vorbereitete 96-Well 

Platten mit 55µl Denaturierungs-/Reduktionsmedium (8M Urea, 100mM Ammonium-Bi-

carbonat (ABC), 50mM Dithiothretiol) gegeben und für 60 Minuten (min) bei 30°C inku-

biert. Im Anschluss wurden 5µl Iodoacetamid als Alkylans hinzugegeben und die Mi-

schung weitere 30 min bei 23°C inkubiert, bevor die Lösung mit 340µl Ammonium-Bicar-

bonat- (ABC) Puffer verdünnt wurde. Die enzymatische Verdauung erfolgte mittels 

Trypsin (220µl Proben-Gemisch auf 12,5µl [1µg/µl] Trypsin, anschließend Inkubation für 

17 Std. bei 37°C) und wurde mit 25µl 10 %-iger Methansäure unterbrochen. Es folgte die 

Aufreinigung und Resuspension der Proben in 60µl 0,1 %-iger Methansäure; unlösliche 

Partikel wurden mittels Zentrifugation entfernt und die Probenüberstände auf eine neue 

96-Well Plate übertragen. Jede 96-Well Plate umfasste u.a. 8 Plasma- und 4 Serumkon-

trollen zur Normalisierung zwischen Plates. 

  

LC-MS/MS wurde auf dem Agilent 1290 Infinity II System (Agilent Technologies, Inc., 

Santa Clara, USA), gekoppelt an einen TripleTOF 6600 (SCIEX, Danaher Corporation, 



Methodik 19 

Washington, D.C., USA) durchgeführt. MS1 wurde auf m/z 100-1500 eingestellt, gefolgt 

von 25-mal MS2 (mit variablen Vorläufer-Ionen von m/z 450-800). 

2.4 Peptid-Panelassay 

Für die selektierten Zielpeptide wurden native (Reinheit ≥95 %) und Isotopen-markierte 

(SIL, stable isotope labeled) Peptide synthetisiert und analog zu den klinischen Plasma-

Proben weiterverarbeitet [57], wie unter Abschnitt 2.3 beschrieben. 

 

LC-MRM wurde auf zwei verschiedenen Systemen durchgeführt: Agilent 1290 Infinity II 

System gekoppelt an einen Agilent 6495C Massenspektrometer (beide Agilent Techno-

logies, Inc., Santa Clara, USA) sowie (für eine Auswahl von Proben) zusätzlich auf einem 

ExionLD AD UHPLC System gekoppelt an einen TripleQuad 7500 Massenspektrometer 

(beide SCIEX, Danaher Corporation, Washington, D.C., USA). 
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Tabelle 2: Zuordnung von Gen- zu Protein-Namen entsprechend UniProtKB 

Genname Proteinname 
A2M Alpha-2-macroglobulin 
ACTA1 Actin, alpha skeletal muscle 

ACTB Actin Beta 
ACTBL2 Beta-actin-like protein 2 
ACTG1 Actin, cytoplasmic 1 

AFM Afamin 
AGT Angiotensinogen, Serpin A8 
AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein, Alpha-2-Z-globulin, Fetuin-A 

APOA1 Apolipoprotein A1 
APOB Apolipoprotein B 
APOC3 Apolipoprotein C3 

B2M Beta-2-microglobulin 
C1QA Complement C1q subcomponent subunit A 
C1QB Complement C1q subcomponent subunit B 
C1QC Complement C1q subcomponent subunit C 

C1R Complement C1r subcomponent 
C3 Complement component C3 
C8A Complement component C8 alpha chain 

C9 Complement component C9 
CD14 Cluster of Differentiation 14 
CFD Complement factor D 

CRP C reactive protein 
CST3 Cystatin-C 
ECM1 Extracellular matrix protein 1 

EFEMP1 EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 
F12 Coagulation factor XII 
F2 Prothrombin 
FCGR3A Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor III-A, CD16a 

FGA Fibrinogen Alpha Chain 
GPLD1 Phosphatidylinositol-glycan-specific phospholipase D 
GSN Gelsolin 

HP Haptoglobin 
HPX Hemopexin 
HRG Histidine-rich glycoprotein 

IGFALS Insulin-like growth factor binding protein, acid labile subunit 
IGHV Immunoglobulin heavy chain variable region  



Methodik 21 

  

Genname Proteinname 
ITIH1 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 
ITIH2 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 

ITIH3 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 
KLKB1 Plasma kallikrein 
LBP Lipopolysaccharide Binding Protein 
LRG1 Leucin-rich Alpha-2-Glykoprotein 

LYZ Lysozyme 
ORM2 Alpha-1-acid glycoprotein 2 
PGLYRP2 Peptidoglycan recognition protein 2 

PIGR Polymeric immunoglobulin receptor 
PLG Plasminogen 
PRG4 Proteoglycan 4 

SAA1 Serum amyloid A-1 protein 
SAA2 Serum amyloid A-2 protein 
SERPINA1 Alpha-1 antitrypsin 

SERPINA3 Alpha-1-antichymotrypsin 
SERPINA4 Kallistatin 
SERPINC1 Antithrombin III 
SERPIND1 Heparin cofactor 2 

SERPING1 Plasma protease C1 inhibitor 
TF Transferrin 
TFRC Transferrin receptor protein 1 

TTR Transthyretin 
VWF Von-Willebrand-Factor 

Zuordnung der im Rahmen dieser Arbeit benannten Gen- zu den jeweiligen Proteinnamen, ent-
sprechend der englischsprachigen Originalbezeichnung. Eigene Darstellung. Quelle: 

www.uniprot.org. 
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2.5 Datenverarbeitung und statistische Analyse 

2.5.1 Aufbereitung von MS-Daten 

Massenspektrometrische Daten wurden mittels DIA-NN aufbereitet, einem Programmpa-

ket das, mittels tiefen neuronalen Netzen (deep neural networks, DNN), automatisiert DIA 

Proteom-Datensätze prozessiert (Abgrenzung von Signal zu Hintergrundrauschen, Kor-

rektur überlappender Signale sowie Quantifizierung) [48]. Eine Korrektur zwischen Plat-

ten erfolgte anhand der Kontrollproben (vgl. Abschnitt 2.3); die Korrektur zwischen ver-

schiedenen Messchargen (Batches) erfolgte mittels linearer Regression. Korrekturen er-

folgten auf Basis von Vorläufer-Ion-Daten. Es wurden keine Vorläufer-Ionen oder Prote-

ine aufgrund fehlender Messdaten ausgeschlossen. 

2.5.2 Statistische Analyse 

Die statistische Analyse erfolgte mit JMP Pro Version 15 (SAS Institute Inc, Cary, NC, 

USA), R Version 3.6.0 (R Core Team, www.R-project.org) und Python Version 3.8.1 bzw. 

3.8.5 (Python Software Foundation, Wilmington, DE, USA). Klinische Labor- und proteo-

mische Daten wurden log2 transformiert (mit Ausnahme von Basenüberschuss, Oxyhä-

moglobin und sO2). Es wurden keine Daten imputiert (außer für Machine Learning-Mo-

delle, vgl. Abschnitte 2.5.2.8 und 2.5.2.9) oder aufgrund von Unvollständigkeit ausge-

schlossen. 

 

Die Signifikanztestung gegen einen Nullmedian (Verläufe) oder binäres Outcome erfolgte 

mittels Wilcoxon-W- bzw. Mann-Whitney-U-Test. Der Zusammenhang stetiger Variablen 

(bspw. Protein-Protein Korrelationen) wurde mittels Kendall-Tau-Test untersucht. Bei 

Einbeziehung von Co-Variablen wurde ein moderierter T-Test entsprechend dem „limma“ 

Paket für R [58] angewandt. Mehrfachtestung wurde mittels der Benjamini-Hochberg-Fal-

scherkennungsrate (false discovery rate, FDR) -Methode korrigiert. P-Werte <0,05 bzw. 

FDR <5 % für Korrelations-Heatmaps wurden als signifikant gewertet. 
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2.5.2.1 Marker für Erkrankungsschwere 

Es wurde der jeweils erste Messpunkt bei maximaler Erkrankungsschwere entsprechend 

WHO-Skala (außer Tod) ausgewählt und auf Korrelation mit WHO-Schweregrad unter-

sucht (Wilcoxon-W-Test). 

2.5.2.2 Altersabhängige Marker 

Um altersabhängige Veränderungen im Proteom zu identifizieren und bei den weiteren 

Analysen entsprechend zu korrigieren, wurde der jeweils erste Messzeitpunkt eines bzw. 

einer Patient:in verwendet (Kendall-Tau-Test; Korrektur für WHO-Schweregrad mittels 

„limma“). 

2.5.2.3 Marker von Hämodialyse und extrakorporaler Membranoxygenierung 

Es erfolgte der Vergleich aller Messzeitpunkte bei WHO-Grad 7 von Patient:innen ohne 

Hämodialyse bzw. extrakorporaler Membranoxygenierung (ECMO) mit Messzeitpunkten 

nach Initiierung der jeweiligen Therapie mittels Mann-Whitney-U-Test. 

2.5.2.4 Marker-Veränderungen im zeitlichen Verlauf 

Es wurden Proben während des Zeitraums der stärksten Krankheitsschwere, d.h. WHO-

Grad 6 oder 7 für invasiv beatmete Patient:innen, WHO-Grad 5, 4 oder 3 für alle weiteren 

Patient:innen, verwendet, um die Veränderungen des Plasma-Proteoms im zeitlichen 

Verlauf zu untersuchen. So konnten die Einflüsse möglicher „Schweregradwechsel“ so-

wie spezifischer Therapien minimiert werden. Es wurden ausschließlich Patient:innen 

mit ≥2 Messzeitpunkten und einem Abstand zwischen dem ersten und letzten Messzeit-

punkt von ≥2 Tagen analysiert. 

 

Mittels linearer Regression wurde für jeden Messwert versus [Tagzahl seit Krankenhaus-

aufnahme] die Steigung (nicht-parametrische Theil-Sen-Methode) und die Mengenstei-

gung ([Regressionssteigung] x [Anzahl der Tage zwischen erster und letzter Messung]) 

berechnet. Mittels Wilcoxon-W-Test wurde die Abweichung der medianen Mengenstei-

gung vom Nullmedian getestet. 
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2.5.2.5 Korrelations-Heatmaps  

Allgemeine Korrelationen wurden auf Basis des ersten Messzeitpunkts bei der jeweils 

maximalen Krankheitsschwere (WHO-Grad) eines:r individuellen Patient:in errechnet. 

Analog erfolgte die Berechnung von Korrelationen im zeitlichen Verlauf auf Basis der 

oben berechneten Mengensteigung. Als COVID-19-spezifische Proteinkorrelationen wur-

den all jene gewertet, die in der Generation Scotland Kohorte [55] (vgl. Abschnitt 2.1.3) 

nicht signifikant waren (P ≥ 0,05) oder einen entgegengesetzten Trend aufwiesen. 

2.5.2.6 Marker für Zunahme der Krankheitsschwere  

Es wurde der jeweils erste Messzeitpunkt verwendet. Eine Zunahme der Krankheits-

schwere wurde definiert als Zunahme um mindestens einen WHO-Grad bzw. Tod bei 

Patient:innen mit WHO-Grad 7. Proteome von Patient:innen mit und ohne Zunahme der 

Krankheitsschwere wurden verglichen, unter Berücksichtigung von Alter und aktuellem 

WHO-Schweregrad mittels linearem Modell. 

2.5.2.7 Prädiktion von invasiver mechanischer Beatmung 

Die Prädiktion, ob ein:e Patient:in zum ersten Messzeitpunkt bei maximaler Krankheits-

schwere invasiv mechanisch beatmet wurde, erfolgte mittels Gradient Boosted Trees (in 

Python 3.8.1). Proteine mit ≥3 quantifizierten Peptiden wurden berücksichtigt, es wurden 

keine fehlenden Werte imputiert. Eine Kreuzvalidierung wurde durchgeführt, indem beim 

Trainieren jeweils eine Probe zurückgehalten, das Modell auf Basis der verbliebenen Pro-

ben trainiert und dieser Schritt für jede individuelle Probe wiederholt wurde (leave-1-out). 

