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Abkurzungsverzeichnis

Abkurzung Beschreibung

ACE2 Angiotensin-konvertierendes Enzym 2 (angiotensin-converting enzyme 2)

ADCC Antikorper-abhéngige zelluldre Zytotoxizitat (antibody-dependent cellular
cytotoxicity)

ADP Antikorper-abhangige Phagozytose (antibody-dependent phagocytosis)

ARDS Akutes Lungenversagen (acute respiratory distress syndrome)

CDC Zentren fur Krankheitskontrolle und -prévention (Centers for Disease Con-
trol and Prevention)

Col Cutoff-Index

COVID-19 Coronavirus-Erkrankung 2019 (coronavirus disease 2019)

csSerum Mit Aktivkohle gereinigtes Serum (charcoal stripped serum)

Ct Zyklusschwellenwert (cycle threshold)

DBS Getrocknete Blutstropfen (dried blood spots)

E Hlle (envelope)

ECLIA Elektrochemilumineszenz-Immunoassay

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure (Ethylenediaminetetraacetic acid)

ELISA Enzymimmunoassay (enzyme-linked immunosorbent assay)

FDA US-Behorde fir Lebens- und Arzneimittel (Food and Drug Administration)

hCoVs Menschliche Coronaviren (human coronaviruses)

IgA/ 1gG/ IgM Immunglobulin A/ Immunglobulin G/ Immunglobulin M

IFR Infektions-Verstorbenen-Anteil (infection fatality rate)

K2E Ethylendiamintetraessigsaure Dikaliumsalz Dihydrat

LFIA Lateral Flow Immunoassay

MERS-CoV Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus

M Membran

MRNA Boten-RNA (messengerRNA)

N Nukleokapsid

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline)

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

RBD Rezeptorbindungsdoméne (receptor-binding domain)

rDBS Rekonstituierte DBS

RKI Robert Koch-Institut

rMitra® Rekonstituierte Mitra®-Proben

RNA Ribonukleinséure (ribonucleic acid)
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RSD
RT-PCR

rRT-PCR

S
SARS-CoV

SARS-CoV-2

VITT

VOC
WHO

Relative Standardabweichung (relative standard deviation)

Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (reverse transcription
polymerase chain reaction)

Echtzeit reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (real-time reverse
transcription polymerase chain reaction)

Spike

Schweres akutes respiratorisches Syndrom-Coronavirus (Severe acute
respiratory syndrome coronavirus)

Schweres akutes respiratorisches Syndrom-Coronavirus-2 (severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2)

Impfstoffinduzierte immunthrombotische Thrombozytopenie (vaccine-
induced immune thrombotic thrombocytopenia)

Besorgniserregende Virusvariante (variant of concern)

Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization)



1. Zusammenfassung

Trotz Aufwendung massiver finanzieller und personeller Ressourcen sowie Einschrankungen des 6f-
fentlichen und privaten Lebens ist eine effektive Einddmmung von SARS-CoV-2 bislang nicht ge-
glickt. Der Nachweis von Anti-SARS-CoV-2-Antikdrpern mit Hilfe serologischer Tests stellt in der
Pandemiebekampfung ein wertvolles Hilfsmittel dar, um unerkannt infizierte Personen zu detektieren,
die Ausbreitung des Infektionsgeschehens nachzuvollziehen, die Effektivitat politischer MalRnahmen
zu evaluieren, die entscheidenden Kriterien von Antikorpern als Schutzkorrelat zu untersuchen, die
Antikdrperentwicklung nach Impfung zu verfolgen oder potentielle Plasmaspender zu identifizieren.
Serologische Tests sind jedoch auf die Entnahme einer vendsen Blutprobe angewiesen, was ihre An-
wendung stark einschrankt. Demgegeniber hat der Einsatz getrockneter Blutstropfen erhebliche Vor-
teile, da diese eine dezentrale, minimal-invasive und selbstdndige Probenentnahme erméglichen. Auch
wenn Anti-SARS-CoV-2-Antikdrper in DBS in ersten Studien qualitativ nachgewiesen werden konn-
ten, ist der gquantitative Nachweis bislang unzureichend untersucht. In der vorliegenden Arbeit sollte
dieser erbracht werden. Dariiber hinaus sollten die Vorteile von DBS auf Individual- und
Kohortenebene genutzt werden, um die longitudinale Antikérperentwicklung nach Impfung sowie die