Das so an der Charité-Kohorte trainierte Modell wurde direkt auf die Innsbruck-Kohorte 

angewendet. 

2.5.2.8 Prädiktion von maximaler Krankheitsschwere 

Die Prädiktion des WHO-Schweregrads zum ersten Messzeitpunkt bei maximaler Krank-

heitsschwere erfolgte mittels Elastic Nets in Python 3.8.1. Proteine mit ≥3 quantifizierten 

Peptiden wurden berücksichtigt. Fehlende Werte wurden mittels k-Nearest Neighbor 

(kNN) -Imputation ersetzt. Analog zur Prädiktion von invasiver mechanischer Beatmung 

erfolgte die Kreuzvalidierung mittels leave-1-out-Methode und das so trainierte Modell 

wurde direkt auf die Innsbruck-Kohorte angewendet. 
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2.5.2.9 Prädiktion von Überleben bei kritisch kranken Patient:innen 

Es wurde der erste Messzeitpunkt bei maximaler Krankheitsschwere (WHO-Grad 7) aus-

gewählt, um das Outcome zu prädizieren, d.h. Überleben (Entlassung oder Verlegung an 

ein peripheres Krankenhaus zur Beatmungsentwöhnung) oder Versterben. Das Machine 

Learning (ML) -Modell wurde auf Basis von 57 Proteinen trainiert, für die es FDA-zuge-

lassene MRM-Assays gibt und die mit mindestens 3 Peptiden quantifiziert wurden. Feh-

lende Werte wurden mittels Minimal Value Imputation imputiert. 

  

Machine Learning wurde mittels Parenclitic Networks [59,60] durchgeführt. Parenclitic 

Networks sind ein Graphen-basierter Ansatz, bei dem Netzwerke, die die Abweichung 

eines Individuums von der Gesamtpopulation repräsentieren, abgeleitet werden. Dazu 

wird jedes Protein-Paar zueinander ins Verhältnis gesetzt (mittels radialem Support Vec-

tor Machine (SVM) Classifier) und ein Kantengewicht berechnet, das die Wahrscheinlich-

keit für ein definiertes Outcome (hier: versterben) widerspiegelt. Es werden fünf Merk-

male (features) generiert: Maximum, Mittelwert und Standardabweichung der Kantenge-

wichte sowie Anzahl von Kantengewichten > 0,5 (d.h. prädiziertes Versterben) und An-

zahl der Nodi (d.h. Proteine) mit mindestens einer Kante mit einem Gewicht > 0,5. Basie-

rend auf topographischen Unterschieden individueller Netzwerke wird im Anschluss ein 

LASSO- (Least Absolute Shrinkage And Selection Operator) Klassifikationsmodell zur 

Prädiktion generiert. 

 

Eine Kreuzvalidierung erfolgte, indem jeweils eine Probe (zusammen mit zwei weiteren, 

zufällig selektierten Proben, insgesamt 2 Überlebende und 1 Verstorbene:r) beim Trai-

nieren des Modells zurückgehalten und das generierte Modell auf die eine zurückgehal-

tene Probe angewendet wurde (leave-3-out). Insgesamt wurde dieser Schritt 49-mal, d.h. 

einmal für jede Probe, wiederholt und am Ende ein Mittelwert der Prädiktion für jede 

Probe errechnet. Das so generierte Modell wurde direkt auf die „Innsbruck-Kohorte“ an-

gewendet. 

 

Um die Robustheit des Parenclitic Network-Modells zu verifizieren, wurde ein SVM-Mo-

dell in Python 3.8.5 auf Basis der gleichen Daten und selektierten Proteine wie für das 

Parenclitic Modell generiert. 
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2.5.3 Abbildungen 

Abbildungen wurden in Microsoft PowerPoint Version 16.73 (Microsoft Corporation, 

Redmond, WA, USA), GraphPad Prism Version 9.4 (GraphPad Software, Inc, San Diego, 

CA, USA) und mit Hilfe von BioRender.com erstellt. 
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3 Ergebnisse 

Im Zeitraum 1. März bis 19. November 2020 wurden 280 stationär behandelte Patient:in-

nen mit PCR-bestätigter SARS-CoV-2-Infektion in die Pa-COVID-19 Studie eingeschlos-

sen, von denen insgesamt 881 Plasma-Proteome vermessen und im Rahmen der folgen-

den drei Publikationen analysiert wurden: In Demichev, Tober-Lau et al. 2021 [56] wurden 

Korrelationen zwischen Proteom- und Routinelaborparametern untersucht sowie poten-

zielle neue Biomarker für Krankheitsschwere und Prognose bei COVID-19 beschrieben. 

Demichev, Tober-Lau et al. 2022 [61] befasst sich mit dem prognostischen Potenzial des 

Plasma-Proteoms bei kritisch kranken Patient:innen mit COVID-19 und untersucht, inwie-

fern sich das Überleben dieser speziellen Patient:innenpopulation vorhersagen lässt un-

ter Zuhilfenahme von Machine Learning-Modellen. Wang, Cryar et al. 2022 [57] be-

schreibt die methodischen Anpassungen und erweiterten Messungen in zusätzlichen Pa-

tient:innengruppen als Basis für die Translation der Ergebnisse der beiden vorher be-

schriebenen Publikationen in die klinische Routineanwendung.  

3.1 Discovery-Proteomik bei Patient:innen mit COVID-19 

Der erste Teil der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geht auf die Identifikation potenzi-

eller Biomarker von Erkrankungsschwere und Prognose bei COVID-19 ein. Die Ergeb-

nisse wurden im peer-reviewed Fachjournal Cell Systems publiziert [56]. 

3.1.1 Studienpopulation 

Vom 1. März bis 30. Juni 2020 wurden 139 stationär behandelte Patient:innen mit PCR-

bestätigter SARS-CoV-2-Infektion an der Charité – Universitätsmedizin Berlin in die Stu-

die eingeschlossen. Die Patient:innen wiesen variable Krankheitsverläufe mit Schwere-

graden von 3 bis 8 auf der WHO-Skala auf (vgl. Tabelle 1): 23 (16,5 %) blieben durchge-

hend ohne Sauerstoffbedarf (WHO-Grad 3); 47 (33,8 %) benötigten nicht-invasive Sauer-

stofftherapie (WHO-Grad 4 oder 5); 69 (49,6 %) benötigten im Verlauf ihrer Hospitalisie-

rung eine invasive mechanische Beatmung (WHO-Grad 6 oder 7). Insgesamt erhielten 

46 (33 %) Patient:innen Hämodialyse und 22 (16 %) benötigten ECMO. Zwanzig (14 %) 

Patient:innen verstarben; davon hatten drei Patient:innen eine Intubation bzw. Reanima-

tion abgelehnt (DNI/DNR) und ein Patient verstarb an einem COVID-19-unabhängigen 
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Leiden (Ablehnung von Therapie bei Karzinom). In vier Fällen wurden im Verlauf der sta-

tionären Behandlung bei infauster Prognose entsprechend dem mutmaßlichen Patient:in-

nenwillen die lebenserhaltenden Maßnahmen beendet. 

 

Von den 139 Patient:innen waren 95 (68 %) männlich, der mediane Body-Mass-Index 

(BMI) betrug 27,8 kg/m2 (IQR: 24,7 – 31,9 kg/m2). Innerhalb der Kohorte gab es keine 

Korrelation zwischen Geschlecht bzw. Gewicht mit der Krankheitsschwere (P=0,06 bzw. 

P=0,11). Höheres Alter als Risikofaktor für schwere Krankheitsverläufe spiegelte sich wi-

der: Patient:innen mit WHO-Grad 3 waren signifikant jünger als jene mit WHO-Grad 7 

(49 [IQR: 35-70] vs. 62 [IQR: 53-72] Jahre, P=0,02); Patient:innen mit einem Alter ≥65 

Jahre hatten ein signifikant erhöhtes Risiko im Krankenhaus zu versterben (OR 4,1 [95%-

CI: 1,5-11,5]). Im Median dauerte die stationäre Behandlung 20 Tage (IQR: 9-48) und 

korrelierte mit der Krankheitsschwere (7 Tage bei WHO-Grad 3 vs. 46 Tage bei WHO-

Grad 7). Die mediane Dauer zwischen Krankenhausaufnahme und Versterben trotz Ma-

ximaltherapie (d.h. ausgenommen Patient:innen mit DNI/DNR oder nicht-COVID-19-To-

desursache) betrug 28 Tage (IQR: 16-46). Basischarakteristika der Kohorte sind in Ta-

belle 3 dargestellt. 

 

Von den 139 Patienten wurden insgesamt 687 longitudinale Plasma-Proteome gemes-

sen. Es konnten 321 verschiedene Proteingruppen in mindestens 75 % der Proben nach-

gewiesen werden, davon 200 Proteine in 98 % und 189 Proteine in 99 % der Proben. Zur 

besseren Veranschaulichung wurden verschiedene Immunglobulinketten zusammen-

gruppiert, sodass insgesamt 177 Plasma-Proteingruppen für die Auswertung zur Verfü-

gung standen. 
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Tabelle 3: Basischarakteristika der Discovery-Proteomik-Kohorte 

  

  keine invasive Beatmung invasive Beatmung  

  alle  
Patient:innen  

max. WHO-
Grad 3 

max. WHO-
Grad 4 

max. WHO-
Grad 5 

max. WHO-
Grad 6 

max. WHO-
Grad 7 verstorben** 

Anzahl 139 100 % 23 17 % 33 24 % 14 10 % 6 4 % 63 45 % 17 12 % 

Geschlecht                             

weiblich 44 32 % 13 57 % 8 24 % 3 21 % 1 17 % 19 30 % 3 18 % 

männlich 95 68 % 10 43 % 25 76 % 11 79 % 5 83 % 44 70 % 14 82 % 

Alter, Jahre  
(Median, IQR) 61 50 - 71 49 35 - 70 63 48 - 71 62 49 - 85 64 59 - 71 62 53 - 72 69 55 - 77 

≥65 57 41 % 6 26 % 16 48 % 6 43 % 3 50 % 26 41 % 11 65 % 

BMI, kg/m2  

(Median, IQR) 27,8 24,7 - 31,9 25,4 23,0 - 30,6 27,2 23,3 - 30,3 27,1 23,3 - 34,9 26,6 24,6 - 28,1 29,4 25,7 - 34,1 29,0 24,8 - 31,0 

< 25 kg/m2 40 29 % 10 43 % 13 39 % 3 21 % 2 33 % 12 20 % 4 24 % 

≥ 25 kg/m2 97 71 % 13 57 % 20 61 % 11 79 % 4 66 % 49 80 % 13 76 % 

Vorerkrankungen                             

CCI  
(Median, IQR) 3 1 - 4 1 0 - 3 4 1 - 5 3 1 - 6 2,5 2 - 5 3 1 - 4 3 3 - 6 

<3 65 47 % 16 70 % 13 39 % 7 50 % 3 50 % 26 41 % 2 12 % 

≥3 74 53 % 7 30 % 20 61 % 7 50 % 3 50 % 37 59 % 15 88 % 

Dauer stationärer 
Aufenthalt*, Tage 
(Median, IQR) 

20 9 - 48 7 4 - 10 14 9 - 17 20 13 - 28 38 24 - 71 46 32 - 75 28 16 - 46 

Bauchlagerung** 51 38 % - - - - - - 2 33 % 49 78 % 13 76 % 

invasive  
Beatmung** 69 50 % - - - - - - 6 100 % 63 100 % 17 100 % 

Hämodialyse 46 33 % 0 0 % 1 3 % 0 0 % 1 17 % 44 70 % 15 88 % 

ECMO** 22 16 % - - -   - - - - 22 35 % 8 47 % 

Outcome                             

verstorben  
(incl. DNI/DNR) 20*** 14 % 0 0 % 1 3 % 2 14 % 0 0 % 17 27 % - - 

DNI/DNR 3 2 % 0 0 % 1 3 % 2 14 % 0 0 % 0 0 % - - 

sekundäre 
DNI/DNR 4 3 % 0 0 % 0 0 % 0 0 % 0 0 % 4 6 % 4 24 % 

Die Daten stellen Anzahl (n) und Prozent (%) dar, sofern nicht anders angegeben. IQR: Interquartilspanne; 
CCI: Charlson's Comorbidity Index; ECMO: extrakorporale Membranoxygenierung; DNI/DNR: nicht intu-

bieren/nicht reanimieren; sekundäre DNI/DNR: Therapielimitation bei infauster Prognose entsprechend 
dem mutmaßlichen Patient:innenwillen.  Modifiziert nach Demichev, Tober-Lau, et al., 2021 [56]. 

* exklusive verstorbene Patient:innen 
** exklusive Patient:innen mit DNI/DNR 

*** inkl. einem Patienten mit COVID-19 unabhängiger Todesursache 
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3.1.2 Kovariation von Routine-Laborparametern und Proteommessungen 

Im ersten Schritt untersuchten wir Korrelationen zwischen Routinelabor- und proteomi-

schen Messungen (vgl. Tabelle 2 zur Zuordnung von UniProtKB Gen-Namen). Wir beo-

bachteten robuste positive Korrelationen zwischen den etablierten klinischen Entzün-

dungsmarkern Interleukin-6, C-reaktivem Protein und Procalcitonin mit proteomisch ge-

messenen Akutphaseproteinen (APPs) wie SAA1, SAA2, CRP, SERPINA1, SERPINA3, 

sowie (invers) GSN und AHSG. Auch fanden wir Korrelationen mit Proteinen der Blutge-

rinnung (u.a. FGA, F2, F12, KLKB1, PLG) und des Komplement-Systems (u.a. C1R, C8A, 

C9, CFD) sowie diverse Korrelationen zwischen proteomischen APPs und klinischen La-

borparametern von Organschädigung (z.B. NT-proBNP, Kreatinin, Alanin-Aminotrans-

ferase) und Dyserythropoiese (u.a. Erythrozytenzahl und -verteilungsbreite). 

 

Wir identifizierten darüber hinaus einige spezifische Korrelationen zwischen klinischen 

Laborwerten und proteomischen Markern. So korrelierten SERPINA1 (Alpha-1-Anti-

trypsin) und SERPINA3 (Alpha-1-Antichymotrypsin), zwei Neutrophilen-Serinproteasen-

inhibitoren, stark (Spearman R=0,72 bzw. R=0,79) mit der Neutrophilen-zu-Lymphozy-

ten-Ratio, einem prognostischen Marker von COVID-19 [62]. Auch gab es eine starke 

Korrelation zwischen alkalischer Phosphatase bzw. Gamma-Glutamyltransferase, beides 

klinischen Markern u.a. für Erkrankungen der Gallenwege, und PIGR (polymerischer Im-

munglobulin-Rezeptor), der infolge viraler Infektion von Cholangiozyten vermehrt von die-

sen exprimiert wird [63]. 

 

Insgesamt analysierten wir die Zusammenhänge zwischen 85 klinischen Routineparame-

tern und 177 proteomischen Plasma-Proteinen und stellten somit einen Gesamtdatensatz 

zur Verfügung, der zum Zeitpunkt seiner Veröffentlichung in Art und Umfang einzigartig 

war. 

3.1.3 Korrelation mit Krankheitsschwere 

Als nächstes untersuchten wir, welche Proteine und Laborparameter abhängig von der 

Krankheitsschwere (WHO-Grad) exprimiert waren. Wir identifizierten 113 Proteine, die 

entsprechend der Krankheitsschwere hoch- bzw. herunterreguliert waren, von denen un-

seres Wissens nach 30 im Rahmen dieser Arbeit erstmalig beschrieben wurden. Diese 

umfassten u.a. Mediatoren der Entzündungsreaktion und Immunantwort sowie Proteine 
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des Komplementsystems und Apolipoproteine. Ebenfalls identifizierten wir 55 klinische 

Routineparameter, die mit dem Schweregrad korrelierten, darunter diverse Marker für 

Organschädigungen (bspw. Herz: NT-proBNP und Troponin T; Niere: Kreatinin und Harn-

stoff; Leber: Aspartat- und Alanin-Aminotransferasen, Gamma-Glutamyltransferase und 

Bilirubin) sowie, invers korreliert, Hämoglobin, Erythrozytenzahl und Hämatokrit. Spezifi-

sche Veränderungen bei Patient:innen mit Organersatzverfahren waren u.a. erniedrigtes 

HP (Haptoglobin) und HPX (Hämopexin) unter Hämodialyse und ECMO, möglicherweise 

aufgrund von Hämolyse im extrakorporalen Kreislauf, sowie erhöhtes SERPINC1 (Anti-

thrombin-III) als Zeichen der Substitution unter ECMO-Therapie (zusammengefasst in 

Tabelle 8). 

 

Da sich höheres Alter schon früh als einer der wichtigsten Risikofaktoren für schwere 

Krankheitsverläufe bei COVID-19 darstellte [21], untersuchten wir den Datensatz mit Hin-

blick auf altersspezifische Veränderungen im Plasma. Tatsächlich beobachteten wir eine 

deutliche Überlappung zwischen Markern, die mit Krankheitsschwere, und solchen, die 

mit dem Alter korrelierten. Nach Korrektur für WHO-Schweregrad [56] verblieben 20 Pro-

teine, die bei Patient:innen mit COVID-19, nicht jedoch in der Allgemeinbevölkerung 

(vgl. Abschnitt 2.1.3) mit dem Alter korrelierten. Diese ließen sich vornehmlich Inflamma-

tion, Lipidstoffwechsel und Blutgerinnung zuordnen und könnten auf die besondere Rolle 

dieser Kompartimente in der altersspezifischen Pathogenese von COVID-19 hinweisen. 

3.1.4 Korrelation im zeitlichen Verlauf 

Auch im longitudinalen Verlauf beobachteten wir Korrelationen zwischen Routinelabor- 

und proteomischen Markern von Entzündung, Akutphasereaktion sowie Blutgerinnung. 

Unabhängig vom maximalen WHO-Grad beobachteten wir bei fast allen Parametern eine 

allgemeine „Verbesserung“ des Proteoms während der maximalen Erkrankungsschwere 

(vgl. Abschnitt 2.5.2.4): initial mit zunehmender Krankheitsschwere hochregulierte Prote-

ine nahmen mit der Zeit ab, initial herunterregulierte stiegen umgekehrt im zeitlichen Ver-

lauf an. Dies betraf u.a. Proteine der Entzündungs- und Akutphasereaktion, Blutgerin-

nung, aber auch Immunregulation, des Lipidstoffwechsels und der extrazellulären Matrix.  
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Insgesamt stellten wir fest, dass sich der Phänotyp von einer initial ausgeprägten syste-

mischen Entzündungsreaktion im zeitlichen Verlauf hin zu Immunomodulation, metaboli-

scher Rekonstitution und Gewebereparatur wandelte – insbesondere die frühe Phase 

könnte daher entscheidend für den weiteren Krankheitsverlauf bei COVID-19 sein. 

3.1.5 Machine Learning-Modelle zu Klassifikation von Krankheitsschwere 

Der umfangreiche Datensatz ermöglichte es, verschiedene prädiktive Machine ML-Mo-

delle zu generieren. Basierend auf Gradient Boosted Trees ließ sich mit hoher Genauig-

keit ausschließlich auf Basis von klinischen Labor- bzw. proteomischen Messungen be-

stimmen, ob ein:e Patient:in zum Messzeitpunkt maschinell beatmet wurde (WHO-Grad 6 

oder 7; nur klinisch: AUROC = 0,97, nur proteomisch: AUROC = 0,98; klinisch und pro-

teomisch kombiniert: AUROC = 0,99). Dieses Modell ermöglichte eine deutlich höhere 

Präzision als etablierte Risikofaktoren bzw. -scores wie Alter, BMI, Vorerkrankungen 

(CCI) oder C-reaktives Protein. Die Anwendung des anhand der Charité-Kohorte trainier-

ten Modells auf eine komplett unabhängige Kohorte von 99 Patient:innen (Innsbruck-Ko-

horte) lieferte vergleichbare Ergebnisse (AUROC = 0,97). Auch der WHO-Grad zum 

Messzeitpunkt ließ sich mittels ML-Modell zuverlässig bestimmen, wobei die Kombination 

aus klinischen Labor- und proteomischen Messungen die beste Korrelation aufwies, so-

wohl für die Charité- als auch die Innsbruck-Kohorte. 

3.1.6 Prognose von Krankheitsverläufen 

Aufgrund der Beobachtung von Veränderungen im zeitlichen Verlauf untersuchten wir, 

inwieweit das Proteom geeignet ist, um eine Verschlechterung der Krankheitsschwere 

(Zunahme des WHO-Grades) und, im Fall von kritisch kranken Patienten, Versterben 

vorherzusagen. Unter Berücksichtigung von aktuellem WHO-Grad und Alter identifizier-

ten wir 11 Proteine und 9 klinische Laborparameter, die auf eine zukünftig klinische Ver-

schlechterung hinwiesen. Diese umfassten u.a. Marker für Entzündung (CRP, ITIH2, 

SERPINA3, AHSG und B2M), Blutgerinnung (HRG und PLG) und Komplementaktivie-

rung (C1R und CFD) sowie AGT und CST3 (Infokasten 1). 
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Infokasten 1: Prognostische Proteine für zukünftige Zunahme der Krankheitsschwere. Modifiziert 

nach Demichev, Tober-Lau, et al. 2021 [56]. 

höhere Konzentration bei zukünftiger Zunahme der Krankheitsschwere 
AGT: Angiotensinogen wird durch Renin sowie die Angiotensin-konvertierenden Enzyme ACE 

oder alternativ ACE2 aktiviert. ACE aktiviert Angiotensin I (Ang1) zu Angiotensin II (Ang2), mit 
pro-inflammatorischem, vasokonstriktivem und pro-fibrotischem Effekt [64]. ACE2 hingegen 
wandelt Ang1 und Ang2 zu Angiotensin 1-9 (Ang1-9) und 1-7 (Ang1-7) um (anti-inflammatorisch, 
vasodilatativ, anti-fibrotisch, anti-oxidativ) [65]. SARS-CoV-2 dringt über ACE2 in die Wirtszelle 
ein und führt zu dessen Internalisierung [64]. Folglich wird Ang1 überwiegend über ACE zu Ang2 
aktiviert und der Abbau durch ACE2 verringert, sodass die pro-inflammatorischen Peptide akku-
mulieren [66,67]. Die Konzentration von Ang2 korreliert linear mit der Viruslast und Lungenschä-
digung bei COVID-19 [68]. 

B2M: Beta-2-Mikroglobulin bildet den extrazellulären Teil von MHC I (Haupthistokompatibilitäts-
komplex I) und ist somit auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert. B2M wird auch von aktivierten 
Thrombozyten sezerniert und induziert in Makrophagen eine pro-inflammatorische M1-Polarisie-
rung [69]. Bei Patient:innen mit chronischer Niereninsuffizienz ist erhöhtes B2M ein Marker für 
Versterben [70]. 

C1R: Die Serinprotease C1r bildet im Komplex mit C1q und C1s den Komplementfaktor C1, den 
Aktivator des klassischen Wegs der Komplementkaskade [71]. 

CFD: Komplementfaktor D aktiviert den alternativen Weg der Komplementkaskade durch Spal-
tung von Faktor B (CFB), der somit den Komplex C3bBb bilden kann („C3-Konvertase des alter-
nativen Weges“) [71]. 