Seropravalenz unter Beschaftigten der Deutschen Sporthochschule zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurde zunéchst eine Kreuzvalidierung der Antikdrperantwort in gepaarten DBS-
und Vollblutproben 27 ehemals infizierter und 96 geimpfter Probanden durchgefihrt. Anschlielend
wurde die durch Impfung induzierte Antikérperentwicklung von 27 Probanden mit Hilfe regelmaRiger,
selbstandig entnommener DBS-Proben parallel zur Impfserie longitudinal Uberwacht. Beriicksichtigt
wurden die Impfstoffe BNT162b2, mMRNA-1273 und ChAdOx1 nCoV-19 sowie ChAdOx1 nCoV-19
in Kombination mit einem MRNA-Impfstoff. Schlieflich wurde durch qualitative Analyse von 557
DBS-Proben DSHS-Beschéftigter vor und nach dem Wintersemester 2020/21 ein grovolumiger Ein-
satz der Methode sowie der Einfluss des Semesterbetriebs auf das Infektionsgeschehen untersucht. Die
Proben wurden mit Hilfe eines quantitativen Immunoassays zur Detektion von Anti-RBD-Antikdrpern

und eines qualitativen Immunoassays zur Detektion von Anti-N-Antikorpern analysiert.

Zwischen DBS- und Vollblutproben konnte eine lineare Korrelation der Antikorperkonzentration
nachgewiesen werden (R® = 0,89). Zur Ermittlung der Antikérperkonzentration in Serum oder Plasma
auf Basis von DBS unter Anwendung des vorgestellten Verfahrens kann ein Umrechnungsfaktor von
mindestens zehn angenommen werden. Die selbstdndige und nicht supervidierte DBS-Entnahme mit-
tels volumetrischer Glaskapillare zeigte keinen Nachteil gegeniiber der supervidierten oder durch eine
medizinische Fachkraft durchgefuhrten Entnahme. Der alternative Einsatz einer volumetrischen
Microsampling-Technologie erleichterte jedoch die Probenentnahme und -aufbereitung. Hinsichtlich
der Antikorperentwicklung nach Impfung zeigten die Teilnehmenden unterschiedliche Verlaufe und
Antikdrperkonzentrationen. Der wesentliche Anstieg der Antikorperkonzentration war erst nach Erhalt
der zweiten Impfdosis zu beobachten. Die Kombination von ChAdOx1 nCoV-19 mit einem mRNA-

Impfstoff flhrte zu einer deutlich héheren Antikérperantwort als die homologe ChAdOx1 nCoV-19-
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Impfung. Auf Kohortenebene erlaubte der Einsatz von DBS einen hohen und schnellen Probenumsatz
mit geringen personellen und finanziellen Mitteln. Der DSHS-Semesterbetrieb mit reduziertem Studie-
rendenkontakt zeigte im Vergleich zum Infektionsgeschehen in der Stadt K&ln keine tiberproportionale

Zunahme von SARS-CoV-2-Infektionen unter den Beschéftigten.

Angesichts der fortschreitenden Pandemie wird es in Zukunft von entscheidender Bedeutung bleiben,
die Ausbreitung von SARS-CoV-2 zu verfolgen, den Immunstatus auf Individual- und Bevélkerungs-
ebene zu quantifizieren, eine protektive Antikérperschwelle zu definieren und vulnerable Gruppen zu
identifizieren. Mit Hilfe der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass DBS fur den quantitati-
ven und qualitativen Nachweis von Anti-SARS-CoV-2-Antik0rpern eine zuverldssige Alternative zur
Standardmatrix Vollblut darstellen und die Untersuchung sowohl individueller Antikdrperreaktionen
als auch grof3er Kohorten in kurzer Zeit mit geringem personellem und finanziellem Aufwand erlau-

ben.



2. Einleitung

Der Ausbruch des neuartigen Coronavirus SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) hat innerhalb kurzer Zeit zu einer Gesundheitskrise von internationaler Tragweite ge-
fuhrt'2. Nachdem im Dezember 2019 erste Cluster einer neuen Atemwegserkrankung in der zentral-
chinesischen Stadt Wuhan registriert wurden®*, konnte bereits im Januar 2020 das umhiillte,
einzelstrangige RNA-Betacoronavirus SARS-CoV-2 als Ausléser von COVID-19 (coronavirus
disease 2019) identifiziert und genetisch charakterisiert werden®®. Am 11. Méarz 2020 erklarte die
WHO COVID-19 zur Pandemie®.