CRP: C-reaktives Protein ist ein Akutphaseprotein, das bei Entzündungsreaktionen und Infektio-
nen stark hochreguliert ist [72]. 

CST3: Cystatin C ist ein Proteaseinhibitor und etablierter Nierenfunktionsparameter [73]. 

SERPINA3: Alpha-1-Antichymotrypsin ist ein Proteaseinhibitor, der vor Cathepsin G vermittelter 
Gewebeschädigung durch neutrophile Granulozyten schützt [74]. Die Spaltprodukte sind we-
sentlich stabiler gegenüber enzymatischem Abbau [75] und wirken stark chemotaktisch auf 
neutrophile Granulozyten [76]; sie könnten eine Rolle bei der dysregulierten Neurophilenaktivie-
rung bei schwerer COVID-19 spielen [77]. 

niedrigere Konzentration bei zukünftiger Zunahme der Krankheitsschwere 
AHSG: Alpha-2-HS-Glykoprotein, auch Fetuin-A, ist ein negatives Akutphaseprotein, das die Mak-

rophagenaktivierung und Neutrophilendegranulation attenuiert [78]. 

HRG: Histidin-reiches Glykoprotein ist ein negatives Akutphaseprotein mit vielfältigen Funktio-
nen, u.a. Regulation von Entzündungsreaktion, Immunantwort, Elimination von Erregern und 
Zelldetritus sowie Blutgerinnung und Fibrinolyse [79,80]. 

ITIH2: Inter-Alpha-Trypsin-Inhibitor, schwere Kette 2, liegt kovalent an Bikunin (AMBP) gebun-
den vor und bildet mit Hyaluronan das sogenannte „SHAP“ (serum-derived hyaluronan-associ-
ated protein) mit Matrix-stabilisierenden und immunmodulatorischen Effekten [81,82]. 

PLG: Plasminogen bzw. Plasmin ist das Schlüsselenzym der Fibrinolyse, besitzt jedoch auch 
vielfältige immunologische Funktionen, u.a. Dämpfung der Neutrophilenaktivität, Induktion von 
Efferozytose durch Makrophagen sowie deren Polarisierung von M1- (pro-inflammatorisch) hin 
zu M2-Phänotyp (Gewebe-reparierend) [83]. 
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Ebenfalls untersuchten wir, ob sich Korrelationen zwischen proteomischen bzw. klini-

schen Messungen und der verbleibenden Dauer der stationären Behandlung identifizie-

ren ließen. In der Tat fanden wir 26 Proteine und 14 klinische Parameter, die bei Pati-

ent:innen mit WHO-Grad 3, also ohne Sauerstoffbedarf, mit der verbleibenden Zeit im 

Krankenhaus korrelierten. Da es sich bei diesen größtenteils auch um Schweregrad-Mar-

ker handelte, stellten wir die Hypothese auf, dass die Korrelation mit der Zeit bis zur Ent-

lassung Unterschiede in der Krankheitsschwere innerhalb der Patient:innen mit WHO-

Grad 3 widerspiegelt. Analog zur den Modellen zur Prädiktion des aktuellen WHO-Grads 

trainierten wir daher ein ML-Modell am ersten Messzeitpunkt; der prädizierte WHO-Grad 

korrelierte tatsächlich mit der prädizierten verbleibenden Zeit im Krankenhaus – ein mög-

licher Hinweis dafür, dass mittels proteomischer Messungen und ML eine graduiertere 

Einteilung der Krankheitsschwere vorgenommen werden kann als ausschließlich auf Ba-

sis klinischer Parameter. 
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3.2 Outcome-Prädiktion bei kritisch kranken Patient:innen 

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit der Prädiktion des Outcomes im 

Sinne von Überleben vs. Versterben von kritisch kranken Patient:innen mit COVID-19, 

d.h. WHO-Grad 7 (invasive Beatmung mit zusätzlichem Organersatzverfahren: Kate-

cholamintherapie, Hämodialyse, ECMO). Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden in der 

Erstausgabe des peer-reviewed Fachjournals „PLOS Digital Health“ publiziert [61]. 

3.2.1 Studienpopulation 

Für die folgenden Analysen wurden die Subgruppe der 50 kritisch kranken Patient:innen 

der oben beschriebenen Kohorte ausgewählt. Von diesen Patient:innen lagen insgesamt 

349 longitudinale Plasma-Proteome vor. Während des Beobachtungszeitraums gab es 

keine klinischen Versorgungsengpässe, sodass alle Patient:innen entsprechend medizi-

nischer Indikation Maximaltherapie erhielten. Patient:innen mit DNI/DNR wurden von der 

Analyse ausgeschlossen. 

 

Insgesamt erhielten 36 (72 %) Hämodialyse und 19 (38 %) ECMO-Therapie; 16 (32 %) 

erhielten sowohl Hämodialyse als auch ECMO. Fünfzehn (30 %) Patient:innen verstar-

ben. Die mediane Zeitspanne zwischen erstem Messzeitpunkt und Outcome betrug 

39 Tage (IQR: 16-64): für Überlebende 63 Tage (IQR: 44-89), für Verstorbene 28 Tage 

(IQR: 15-43). Basischarakteristika der Kohorte sind in Tabelle 4 aufgeführt. 

3.2.2 Longitudinale Veränderungen des Plasma-Proteoms 

Wir identifizierten 78 Proteine, deren Konzentrationen sich im zeitlichen Verlauf während 

der Hospitalisierung veränderten. Bei 14 dieser Proteine unterschied sich die longitudi-

nale Veränderung zwischen Patient:innen, die überlebten, und solchen, die verstarben. 

Letztere wiesen eine Zunahme pro-inflammatorischer Proteine auf (u.a. SAA1, SAA2, 

CRP, SERPINA1, LBP), während diese bei den Überlebenden abnahmen. Umgekehrt 

nahm die Konzentration anti-inflammatorischer Proteine (SERPINA4 und A2M) bei den 

später verstorbenen Patient:innen im zeitlichen Verlauf ab, ein Hinweis auf andauernde 

Entzündungssignatur. Analog dazu nahm auch die Konzentration von zwei Schlüsselpro-

teinen der Blutgerinnung, KLKB1 (Kallikrein) und F2 (Thrombin) bei verstorbenen Pati-

ent:innen weiter ab, bei überlebenden zu.  



Ergebnisse 36 

Tabelle 4: Basischarakteristika der Kohorte kritisch kranker Patient:innen 

 

3.2.3 Prädiktion von Überleben vs. Versterben mittels Machine Learning  

In der klinischen Praxis sind Einzelmessungen einfacher durchführbar als longitudinale 

Datenerhebungen und können frühzeitig, bspw. noch in der Rettungsstelle, bei der me-

dizinischen Entscheidungsfindung unterstützen. Daher versuchten wir auf Basis eines 

einzelnen Messpunktes mittels Parenclitic Networks (vgl. Abschnitt 2.5.2.9) vorherzusa-

gen, ob ein:e schwerstkranke:r Patient:in überleben oder versterben wird. Ein Patient mit 

prolongiertem Krankenhausverlauf und unklarem Outcome wurde für die Generierung 

  alle Patient:innen überlebt verstorben 

Anzahl 50 100 % 35 70 % 15 30 % 

Geschlecht             

weiblich 15 30 % 12 34 % 3 20 % 

männlich 35 70 % 23 66 % 12 80 % 

Alter, Jahre (Median, IQR) 62 54 - 73 61 54 - 69 69 56 - 76 

≥65 22 44 % 12 34 % 10 67 % 

BMI, kg/m2 (Median, IQR) 29,4 27,4 - 34,7 31,0 27,4 – 35,1 29,0 25,7 - 31,2 

< 25 kg/m2 9 18 % 6 18 % 3 20 % 

≥ 25 kg/m2 40 82 % 28 82 % 12 80 % 

Vorerkrankungen             

CCI (Median, IQR) 3 1 - 4 3 1 - 4 3 3 - 5 

<3 18 36 % 16 46 % 2 13 % 

≥3 32 64 % 19 54 % 13 87 % 

Dauer stationärer Aufenthalt, Tage (Median, 
IQR) 50 33 - 79 63 44 - 89 28 16 - 43 

Bauchlagerung 42 84 % 30 86 % 12 80 % 

invasive Beatmung 50 100 % 35 100 % 15 100 % 

Hämodialyse 36 72 % 23 66 % 13 87 % 

ECMO 19 38 % 12 34 % 7 47 % 

Outcome             

verstorben (incl. sekundäre DNI/DNR) 15 30 % - - 15 100 % 

sekundäre DNI/DNR 3 6 % - - 3 6 % 

Die Daten stellen Anzahl (n) und Prozent (%) dar, sofern nicht anders angegeben. IQR: Interquar-
tilspanne; CCI: Charlson's Comorbidity Index; ECMO: extrakorporale Membranoxygenierung; 

DNI/DNR: nicht intubieren/nicht reanimieren; sekundäre DNI/DNR: Therapielimitation bei infauster 
Prognose entsprechend dem mutmaßlichen Patient:innenwillen. Modifiziert nach Demichev, Tober-

Lau, et al., 2022 [61]. 
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des Modells ausgeschlossen. Als mögliche Merkmale (features) für das Modell wählten 

wir aus unserem Datensatz die 57 Proteine aus, für die zu dem Zeitpunkt bereits FDA-

zugelassene und validierte MRM-Assays öffentlich verfügbar waren (vgl. MRMAssayDB 

[84]). Unter Anwendung einer Leave-3-Out Kreuzvalidierung berechneten wir die Wahr-

scheinlichkeit für Überleben bzw. Versterben und klassifizierten 28 von 34 (82 %) Über-

lebende und 10 von 15 (67 %) Verstorbene richtig (AUROC = 0,81 [95%-CI: 0,68-0,94], 

P = 0,00038). Von den 25 wichtigsten Proteinen des Modells lassen sich 15 der Blutge-

rinnung zuordnen und acht gehören zum Komplementsystem. Um die Robustheit unserer 

Prädiktion zu überprüfen, wiederholten wir die Analyse mit einer SVM. Auch mittels SVM 

ließ sich das Outcome prädizieren, wenngleich etwas schlechter (AUROC = 0,66 [95%-

CI: 0,49-0,84]). 

 

Um das Modell zu validieren, wendeten wir das an der Charité-Kohorte trainierte Paren-

clitic Networks-Modell auf eine komplett unabhängige Kohorte aus Innsbruck, Österreich, 

an. Von 24 Patient:innen mit kritischer COVID-19 überlebten 19 (79,2 %) und 5 (20,8 %) 

verstarben. Die Zeit zwischen Messzeitpunkt und Outcome (Entlassung oder Versterben) 

betrug im Median 22 Tage (IQR: 15-42). Das an der Charité-Kohorte trainierte Modell 

konnte auch in dieser unabhängigen Kohorte das Outcome sehr präzise Prädizieren (AU-

ROC = 1,0; P = 0,000047) und klassifizierte 18 der 19 überlebenden und alle 5 verstor-

benen Patient:innen korrekt (Abbildung 3). Die Prädiktion mittels SVM gelang ebenfalls, 

wenngleich wieder etwas weniger genau (AUROC = 0,88 [95%-CI: 0,67-1,0]). 



Ergebnisse 38 

 

 
Abbildung 3: Prognose des Outcomes bei kritisch kranken Patient:innen. A: Prognostische Aus-

sagekraft von Alter, Vorerkrankungen (CCI) und etablierten klinischen Risiko-Scores (SOFA und 

APACHE II). CCI und APACHE II wurden zum Zeitpunkt der Aufnahme, SOFA zum ersten Zeit-

punkt bei Krankheitsschwere WHO-Grad 7 erhoben. B: Prognose von Überleben bzw. Versterben 
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mittels Parenclitic Networks-Modell, basierend auf dem Plasma-Proteom des ersten Messzeit-

punktes bei WHO-Grad 7. Oben: Prognostizierte Wahrscheinlichkeit für Überleben bzw. Verster-

ben. Ein Score von 0,0 entspricht sicherem Überleben, ein Score von 1,0 sicherem Versterben. 

Mitte: Receiver Operating Characteristic (ROC) -Kurve des Parenclitic Network-Modells. Unten: 

Kaplan-Meier-Überlebenskurven für Patient:innen mit prognostiziertem Überleben (blau) bzw. 

Versterben (orange); der Schwellenwert wurde entsprechend der Maximierung des Youden-In-

dex auf 0,678 gesetzt. Die Gruppen wurden mittels Log-Rank-Test verglichen. C: Anwendung 

des an der Charité-Kohorte trainierte Modells auf eine vollständig unabhängige Kohorte kritisch 

kranker Patient:innen in einem anderen Land; Darstellung entsprechend B. D: Beispielhafte Ab-

bildung zweier Parenclitic Networks, wobei ausschließlich Kanten mit einem Gewicht >0,5 abge-

bildet sind. Links dargestellt ist ein geringeres Sterberisiko bei einem überlebenden, rechts das 

hohe Sterberisiko bei einem verstorbenen Patienten. Abbildung modifiziert nach Demichev, To-

ber-Lau, et al. 2022 [61].  
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3.3 Translation in die klinische Routine: der Peptid-Panelassay  

Die in den Abschnitten 3.1 und 3.2 gewonnenen Erkenntnisse zur Bedeutung des 

Plasma-Proteoms für die Klassifikation und Prognose von Patient:innen mit COVID-19 

stellten die Grundlage für die Entwicklung eines Peptid-basierten Panelassays dar, der 

für die Translation in klinische Routinelabore geeignet ist und aktuell bei der Labor Ber-

lin – Charité Vivantes GmbH validiert wird. Die Entwicklung dieses Assays wurde im peer-

reviewed Fachjournal EClinicalMedicine publiziert [57]. 

3.3.1 Klinische Kohorten 

Die Selektion der Peptide basierte auf der in Abschnitt 3.1 der Ergebnisse beschriebenen 

Kohorte von 139 Patient:innen der Pa-COVID-19 Studie (Tabelle 4). Die Validierung des 

Assays erfolgte an zwei weiteren im Rahmen der Pa-COVID-19 Studie rekrutierten Ko-

horten: MRM-Validierungskohorte 1 mit 15 gesunden Kontrollen und 30 sehr frühen CO-

VID-19-Patient:innen (März 2020, Citrat-Plasma, Tabelle 5) sowie MRM-Validierungsko-

horte 2 mit 164 späteren Patient:innen (bis November 2020, EDTA-Plasma, Tabelle 6). 

 
Tabelle 5: Basischarakteristika MRM-Validierungskohorte 1 (März 2020) 

 Patient:innen gesunde Kontrollen 
Anzahl 30 67 %  15 33 % 
Geschlecht       
weiblich 10 33 % 11 73 % 
männlich 30 67 % 4 27 % 

Alter, Jahre (Median, IQR) 62 50-73 30 27-34 
BMI, kg/m2 (Median, IQR) 25,7 23,7-28,5 n/a n/a 
Erkrankungsschwere     
mild: WHO-Grad 3 10 33 % - - 
moderat: WHO-Grad 4 oder 5 7 23 % - - 
schwer: WHO-Grad 6 oder 7 13 43 % - - 

Dauer stationärer Aufenthalt, 
Tage (Median, IQR) 17 9-38 - - 

Dexamethasontherapie 0 0 % - - 
invasive Beatmung 13 43 % - - 
Hämodialyse 8 73 % - - 
ECMO 6 20 % - - 

Wenn nicht anders angegeben, stellen die Daten als Anzahl (n) und Prozent (%) dar. IQR: Inter-
quartilsspanne; BMI: Body Mass Index; ECMO: extrakorporale Membranoxygenierung. Eigene Dar-
stellung. 
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Tabelle 6: Basischarakteristika MRM-Validierungskohorte 2 (bis November 2020) 

  

  keine invasive Beatmung invasive  
Beatmung 

 

  alle 
Patient:innen 

max. WHO-
Grad 3 

max. WHO-
Grad 4 

max. WHO-
Grad 5 

max. WHO- 
Grad 6 oder 7 verstorben** 

Anzahl 164 100 % 23 14 % 42 26 % 38 23 % 61 37 % 29 18 % 

Geschlecht                         

weiblich 39 24 % 7 30 % 10 24 % 10 26 % 12 20 % 5 17 % 

männlich 125 76 % 16 70 % 32 76 % 28 74 % 49 80 % 24 83 % 

Alter, Jahre (Median, IQR) 60 51-69 52 41-61 57 51-66 63 57-76 62 54-70 64 56-71 

≥65 57 35 % 3 13 % 12 29 % 18 47 % 24 39 % 13 45 % 

BMI, kg/m2 (Median, IQR), 
n=139 29,4 24,7-32,5 25,6 23,4-30,7 28,8 24,9-33,0 29,6 24,8-33,2 29,4 25,8-32,6 29,4 25,6-30,9 

< 25 kg/m2 38 27 % 9 45 % 9 25 % 8 31 % 12 21 % 6 22 % 

≥ 25 kg/m2 101 73 % 11 55 % 27 75 % 18 69 % 45 79 % 21 78 % 

Vorerkrankungen                         

CCI (Median, IQR) 2 1-4 2 0-4 2 1-3 3 2-4 3 1-3 3 2-5 

<3 83 53 % 13 59 % 28 70 % 16 43 % 26 45 % 8 30 % 

≥3 74 47 % 9 41 % 12 30 % 21 57 % 32 64 % 19 70 % 

Dauer stationärer Aufent-
halt*, Tage (Median, IQR) 12 8-29 7 5-10 9 6-12 15 11-20 48 30-79 34 23-53 

Dexamethasontherapie 117 71 % 3 13 % 36 86 % 32 84 % 46 75 % 23 79 % 

invasive Beatmung** 61 37 % - - - - - - 61 100 % 29 100 % 

Hämodialyse 33 20 % 0 0 % 0 0 % 1 3 % 32 52 % 22 76 % 

ECMO** 24 15 % - - - - - - 24 39 % 19 66 % 

Outcome                         

verstorben (incl. DNI/DNR) 34 21 % 0 0 % 0 0 % 4 11 % 30 49 % 29 100 % 

DNI/DNR 5 3 % 0 0 % 0 0 % 4 11 % 1 2 % - - 

sekundäre DNI/DNR 7 4 % 0 0 % 0 0 % 0 0 % 7 11 % 2 24 % 

klinische Risikoscores                         

APACHE II (Median, IQR) 21 14-28 - - - - 12 10-15 26 18-31 28 21-33 

SOFA (Median, IQR) 6 2-11 - - - - 2 0-3 9 6-12 12 8-13 

ABCS (Aufnahme;  
Median, IQR) 0,09 0,02-0,2 0,02 0-0,09 0,02 0,02-0,09 0,09 0,02-0,2 0,2 0,09-0,43 0,3 0,09-0,6 

ABCS (Messzeitpunkt;  
Median, IQR) 0,09 0,02-0,25 0,02 0-0,02 0,02 0,02-0,09 0,09 0,02-0,14 0,2 0,09-0,58 0,3 0,2-0,6 

Die Daten stellen Anzahl (n) und Prozent (%) dar, sofern nicht anders angegeben. APACHE II wurde 

bei Aufnahme erhoben, SOFA zum Messzeitpunkt , ABCS zu beiden Zeitpunkten. IQR: Interquar-
tilspanne; CCI: Charlson's Comorbidity Index; ECMO: extrakorporale Membranoxygenierung; 

DNI/DNR: nicht intubieren/nicht reanimieren; sekundäre DNI/DNR: Therapielimitation bei infauster 
Prognose entsprechend dem mutmaßlichen Patient:innenwillen; SOFA: Sequential Organ Failure As-

sessment; APACHE II: Acute Physiology And Chronic Health Evaluation; ABCS: Age, Biomarkers, 
Clinical history, Sex score.  Eigene Darstellung. 

* exklusive verstorbene Patient:innen 
** exklusive Patient:innen mit DNI/DNR 
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3.3.2 Peptidselektion und Panel-Aufbau 

Insgesamt wurden 50 Peptide selektiert, die 30 Proteinen entsprechen. Die Selektion er-

folgte aus dem Pool der mittels Discovery-Proteomik (vgl. Abschnitt 3.1) identifizierten 

Peptide bzw. Proteine, unter Berücksichtigung verschiedener Faktoren. Peptide galten 

als prinzipiell geeignet, wenn sie 

 

1. prognostisch für die verbleibende Zeit im Krankenhaus,  

2. signifikant unterschiedlich exprimiert zwischen verschiedenen WHO-Schwergra-

den oder 

3. prognostisch für eine zukünftige Verschlechterung des WHO-Schweregrades 

 

waren. Bei einem Teil der ausgewählten Peptide bzw. deren korrespondierenden Protei-

nen handelte es sich um bereits in der klinischen Routine etablierte Marker (z.B. CRP – 

C-reaktives Protein, SERPINC1 – Antithrombin-III) bzw. bei MRMAssayDB [84] hinter-

legte Peptide. Zusätzlich zur medizinisch-statistischen Auswahl der Marker-Peptide wur-

den deren physikochemischen Eigenschaften berücksichtigt, um die Eignung zur chemi-

schen Synthese (evaluiert mit dem Peptide Synthesis and Proteotypic Peptide Analyzing 

Tool, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA [85]) und eine breite chromato-

graphische Verteilung der Peptide sicherzustellen. Von den 30 final selektierten Protei-

nen waren 18 (60 %) prognostisch für die verbleibende Zeit bis zur Entlassung aus dem 

Krankenhaus, 22 (73 %) korrelierten mit der Krankheitsschwere und 6 (20 %) waren 

prognostisch für eine zukünftige Zunahme der Krankheitsschwere, d.h. Anstieg des 

WHO-Grades (Tabelle 7). Von den 50 selektierten Peptiden sind 45 (90 %) proteotypisch 

für ein Protein; 5 Peptide können mehreren ähnlichen Protein-Isoformen zugeordnet  

werden. 

 

Für jedes selektierte Peptid wurde zur Optimierung der Datenerhebung sowie der Erstel-

lung einer Standardkurve ein nativer Peptidstandard (Reinheit ≥95 %) synthetisiert. 

Benchmarks ergaben eine geringe Varianz innerhalb und zwischen Batches (2,6 % in-

nerhalb, 10,9 % zwischen). Des Weiteren wurden als interner Standard zur absoluten 

Quantifizierung Isotopen-markierte Peptide (SIL, stable isotope labeled) synthetisiert. 

Das untere Detektionslimit (LLOQ, lower limit of quantification) betrug im Median 

143,6 ng/ml, eine lineare Quantifizierung gelang meist über 3-4 Größenordnungen. 
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Tabelle 7: Peptide im MRM-Panelassay 
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Peptid-Sequenz Gen-Name 

 

EITALAPSTMK ACTA1       
HFQNLGK, TINPAVDHCCK AFM  *   
TVVQPSVGAAAGPVVPPCPGR, CNLLAEK AHSG        
AHVDALR, ATEHLSTLSEK APOA1      
IAELSATAQEIIK, EQHLFLPFSYK APOB       
FNAVLTNPQGDYDTSTGK, TNQVNSGGVLLR C1QC       
VEGTAFVIFGIQDGEQR, VHQYFNVELIQPGAVK C3  *   
VLDLSCNR CD14       
ESDTSYVSLK, GYSIFSYATK CRP        
ALDFAVGEYNK, LVGGPMDASVEEEGVRR CST3        
ADQVCINLR EFEMP1  *   
DSGSYFCR FCGR3A  *   
GGEGTGYFVDFSVR, IADAHLDR HRG       
DFALQNPSAVPR, LAELPADALGPLQR IGFALS      
ASDTAMYYCAR IGHV5-10-1; IGHV5-51  *   
GHMLENHVER ITIH1      
DSVTGTLPK, IAYGTQGSSGYSLR KLKB1       
STDYGIFQINSR, YWCNDGK LYZ       
SDVMYTDWK ORM2  *   
GCPDVQASLPDAK, TFTLLDPK PGLYRP2       
EAQLPVIENK, CQSWSSMTPHR PLG        
GLPNVVTSAISLPNIR PRG4  *   
WEMPFDPQDTHQSR, EQLSLLDR SERPINA3        
ANRPFLVFIR SERPINC1      
TSCLLFMGR SERPIND1       
LLDSLPSDTR, LVLLNAIYLSAK SERPING1       
GDVAFVK, WCALSHHER TF       
ILNIFGVIK, VSASPLLYTLIEK TFRC      
GSPAINVAVHVFR, AADDTWEPFASGK TTR       
ILTSDVFQDCNK, YAGSQVASTSEVLK VWF       
Tabelle modifiziert nach Wang, Cryar, et al., 2022 [57]. Die Auswahl der Peptide erfolgte auf Grund-
lage ihres Potenzials zur Klassifikation der aktuellen oder Prognose zukünftiger Zunahme der 
Krankheitsschwere bzw. verbleibender Zeit im Krankenhaus bei Patient:innen mit WHO-Grad 3.  