Seitdem haben die weltweit registrierten SARS-CoV-2-Infektionen 211 Millionen Félle und 4,4 Milli-
onen Todesfalle tiberschritten (Stand 25. August 2021)™°. Viele Gesundheitssysteme wurden an den
Rand ihrer Belastbarkeit getrieben, manche dariiber hinaus. Ein von der WHO eingesetztes Gremium,
das Independent Panel for Pandemic Preparedness and Response, kritisierte im Mai 2021, dass die
Pandemie héatte verhindert werden kénnen — einschlieBlich ihrer verheerenden Konsequenzen fiir die

globale Gerechtigkeit™'.

Obwohl wissenschaftliche Erkenntnisse in beispielloser Geschwindigkeit und Kooperation zusam-
mengetragen und zwischenmenschliche Begegnungen stark eingeschrankt wurden, konnte die Aus-
breitung von SARS-CoV-2 nicht eingeddmmt werden. Zahlreiche Mechanismen der Infektion sind
weiterhin unverstanden. Gleichzeitig missen konkrete politische Handlungsanweisungen auf Grund-

lage mitunter liickenhafter Informationen getroffen werden®.

Die derzeit drangendsten Fragen betreffen die Schutzwirkung vor einer (Re-)Infektion mit SARS-
CoV-2 nach Infektion oder Impfung. Auch wenn neutralisierenden Antikorpern diesbeziglich eine
zentrale Rolle zugeschrieben wird™, sind Dauer und méglicherweise quantifizierbare Schwelle der
durch sie vermittelten Schutzwirkung nicht bekannt. Fir ein Verstandnis von Immunitat und Virus-
ausbreitung sind die Uberwachung der Immunantwort sowie eine Kenntnis der tatsachlich stattgefun-

denen und stattfindenden Infektionen essentiell, was den Nutzen serologischer Tests unterstreicht'.

Um das Infektionsgeschehen in der Bevoélkerung zu tiberwachen, wurden verschiedene Testverfahren
entwickelt: Wahrend akute Infektionen mittels Nukleinsdureamplifikationstechnik wie der reversen
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) bestatigt werden, dienen serologische Tests dem
Nachweis von Antikérpern nach Infektion oder Impfung™*°. Antikérper-Tests kénnen Informationen
Uber die Verbreitung von SARS-CoV-2 liefern und zur ldentifizierung von Personen beitragen, die
immunologisch naiv und somit weiterhin anféllig fir das Virus sind. Gleichsam kdnnen sie als Ergan-
zung moglicherweise falsch negativer PCR-Proben, zur Aufdeckung unerkannter Infektionen oder der
Einschatzung der Antikérperantwort nach Impfung dienen*>*"*8, Die fiir serologische Tests notwendi-
ge Blutentnahme geht jedoch mit einem Infektionsrisiko fir testende und zu testende Person einher
und erfordert medizinisch geschultes Personal. Insbesondere bei Untersuchungen grof3er Kohorten und

wiederholten Messungen zur Uberwachung des Antikorperstatus ist damit ein hoher Kosten- und Zeit-
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faktor verbunden — limitierte Ressourcen in einer politisch und 6konomisch angespannten Situation.
Zwar stehen Lateral Flow Immunoassays (LFIAs) als Alternative zur Selbstanwendung zur Verfi-

gung, weisen jedoch oft eine geringe Sensitivitat auf'®>.

Die Bestimmung von Antikorpern aus getrockneten Blutstropfen (dried blood spots, DBS) kénnte die
beschriebenen Probleme umgehen. DBS konnen kontaktlos, minimal-invasiv, selbstandig und selbst
an entlegenen Orten gewonnen werden. Darliber hinaus erfordern sie die Entnahme eines lediglich
kleinen Blutvolumens. Dass mittels DBS auch Anti-SARS-CoV-2-Antikorper gqualitativ nachgewiesen
werden konnen, konnte inzwischen fiir den Zustand nach Infektion gezeigt werden?. Im Rahmen
dieser Arbeit soll der Einsatz von DBS mit einem Fokus auf der guantitativen Nachweisbarkeit von
Anti-SARS-CoV-2-Antikérpern experimentell evaluiert und im Kontext der Ubersichts- und Impfef-

fektivitatsanalytik vertieft werden.

2.1 SARS-CoV-2

2.1.1. Erreger und Krankheitsbeschreibung

Bis zum Ausbruch von SARS-CoV im Jahr 2002 galten humane Coronaviren bei Immunkompetenten
als Ausloser lediglich milder Erkrankungen der Atemwege und des Gastrointestinaltrakts®®*®, Die
Betacoronaviren SARS-CoV, MERS-CoV und SARS-CoV-2 kénnen jedoch zu schweren Infektionen
mit letalem Ausgang filhren®**. Die abnehmende Trennung tierischer und menschlicher Lebensréu-
me erleichterte ihnen ab Beginn des 21. Jahrhunderts den Ubergang aus tierischen Reservoirs auf den

Menschen?’.