Rot bzw. blau zeigt die Hoch- bzw. Herunterregulation eines Proteins bei COVID-19 an. 
* signifikante Assoziation auf Peptidebene  
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Die absolute Quantifizierung von Peptiden in Plasma-Pools von COVID-19-Patient:innen 

mit verschiedener Krankheitsschwere zeigte, dass das gesamte Spektrum möglicher 

Peptidkonzentrationen im linearen Bereich der Standardkurve abgedeckt war, der Pa-

nelassay somit grundsätzlich zur absoluten Quantifizierung von Patient:innenproben ge-

eignet ist. 

3.3.3 Korrelation mit Krankheitsschwere 

Zunächst analysierten wir MRM-Validierungskohorte 1 (30 Patient:innen mit variabler 

Krankheitsschwere, 15 gesunde Kontrollen, Tabelle 5) mit dem Panelassay. Wir quanti-

fizierten 40 (80 %) der 50 Peptide zuverlässig in allen Proben; 32 Peptide wiesen in Ab-

hängigkeit vom WHO-Grad verschiedene Konzentrationen auf. Der Großteil dieser Pro-

teine ermöglichte eine zuverlässige Differenzierung zwischen gesunden Kontrollen und 

mild Erkrankten, wobei die Konzentration bei Zunahme der Krankheitsschwere den Trend 

fortsetzte und entsprechend weiter anstieg (z.B. CRP) bzw. abfiel (z.B. AHSG). Die Mes-

sung von MRM-Validierungskohorte 2 (164 Patient:innen, Tabelle 6) bestätigte diese Er-

gebnisse und erlaubte die Klassifikation von Patient:innen mit verschiedener Krankheits-

schwere. 

3.3.4 Machine Learning-Prädiktionsmodelle 

Um dem Ziel eines prognostischen Panels näherzukommen, versuchten wir mittels SVM-

Modell bei einem gegebenen Sample die aktuelle Krankheitsschwere (mild: WHO-

Grad 3; moderat: WHO-Grad 4 und 5; schwer: WHO-Grad 6 und 7) zu prädizieren. Von 

den 164 Patient:innen der MRM-Validierungskohorte 2 wurden 109 (66,5 %) korrekt klas-

sifiziert; 3 (1,8 %) Patient:innen mit milder Erkrankung wurden fälschlicherweise als kri-

tisch erkrankt klassifiziert und 2 (1,2 %) mit kritischer Erkrankung als mild. Bei den ver-

bleibenden 50 (30,5 %) Patient:innen wich die prädizierte um eine Stufe von der tatsäch-

lichen Krankheitsschwere ab (Abbildung 4). 
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Abbildung 4: Prädiktion von Krankheitsschwere und Überleben bzw. Versterben mittels Peptid-

Panelassay. A: Von den 164 Patient:innen der Kohorte 3 wurden 109 (66,5 %) korrekt klassifi-

ziert; 3 (1,8 %) Patient:innen mit milder Erkrankung (WHO-Grad 3) wurden fälschlicherweise als 

kritisch erkrankt (WHO-Grad 6/7) klassifiziert und 2 (1,2 %) mit kritischer Erkrankung als mild. Bei 

den verbleibenden 50 (30,5 %) Patient:innen wich die prädizierte Krankheitsschwere um eine 

Stufe von der tatsächlichen ab. Blaue Punkte: überlebende Patient:innen; orange Punkte: ver-

storbene Patient:innen. B: ROC-Kurve für die Prädiktion von Überleben vs. Versterben mittels 

SVM-Classifier. Der Peptid-Panelassay bot eine bessere prognostische Aussagekraft als etab-

lierte klinische Risiko-Scores. C: Boxplot der Entscheidungsfunktion des SVM-Modells für über-

lebende bzw. verstorbene Patient:innen. Werte <0 prognostizieren Überleben, Werte >0 prog-

nostizieren Versterben. D: Kaplan-Meier-Überlebenskurve für prädiziertes Überleben (blau) bzw. 

Versterben (orange). Abbildung modifiziert nach Wang, Cryar, et al. 2022 [57]. 
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Abschließend versuchten wir, wieder unter Anwendung einer SVM, ein Modell zur Prog-

nose des Outcomes, d.h. Überleben oder Versterben, von der frühesten Probe nach 

Krankenhausaufnahme zu generieren. Dieser Zeitpunkt bietet in der klinischen Routine 

den potenziell größten Nutzen, bspw. bei Vorstellung in der Rettungsstelle. Unter Anwen-

dung einer Leave-3-Out Kreuzvalidierung prädizierten wir 26 von 34 (76,5 %) verstorbene 

und 108 von 130 (83,1 %) überlebende Patient:innen korrekt (AUROC = 0,86 [95%-

CI: 0,78 – 0,92]). Auch zwei weitere Methoden (logistische Regression, extra-trees) zeig-

ten vergleichbare Ergebnisse (AUROC = 0,85 [95%-CI: 0,78-0,92] bzw. AUROC = 0,84 

[95%-CI: 0,76 – 0,91]). Etablierte klinische Scores boten allesamt eine geringere diag-

nostische Aussagekraft als der Peptid-Panelassay (APACHE II: AUROC = 0,76  [95%-

CI: 0,64 – 0,89]; ABCS: AUROC = 0,77 [95%-CI: 0,66 – 0,87]; SOFA: AU-

ROC = 0,79 [95%-CI: 0,68 - 0,90]; Abbildung 4). 

 

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die Klassifikation der Krankheitsschwere 

von COVID-19 sowie die frühzeitige Prognose von Überleben bzw. Versterben keines-

wegs der Erfassung des gesamten Plasma-Proteoms bedarf, sondern auch mit einer Se-

lektion zuverlässig quantifizierbarer Peptide auf bereits in klinischen Routinelaboren ge-

nutzten Geräten gelingen kann. 
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Tabelle 8: Zusammenfassung der Ergebnisse (Auswahl)   

Gen-Name Protein-Name 
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CST3 Cystatin-C  
✖

 
                               

B2M Beta-2-microglobulin  
✖
 

                               

CFD Complement factor D                                 

SERPINA3 Alpha-1-antichymotrypsin  
✖

 
                              

CRP C reactive protein  
✖

 
                               

CD14 CD14  
✖

 
                              

SAA1 Serum amyloid A-1 protein  
✖

 
                              

LRG1 Leucin-rich Alpha-2-Glykoprotein  
✖

 
                              

ITIH3 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3  
✖

 
                              

LYZ Lysozyme C                                  

AGT Angiotensinogen, Serpin A8  
✖

 
                               

C1R Complement C1r subcomponent  
✖

 
                              

VWF Von-Willebrand-Factor  
✖

 
                               

PIGR Polymeric immunoglobulin receptor                                 

C1QC Complement C1q subcomponent subunit C  
✖

 
                               

C1QB Complement C1q subcomponent subunit B  
✖

 
                               

ACTA1 Actin alpha 1  
✖

 
                             

C1QA Complement C1q subcomponent subunit A  
✖

 
                               

ACTB;ACTG1 Actin beta; Actin gamma 1  
✖

 
                              

ACTBL2 Beta-actin-like protein 2                                

SERPING1 Plasma protease C1 inhibitor  
✖

 
                               

SERPINA1 Alpha-1 antitrypsin  
✖

 
                               

SAA2 Serum amyloid A-2 protein  
✖

 
                              

LBP Lipopolysaccharide Binding Protein  
✖

 
                              

C9 Complement component C9  
✖

 
                              

APOC3 Apolipoprotein C3                                 

APOB Apolipoprotein B100                                  

SERPINA4 Kallistatin                                 

AFM Afamin                                 

TFRC Transferrin receptor protein 1, CD71                                  

ORM1;ORM2 Alpha-1-acid glycoprotein 1;2                                 

PRG4 Proteoglycan 4                                 

C8A Complement component C8 alpha chain                                 

PGLYRP2 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase  
✖

 
                              

TF Transferrin  
✖

 
                               

SERPIND1 Heparin cofactor 2  
✖

 
                              

A2M Alpha-2-macroglobulin                                  

ITIH1 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1  
✖

 
                              

GSN Gelsolin  
✖

 
                              

F12 Coagulation factor XII                                  
ECM1 Extracellular matrix protein 1                                 
HRG Histidine-rich glycoprotein  

✖
 

                              

ITIH2 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2  
✖

 
                              

SERPINC1 Antithrombin-III  
✖

 
                               

IGFALS IGF-binding protein complex acid labile subunit  
✖

 
                              

F2 Prothrombin  
✖

 
                               

APOA1 Apolipoprotein A1  
✖

 
                               

TTR Transthyretin  
✖

 
                               

GPLD1 Phosphatidylinositol-glycan-specific phospholipase D  
✖

 
                              

KLKB1 Plasma kallikrein  
✖

 
                               

AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein, Alpha-2-Z-globulin, Fetuin-A  
✖

 
                               

PLG Plasminogen  
✖

 
                               

Darstellung modifiziert nach Demichev, Tober-Lau, et al., 2021 [56]. Zusammenfassung der Ergeb-

nisse sowie funktionelle Zuordnung der im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Proteine. Rote Käst-
chen: positive Korrelation; blaue Kästchen: negative Korrelation mit dem jeweiligen Endpunkt. Assozi-

ation mit Beatmung bezieht sich auf das in Abschnitt 3.1.5 beschriebene Machine Learning-Modell.  

✖ bekannte Assoziationen mit Krankheitsschwere 

 *  exklusive ausschließlich auf Peptidebene signifikanter Proteine 
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4 Diskussion 

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Moderne LC-MS/MS-basierte Proteomik ermöglicht die präzise Quantifizierung von über 

300 Plasma-Proteinen und somit die umfassende Charakterisierung der Wirtsantwort auf 

einen Erreger. Indem wir longitudinal 687 Plasma-Proteome von 139 COVID-19-Pati-

ent:innen mit verschiedenster Krankheitsschwere erfassten und mit umfangreichen klini-

schen und Routinelaborparametern ergänzten, identifizierten wir robuste Kovariationen 

von klinischen Entzündungsmarkern mit Plasma-Proteinen der Immunantwort, Entzün-

dungsreaktion und Blutgerinnung. Auch konnten wir spezifische Signaturen von Thera-

pien wie Hämodialyse und ECMO nachweisen. Insgesamt näherten sich bei den meisten 

Patient:innen die Plasma-Proteomprofile im zeitlichen Verlauf der Baseline an, d.h. initial 

erhöhte Proteinkonzentrationen nahmen ab, erniedrigte stiegen an, und zwar unabhängig 

von der Krankheitsschwere. Dies galt nicht für Patient:innen, die verstarben: hier konnten 

wir die charakteristische Linderung des Proteoms nicht beobachten, im Gegenteil, die 

pro-inflammatorische Signatur nahm im zeitlichen Verlauf sogar zu. 