Coronaviren sind umhdllte, einzelstrangige RNA-Viren. Ihr Genom kodiert fir nichtstrukturelle Prote-
ine, die firr die Replikation bendtigt werden, sowie die vier Hauptstrukturproteine Spike (S), Hulle (E),
Membran (M) und Nukleokapsid (N)****. Das Spike-Protein von SARS-CoV-2 ist auf der Virusober-
flache exprimiert und verleiht diesem die namensgebende ,,Krone®“. Es induziert die Bildung neutrali-
sierender Antikdrper und dient als Zielstruktur zahlreicher Impfstoffe’®®. Das Spike-Protein besteht
aus einer N-terminalen S1- und einer transmembrandren S2-Einheit, die zu Trimeren zusammengela-
gert sind. Die S1-Einheit beinhaltet die Rezeptorbindungsdoméne (receptor-binding domain, RBD),
mit der das Virus am Angiotensin-Converting-Enzym 2 (ACE2) der Wirtszelle andockt und die Auf-
nahme in die Zelle induziert. Die anschliefende Fusion von Virushille und Zellmembran wird von der
S2-Einheit vermittelt>**®, Wrapp et al. beschreiben bei SARS-CoV-2 eine mehr als zehnfach stérkere
Affinitat des Spike-Proteins an den zelluldren Rezeptor als bei SARS-CoV*. Eine hohe Dichte von
ACE2-Rezeptoren liegt unter anderem auf Nasenepithelzellen, Typ-11-Pneumozyten, Zellen von Niere,
Darm und Herzmuskel vor®”*. In sekretorischen Zellen der Atemwege und Typ-I1-Pneumozyten kor-

reliert sie mit steigendem Alter und mannlichem Geschlecht®.

Die mediane Inkubationszeit von SARS-CoV-2 betragt finf bis sechs Tage*®*. Infizierte Personen

leiden meist unter Atemwegsbeschwerden, Fieber, Schnupfen und Stérungen des Geruchs- und/ oder
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Geschmackssinns*. Der Schweregrad der Erkrankung reicht von asymptomatischen Infektionen bis zu
schweren Pneumonien mit Lungenversagen und Tod. Bei schweren Verldufen kann es zu akutem
Lungenversagen (acute respiratory distress syndrome, ARDS) mit sekundaren Bakterien- oder Pilzin-
fektionen kommen. Auch wenn Infektionen sich meist pulmonal manifestieren, kénnen auch andere
Organsysteme in vielfaltiger Weise betroffen sein®*®. So wurden hamatologische und kardiovaskulére
Komplikationen (thrombotische Ereignisse, Arrhythmien, Myokardschdden, akutes Koronarsyndrom),
renale, gastrointestinale und hepatische Schdden, Stérungen der Elektrolyt- und Glukoseregulation,
neurologische und neuropsychiatrische Erkrankungen, okulare sowie dermatologische Komplikationen
beschrieben®. Die Beeintrachtigungen kénnen iiber mehrere Wochen oder Monate nach Infektion
fortbestehen oder dann erst eintreten, was in der 6ffentlichen Debatte als ,,Long Covid* bezeichnet
wird. Hiervon Betroffene leiden hédufig unter persistierenden Atembeschwerden, Erschépfung und

kognitiven Einschrankungen®**°.

Pathophysiologisch kann es bei COVID-19 zu direkten Schaden der Wirtszelle durch das Virus, einer
Dysregulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems durch Herabregulierung von ACE2-
Rezeptoren und Schéden oder Entziindungen von Endothelzellen kommen. GefélRwandverletzungen
und Entziindungsgeschehen beférdern die Aktivierung des Gerinnungssystems, die Ausbildung von
Mikrothromben und eine mikrovaskulare Dysfunktion. In schweren Fallen kann auRerdem eine Dys-

regulation der Immunantwort (zum Beispiel in Form eines Zytokinsturms) auftreten**°,

Hinsichtlich einer moglichen Geschlechtsabhangigkeit wurden &hnliche Infektionszahlen bei Frauen
und Mannern beobachtet, jedoch verlaufen Infektionen bei Mé&nnern gravierender und fiihren haufiger
zum Tod"". Schwere Verlaufe wurden meist im fortgeschrittenen Alter und bei zugrunde liegenden
Erkrankungen wie Herzkreislauferkrankungen, Diabetes mellitus, Lungenerkrankungen, Krebs, chro-
nischen Nierenerkrankungen, Ubergewicht und Rauchen beobachtet*®*. Der Infektions-Verstorbenen-
Anteil (infection fatality rate, IFR) steigt mit dem Alter exponentiell an*’. Jedoch kénnen auch Kinder

betroffen sein und in seltenen Fallen schwere Verlaufe aufweisen® 2,

Die Ubertragung von SARS-CoV-2 erfolgt priméar tiber Aerosole und Trépfchen, die, wie die Gesell-
schaft fiir Aerosolforschung auffiihrt, beispielsweise beim Atmen, Sprechen oder Niesen entstehen®.
Das Tragen eines Mund-Nasen-Schutzes sowie das Einhalten eines Sicherheitsabstands zwischen Per-
sonen reduziert das Risiko einer Ubertragung™. Wahrend die Ubertragungswahrscheinlichkeit bei
langerem Aufenthalt in kleinen, schlecht oder nicht beliifteten Raumen erhéht ist, haben Ubertragun-
gen im AuRenbereich nur einen geringen Anteil am Infektionsgeschehen®. Eine Ubertragung von
SARS-CoV-2 iiber kontaminierte Oberflachen wird diskutiert>>°.

Eine Ansteckung kann sowohl durch symptomatische, als auch prasymptomatische oder gar asympto-
matische Personen erfolgen. In einer Ubersichtsarbeit von Oran und Topol wird der Anteil asympto-
matischer Infektionen an der Gesamtheit der SARS-CoV-2-Infektionen auf mindestens ein Drittel
geschatzt®. Zwar scheint die Ubertragbarkeit des Virus bei asymptomatischen Trégern geringer zu

sein als bei symptomatischen, gleichzeitig fiihrt das Fehlen von Symptomen seltener zu protektiven
12



Verhaltensédnderungen, was diesen Effekt unterminiert. In einer CDC-Studie wurde geschétzt, dass 59
Prozent aller Infektionen durch Weitergabe von asymptomatischen Tragern zustande kommen®, All-
gemein scheint ein geringer Teil der Infizierten fir den Grofteil der Sekunddrinfektionen verantwort-
lich zu sein®* — gemaR einer Studie aus dem chinesischen Hunan kénnen 80 Prozent der Sekundarin-
fektionen auf lediglich 15 Prozent der primér Infizierten zuriickgefiihrt werden®®. Zu einer unverhalt-
nismaRkig hohen Weitergabe des Virus kommt es bei sogenannten ,,superspreading events“, bei denen

eine infektidse Person das Virus auf tiberdurchschnittlich viele Menschen tibertragt®®®.

Die Therapie einer SARS-CoV-2-Infektion erfolgt meist supportiv, beinhaltet Sauerstoffversorgung,
eine restriktive Flussigkeitstherapie, die Einleitung von Thromboseprophylaxe oder Antikoagulation,
die Préavention oder Behandlung von Ko- und Sekundarinfektionen sowie vorbestehender Erkrankun-
gen. Als antivirales Arzneimittel kann bei Patienten mit Sauerstoffbedarf im friihen Stadium
Remdesivir eingesetzt werden; als immunmodulatorisch wirksames Medikament bei Patienten mit
Sauerstoffbedarf Dexamethason; im Rahmen klinischer Studien kommen unter anderem monoklonale
Antikorper und Rekonvaleszenten-Plasma, antiinflammatorische Medikamente wie die Interleukin-6-
Rezeptor-Inhibitoren Tocilizumab und Sarilumab, der Interleukin-1-Rezeptor-Inhibitor Anakinra oder

der Januskinase-Inhibitor Baricitinib sowie das Anti-Parasitikum Ivermectin zur Anwendung®®,

Wie andere Viren auch entwickelt sich SARS-CoV-2 mit der Zeit weiter. Wéhrend die meisten Veran-
derungen keinen Einfluss auf die Viruseigenschaften haben®, verschaffen manche Veranderungen
einen Fitness-Vorteil, indem sie beispielsweise eine hohere Ubertragbarkeit oder Rezeptoraffinitat
bedingen. So fiihrte der Aminoséureaustausch D614G wahrend der ersten Pandemiewelle im Friihjahr
2020 zu einer Konformationsidnderung des Spike-Proteins und bewirkte damit eine fast vollstdndige
Verdrangung des Ursprungsgenotyps®. Seit Dezember 2020 wird (ber die zunehmende Verbreitung
von Virusvarianten berichtet, die eine hohere Ubertragbarkeit, hohere Virulenz oder reduzierte Kont-
rollierbarkeit aufweisen und von der WHO als besorgniserregend (variants of concern, VOC) einge-

stuft werden®®.