 

Diese umfangreichen Informationen zur Wirtsantwort auf SARS-CoV-2 veranlasste uns 

zu untersuchen, ob auch einzelne, frühe Messzeitpunkte prognostisch aussagekräftig 

sind. Tatsächlich ließ sich bei mild Erkrankten die Zeit bis zur Entlassung aus dem Kran-

kenhaus vorhersagen; bei kritisch kranken Patient:innen war es möglich, teils Wochen im 

Voraus deren Überleben bzw. Versterben prädizieren. 

 

Um die Ergebnisse der Discovery-Proteomik in klinische Routinelabore zu translatieren 

und somit einen direkten klinischen Nutzen zu ermöglichen, identifizierten wir 50 klassifi-

zierende bzw. prognostische, zuverlässig quantifizierbaren Peptide, entsprechend 

30 Proteinen, und entwickelten bzw. validierten an zwei weiteren klinischen Kohorten mit 

30 bzw. 164 Patient:innen mit COVID-19 einen MRM-basierten Peptid-Panelassay. Der 

Panelassay ermöglichte bereits zum frühesten Messzeitpunkt nach Aufnahme die präzise 

Klassifikation der Krankheitsschwere und erlaubte die Prognose von Überleben bzw. Ver-

sterben, wobei er etablierten klinischen Mortalitäts-Risikoscores wie SOFA oder 

APACHE II überlegen war. 
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4.2 Interpretation und Einbettung in den bisherigen Forschungsstand 

Das Auftreten und die rasche Ausbreitung der COVID-19-Pandemie hat uns ins Bewusst-

sein gerufen, dass selbst als robust geltende Gesundheitssysteme im Angesicht eines 

neuartigen Infektionserregers rasch an ihre Grenzen stoßen können. Insbesondere bei 

sehr variablen Krankheitsverläufen, wie denen von COVID-19, und in Situationen von 

Ressourcenknappheit ist daher eine fundierte und akkurate Einschätzung von Krank-

heitsschwere und -prognose entscheidend für die adäquate und effektive Versorgung von 

Patient:innen. So konnte bspw. gezeigt werden, dass eine frühzeitige Verlegung auf die 

Intensivstation das Outcome von Patient:innen mit schwerer COVID-19 verbessert [86]; 

jedoch führte deren Überlastung während der Pandemie zu einer erhöhten Mortalität [87]. 

 

Anders als bspw. bei schwerer bakterieller Pneumonie, spiegelt der klinische Phänotyp 

insbesondere in der frühen Phase von COVID-19 oftmals nicht das tatsächliche Ausmaß 

der Erkrankung wider. So können sich klinisch lediglich mit Abgeschlagenheit präsentie-

rende Patient:innen zwar noch selbständig in ärztliche Versorgung begeben, eine Puls-

oxymetrie offenbart jedoch eine deutlich reduzierte Sauerstoffsättigung als Zeichen einer 

fortgeschrittenen respiratorischen Insuffizienz im Sinne einer „happy hypoxaemia“ [15]. 

Schon früh wurden verschiedene klinische Charakteristika und Routine-Laborparameter 

für die Klassifikation von Krankheitsschwere sowie Prädiktion klinischer Outcomes wie 

Hospitalisierung, Intubationspflichtigkeit oder Versterben identifiziert. Diese basierten zu-

meist auf einzelnen oder Kombinationen weniger Parameter, bspw. Vitalzeichen, Ergeb-

nisse bildgebender Verfahren oder Entzündungsmarker wie Blutzellzahlen, Interleukin-6 

oder Ferritin [31,32,88]. Bereits etablierte Risikoscores wie APACHE II zur Prognose von 

Mortalität bei Intensivpatient:innen, aber auch neu entwickelte Modelle und Risikoscores 

wie der ABCS oder 4C-Mortality Score blieben bei dieser neuartigen Erkrankung in ihrer 

Aussagekraft eingeschränkt [23,32,37,38,89]. 

 

Im Gegensatz dazu ermöglicht das Plasma-Proteom mit mehreren hundert Parametern 

eine umfassende Charakterisierung des klinisch möglicherweise noch inapparenten mo-

lekularen Phänotyps und erlaubt somit direkte Rückschlüsse auf die zugrundeliegenden 

pathophysiologischen Prozesse bei Patient:innen mit COVID-19. 
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So beobachteten wir, dass sich sowohl bei den Korrelationen als auch den Machine Lear-

ning-Modellen viele der relevantesten Marker, die zur Klassifikation der Krankheits-

schwere sowie zur Prognose des weiteren Krankheitsverlaufs geeignet waren, frühen 

Schritten der Entzündungsaktivierung zuordnen ließen. Diese umfassen u.a. die Komple-

mentaktivatoren C1QA-C, C1R und CFD sowie Schlüsselproteine der Blutgerinnung wie 

PLG (Plasminogen), F2 (Prothrombin) und KLKB1 (Kallikrein), einem entscheidenden 

Bindeglied zwischen den Systemen [90]. Die Bedeutung der Dysregulation von Komple-

ment- und Gerinnungssystem für die Pathophysiologie von COVID-19 wurde inzwischen 

vielfach bestätigt und nimmt mit Dexamethason und therapeutischer Antikoagulation eine 

zentrale Rolle bei der Therapie stationär behandelter Patient:innen ein [91–93]. 

 

Im Gegensatz dazu lassen sich viele Proteine, die ausschließlich zur Klassifikation der 

Krankheitsschwere, nicht jedoch zur Prädiktion des weiteren Krankheitsverlaufs geeignet 

sind, Downstream-Effektoren sowie Gewebeschädigung zuordnen, darunter GSN 

(Gelsolin), zirkulierende Actine (ACTB, ACTBL2, ACTG1) und ECM1. Sie scheinen also 

die pathophysiologischen Auswirkungen der dysregulierten Entzündungsreaktion wider-

zuspiegeln. 

 

Bei der Prädiktion von Überleben bzw. Versterben kritisch kranker Patient:innen mittels 

Machine Learning-Modellen stellte sich AHSG (Fetuin-A, Alpha-Heremann-Schmidt-Gly-

koprotein) als Protein mit der höchsten Relevanz im Modell dar; es ist bei schwerer CO-

VID-19 herunterreguliert [56,94]. Bei SARS-CoV-1 wurde beobachtet, dass Polymorphis-

men, die zu einer erhöhten Konzentration von AHSG führen, protektiv wirken [95]. Eine 

Schlüsselfunktion von AHSG ist die Dämpfung der Makrophagenaktivität [78]; deren Dys-

regulation spielt eine entscheidende Rolle bei der Lungendysfunktion von COVID-19 

[77,96,97]. Niedrige AHSG-Spiegel könnten somit frühzeitig auf eine relevante Lungen-

beteiligung hinweisen. 

 

Insgesamt lassen sich viele der differentiell exprimierten Proteine der Akutphasereaktion 

zuordnen und sind auch bei anderen Entzündungszuständen wie bspw. Sepsis dysregu-

liert [98]. LRG1 und LBP sowie erniedrigtes A2M weisen auf eine andauernde Immunan-

twort hin und exazerbieren den pro-inflammatorischen Zustand [98,99]. Die Dysregulation 

verschiedener Proteine des Lipidmetabolismus, u.a. APOC3 und GPLD1, ist auch bei 

Patient:innen mit bakterieller Pneumonie bekannt und prognostisch ungünstig [100]. Es 



Diskussion 51 

scheint sich hier also nicht um eine COVID-19-spezifische, sondern eine allgemeine pro-

inflammatorische Signatur zu handeln. Beim Vergleich mit einer gesunden Vergleichsko-

horte aus der prä-COVID-19-Zeit (Generation Scotland Kohorte [55]) beobachteten wir 

zudem eine altersspezifische Zunahme der basalen Inflammation, ein möglicher Faktor 

für das erhöhte Risiko von schwerer COVID-19 bei älteren Menschen [101]. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir demonstrieren, wie mittels Hochdurchsatz-Proteo-

mik bei einer neuartigen Erkrankung rasch umfassende Rückschlüsse auf die zugrunde-

liegende Pathophysiologie gezogen werden. Besonders vielversprechend ist, dass eine 

Arbeitsgruppe in den Niederlanden ebenfalls einen Großteil der bei uns signifikanten Pro-

teine als prognostisch relevant für das Outcome bei COVID-19 identifizierte [102]. 

 

Darüber hinaus erlauben longitudinale Messungen dieser klassifizierenden und prognos-

tischen Marker ein effizientes und umfassendes Therapiemonitoring. Insbesondere bei 

der Überwachung experimenteller Interventionen im Rahmen klinischer Studien können 

so im Idealfall bereits frühzeitig Interventionen auf der molekularen Ebene als Abwei-

chung vom prädizierten Verlauf erkennbar gemacht und so individuelle Rückschlüsse auf 

deren Effektivität gezogen werden. 

 

Besonders wertvoll für die Anwendung in der klinischen Routine sind jedoch einzelne 

Messungen zur Unterstützung von Schlüsselentscheidungen im Krankheitsverlauf: in der 

Rettungsstelle um Patient:innen mit stationärem Behandlungsbedarf zu identifizieren; auf 

der Normalstation, um die Notwendigkeit der Therapieeskalation im Sinne einer invasiven 

Sauerstofftherapie und intensivmedizinischen Überwachung zu bestimmen; und auf der 

Intensivstation, um den Bedarf zusätzlicher Organersatzverfahren zu eruieren sowie, bei 

Ressourcenknappheit, deren effektivsten Einsatz zu prognostizieren.  

 

Mittels Machine Learning-Modell ließ sich, basierend auf klinischen bzw. proteomischen 

Markern sowie einer Kombination aus beiden, eine graduierte Klassifikation der zum 

Messzeitpunkt vorliegenden Krankheitsschwere treffen. Die Prognostizierung des weite-

ren Krankheitsverlaufs stellt eine größere Herausforderung dar, insbesondere bei der re-

lativ homogenen Gruppe der schwerstkranken Patient:innen mit COVID-19, die invasiv 

mechanisch beatmet werden und zusätzliche Organersatztherapien benöti-

gen [19,103,104]. Diese Gruppe benötigt jedoch die meisten Ressourcen, sodass die 
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Entscheidung für oder gegen eine entsprechende Therapie auf Basis bestmöglicher In-

formationen erfolgen sollte und nicht ausschließlich auf Faktoren wie Alter, Vorerkran-

kungen oder Einzelmesswerten bzw. klinischen Scores wie SOFA mit eingeschränkter 

Übertragbarkeit auf COVID-19 [105,106]. Dies gilt umso mehr in Situationen, in denen 

Ressourcenknappheit droht oder bereits herrscht. Ebenfalls mittels verschiedener Ma-

chine Learning-Modelle konnten wir bei dieser Patient:innengruppe eine akkurate Prädik-

tion hinsichtlich Überleben treffen, im Median 39 Tage vor dem jeweiligen Outcome. Die 

gute Performance der Machine Learning-Modelle auch bei einer komplett unabhängigen 

Kohorte von einem anderen Krankenhaus in einem anderen Land weist auf das robuste 

translationale Potenzial dieser Technologie hin. 

 

Die Translation der Discovery-Proteomik in die klinische Routine stellte daher den für uns 

nächsten logischen Schritt dar. Für die Etablierung in der Routinediagnostik bedarf es 

standardisierter Assays, die eine hohe Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit aufwei-

sen und idealerweise die absolute Quantifizierung von Proteinen erlauben. Methoden wie 

(Multiplex-) ELISA sind zeit- und materialaufwendig sowie, aufgrund hersteller- und char-

genabhängiger Unterschiede der Affinitätsreagenzien, nur eingeschränkt vergleichbar. 

Auch deswegen sind sie in der Anzahl verschiedener Zielmoleküle eingeschränkt und 

daher wenig geeignet, die Breite der mittels Discovery-Proteomik identifizierten Marker 

nachzuweisen [107]. Moderne MS-basierte Assays hingegen bieten eine hohe Sensitivi-

tät und Spezifität, auch kann durch Hinzufügen interner Standards eine hohe Reprodu-

zierbarkeit und absolute Quantifizierung über eine breite Konzentrationsspanne von 3-4 

Größenordnungen [47,108,109] und aus verschiedenen Materialien (EDTA-, Heparin-, 

Citratplasma, Serum) [110,111] erreicht werden. Schon heute werden QqQ-Massenspek-

trometer in klinischen Routinelaboren, bspw. zum Nachweis kleiner Moleküle im Rahmen 

des Neugeborenenscreenings, angewendet. Auf diesen ließen sich Peptid-Panelassays 

verhältnismäßig einfach in bestehende Arbeitsabläufe integrieren [107,112,113] und Un-

terschiede bei Affinitätsreagenzien, wie sie bspw. bei der Bestimmung von Tumormar-

kern vorkommen, vermeiden. 

 

Basierend auf einer Auswahl von 50 der bei der Discovery-Proteomik identifizierten Pep-

tide ermöglichte unser Panelassay die zuverlässige Klassifikation und Prognose von Pa-

tient:innen mit COVID-19 verschiedener Krankheitsschwere und in verschiedenen Ko-

horten vor und nach Einführung von Dexamethason, aus verschiedenen Plasmen (EDTA, 
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Citrat) sowie auf zwei verschiedenen LC/MRM-MS-Systemen, und war dabei allen unter-

suchten klinischen Risikoscores überlegen. 

4.3 Stärken und Schwächen der Studie 

Mit insgesamt 280 Patient:innen und 881 Messzeitpunkten umfasst die vorliegende Arbeit 

eine der bis dahin größten proteomisch charakterisierten COVID-19-Kohorten. Entspre-

chend dem Protokoll der Pa-COVID-19 Studie [51], wurden umfangreiche klinische Daten 

zu Demographie, Risikofaktoren und medizinischer Vorgeschichte erhoben sowie tages-

aktuell die Krankheitsschwere standardisiert erfasst und um Routinelaborparameter er-

gänzt. Jedoch gab es, trotz der umfangreichen Kohorte, verhältnismäßig wenige Pati-

ent:innen, die sich von einem niedrigen WHO-Grad 3 oder 4 bis hin zur beatmungspflich-

tigkeit verschlechterten. Ebenfalls wurden hier ausschließlich stationär behandelte Pati-

ent:innen untersucht; die Übertragbarkeit auf mild erkrankte, ambulant behandelte Pati-

ent:innen sollte in weiteren Studien untersucht werden. 

 

Die Charité – Universitätsmedizin Berlin ist im Rahmen des „Save Berlin@COVID-19“-

Konzepts der Senatsverwaltung für Gesundheit, Pflege und Gleichstellung Berlin als Ber-

lins einziges Level-1 Zentrum, d.h. ARDS/ECMO-Zentrum, designiert worden [114]; folg-

lich wurden viele Patient:innen bereits intubiert ans Zentrum verlegt, sodass frühe Pro-

ben, vor Erreichen der kritischen Erkrankung, häufig nicht verfügbar waren. Auch wurden 

einige Patient:innen zur Beatmungsentwöhnung an periphere Häuser und Rehakliniken 

verlegt, sodass ein nach Verlegung eintretender Tod theoretisch unbekannt bleiben 

konnte. Im Zuge dieser Arbeit wurde die Verlaufsdokumentation erneut auf Hinweise zum 

Outcome durchsucht (z.B. Notiz über Versterben des Patienten nach Verlegung). Da die 

Verlegung stets in einer späten Erkrankungsphase erfolgte und dezidiert zur Beatmungs-

entwöhnung, kann jedoch davon ausgegangen werden, dass diese Patient:innen über-

lebten. 

 

Obwohl die Gruppe der kritisch kranken Patient:innen mit n=50 und auch die für die Ent-

wicklung des Peptid-Panelassays verwendete Kohorte mit n=164 aus klinischer Perspek-

tive verhältnismäßig groß sind, werden zur Validierung der Machine Learning-Modelle 

selbstverständlich deutlich größere Kohorten benötigt. Vielversprechend ist die Beobach-

tung, dass der an der Charité-Kohorte trainierte Prädiktor bei der komplett unabhängigen 
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Innsbruck-Kohorte ebenfalls akkurat zwischen Überleben und Versterben unterscheiden 

konnte. Des Weiteren sei hier hervorzuheben, dass eine andere Studie mit eigener Ko-

horte, eigenen Messverfahren und eigenen Algorithmen ähnliche Schlüsselproteine zur 

Prädiktion von Überleben identifizierte wie wir [102]. 

 

Die vorliegende Arbeit bezieht sich auf die frühe Phase der Pandemie, vor dem Auftreten 

von SARS-CoV-2-Varianten, der Anwendung COVID-19-spezifischer antiviraler Thera-

pien oder Impfungen. Der Peptid-Panelassay wurde mit MRM-Validierungskohorte 2 be-

reits nach der Einführung von Dexamethason als Therapiestandard validiert, es bleibt 

jedoch abzuwarten, inwieweit sich die früheren Ergebnisse auch auf die heutige Situation 

übertragen lassen. Diese frühen Messungen erlauben jedoch einen „ungefilterten“ Ein-

blick in das Plasma-Proteom bei einer neuartigen Infektionskrankheit und stehen als Ver-

gleichskohorten für zukünftige Untersuchungen zur Verfügung: zum Einfluss neuer Vari-

anten, Impfimmunität, und zu den Effekten von monoklonalen Antikörpern oder spezifi-

scher antiviraler Therapien. 

 

Die zugrundeliegende bottom-up Proteomik erlaubt nur eingeschränkte Rückschlüsse auf 

exakte Protein-Isoformen sowie -vorstufen bzw. aktive Produkte. So lässt sich auf Basis 

der gemessenen Peptide bspw. nicht sicher unterscheiden, ob es sich bei AGT um den 

Vorläufer Angiotensinogen handelt oder um die aktiven Formen Ang1, Ang2, Ang1-9, 

Ang1-7. Insofern kann die Proteomik zunächst als Screening-Instrument gesehen wer-

den – für die klinische Applikation und für die sichere Unterscheidung verschiedener Iso-

formen und Produkte bedarf es gerichteter Verfahren wie MRM. Um die klinische Trans-

lation zu ermöglichen, entwickelten wir einen Peptid-Panelassay mit zunächst 50 Pepti-

den. Durch eine Ausweitung auf 100 oder 200 Peptide ließe sich die Präzision des Pa-

nelassays noch erhöhen; dies ist Gegenstand unserer aktuellen und zukünftigen For-

schung. 

 

Letztlich bleibt festzuhalten, dass Machine Learning-Modelle noch keine Zulassung zur 

medizinischen Entscheidungsfindung haben. Jedoch mehren sich mögliche Anwen-

dungsfelder von Machine Learning und wir konnten mit der vorliegenden Arbeit eine wei-

tere klinische Applikation aufweisen.
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5 Fazit und Ausblick 

Die Identifikation neuer Biomarker und deren Translation in die klinische Routine dauert 

häufig viele Jahre oder gar Jahrzehnte. Die COVID-19-Pandemie hat gezeigt, dass diese 

Zeit durch enge Kooperationen zwischen Grundlagenwissenschaftler:innen und Klini-

ker:innen sowie der adäquaten Finanzierung deutlich verkürzt werden kann. Mittels 

Hochdurchsatz-Proteomik gelang es uns, innerhalb von weniger als zwei Jahren nach 

Auftreten einer neuen Erkrankung eine Reihe relevanter Marker der Wirtsantwort auf ei-

nen neuartigen Erreger zu identifizieren, prognostische Modelle zu entwickeln und daraus 

einen in klinischen Routinelaboren anwendbaren Peptid-Panelassay zu etablieren. Die 

vorliegende Arbeit kann als Proof-of-Concept betrachtet werden, dass eine präzise 

Krankheitsprognose auf Basis einzelner Messpunkte möglich ist. Nachdem der Peptid-

Panelassay auch nach der Einführung von Dexamethason in die Standardtherapie von 

Patient:innen mit respiratorischer Insuffizienz durch COVID-19 noch robuste Ergebnisse 

produzierte, erfolgt aktuell die Validierung mit Proben der klinischen Routine bei der La-

bor Berlin – Charité Vivantes GmbH. 

 

Da viele der identifizierten Marker nicht COVID-19 spezifisch sind, sondern vielmehr die 

allgemeine Immunantwort widerspiegeln, untersuchen wir darüber hinaus, inwieweit un-

sere Technik auch zur Klassifikation und Prognose anderer Infektionskrankheiten geeig-

net ist. Als im Mai 2022 vermehrt Fälle des Mpox-Virus außerhalb der Endemiegebiete in 

Afrika auftraten, konnten wir rasch den von uns entwickelten Peptid-Panelassay auf 

Mpox-Fälle, die stationär an der Charité – Universitätsmedizin Berlin behandelt wurden, 

anwenden und wichtige Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede im Plasma-Proteom 

bei dieser grundverschiedenen Infektionskrankheit identifizieren [115]. 

 

Derzeit führen wir Discovery-Proteomik-Analysen mit Plasma-Proben von weiteren Infek-

tionskrankheiten, u.a. bakterieller Pneumonie, aber auch Tropenkrankheiten wie Malaria 

und Loiasis durch und planen den Peptid-Panelassay auf bis zu 200 Peptide zu erweitern. 

So nähern wir uns Schritt für Schritt dem übergeordneten Ziel: Der Entwicklung eines 

Pan-Infektion Peptid-Panelassays zur Klassifikation und frühzeitigen Prognose verschie-

denster Infektionskrankheiten.
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Beitrag im Einzelnen: 

Diese Publikation ging aus der oben genannten hervor und erfolgte wieder in enger Zu-

sammenarbeit zwischen der Infektiologie und Pneumologie – Pinkus Tober-Lau, 

Prof. Dr. med. Leif Erik Sander, PD Dr. med. Florian Kurth – und dem Institut für Bioche-

mie – Dr. Vadim Demichev und Prof. Dr. Markus Ralser. 

 

Auch bei dieser Publikation war Herr Tober-Lau verantwortlich für die Erhebung und Be-

reitstellung der klinischen Daten sowie deren klinische und biologische Auswertung. Er 

selektierte geeignete Proben und unterstützte bei deren Verarbeitung. Er erhob die klini-

schen Daten aus SecuTrial® bzw. den Klinikinformationssystemen SAP und COPRA 6, 

führte eigenständig Plausibilitätskontrollen und Datenbereinigung durch, errechnete kli-
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erstellte Supplementary Table 1 (Patientencharakteristika), die funktionelle Annotation 

von Supplementary Table 2 sowie die Supplementary Tables „Charite – metadata.tsv“ 

und „Charlson_APACHE_SOFA.txt“. 

 

Herr Demichev übernahm wieder die bioinformatische Aufbereitung der Proteomdaten 

und führte die statistische Analyse der von Herrn Tober-Lau entwickelten Fragestellun-

gen durch. Er erstellte die Machine Learning-Modelle. Herr Tober-Lau erstellte den Gra-

phical Abstract und erarbeitete auch hier Inhalt und Layout der Figures, die graphische 

Umsetzung erfolgte durch Herrn Demichev.  

 

Herr Tober-Lau analysierte die von Herrn Demichev generierten Korrelationen und Mo-

delle aus biomedizinischer Sicht, und führte eine umfassende Literaturrecherche sowie 

die klinische und biologische Interpretation der Daten und Ergebnisse durch, in Rück-

sprache mit der Studienleitung. Er verfasste im Austausch mit Herrn Demichev sowie der 

Studienleitung Einleitung, klinische Methoden, Ergebnisse und Diskussion des Manu-
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beitete er die Anmerkungen der Reviewer ein. 
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