Neben der unmittelbaren Konsequenzen, die eine SARS-CoV-2-Infektion fiir Gesundheit und Leben
einer infizierten Person hat, bedingt die Pandemie jedoch auch indirekt eine Ubersterblichkeit, da sie
eine Uberlastung der Gesundheitssysteme und verzdgerte Versorgung anderer Erkrankungen be-
wirkt®”. Die psychologischen und 6konomischen Auswirkungen der Pandemie werden sich, wenn

Uberhaupt, erst in der Riickschau quantifizieren lassen.

2.1.2. Antikdrperantwort nach Infektion mit SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 scheint ungewdhnlich erfolgreich darin zu sein, die friihe angeborene Immunantwort
auler Kraft zu setzen, was Sette und Crotty als den mdglicherweise groRen Trick (one big trick) des
Virus bezeichnen®. Aufgrund der zentralen Rolle, die dementsprechend dem adaptiven Immunsystem

in der Infektionsbekdmpfung und dem Erfolg von Impfstoffen zukommt®, der Méglichkeit sterilisie-
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8970 so\wie der in dieser Arbeit unter-

render Immunitét durch hohe Titer neutralisierender Antikérper
suchten Nachweismethode soll im Folgenden ein Fokus auf die Antikdrperantwort nach Infektion mit
SARS-CoV-2 gelegt werden. Ihr Verstandnis ist grundlegend fur die Interpretation und klinische An-

wendung serologischer Testergebnisse™.

Das adaptive Immunsystem reagiert auf eine SARS-CoV-2-Infektion mit der Ausbildung spezifischer
Antikérper, CD4" und CD8" T-Zellen, wobei CD4" T-Zellen die Antikérperantwort aktivieren’?. Die
Antikdrperreaktionen sind heterogen, korrelieren aber mit dem Schweregrad der Infektion und der
Viruslast”®. Circa fiinf bis sieben Tage nach Symptombeginn werden Antikérper vom Typ IgM und
IgA sezerniert, sieben bis zehn Tage nach Symptombeginn Antikérper vom Typ 19G¥. Guo et al. be-
schreiben das Vorliegen aller drei Antikdrperklassen bereits ab dem ersten Tag nhach
Symptombeginn®. Die Ublicherweise chronologische Reihenfolge von IgM und 1gG scheint bei
SARS-CoV-2 variabel zu sein, was ihren diagnostischen Nutzen mindert”. Allerdings kénnte dies
auch in einer Kreuzreaktion mit Antikdrpern gegen saisonale humane Coronaviren (hCoVs) begriindet
sein®. Es ist unklar, ob Anti-hCoVs-Antikérper Schutz vor einer Infektion oder Hospitalisierung mit
SARS-CoV-2 bieten®®. Bei der tiberwiegenden Mehrheit der Infizierten ist funf bis 15 Tage nach

08737179 yund Speichel®® nachweisbar. Gleichsam berich-

Symptombeginn eine Serokonversion in Serum
ten zahlreiche Studien vom Ausbleiben einer Serokonversion nach Infektion">"®%% Hierbei ist
anzumerken, dass je nach verwendetem Assay und Ziel-Antigen eine groRe Variabilitat der serologi-

schen Ergebnisse besteht™".

Wiéhrend alle Antikorper die Eigenschaft haben, an ein Antigen zu binden, verfiigen neutralisierende
Antikorper darber hinaus (ber die Fahigkeit, die Interaktion des Virus mit der Wirtszelle zu verhin-
dern®. Ihnen wird zum jetzigen Kenntnisstand das maRgebliche Potential zugeschrieben, sterilisieren-
de Immunitét zu vermitteln, also den Schutz davor, sich infizieren und das Virus weitergeben zu kén-
nen® . Demgegeniiber beschreibt funktionale Immunitdt die Fahigkeit, vor einer Erkrankung zu

schiitzen.

Zielstruktur der induzierten Antikdrper sind hauptsachlich Spike- und Nukleokapsid-Protein, wobei
das Spike-Protein tiber besonders starke immunogene Eigenschaften verfiigt*™>. Neutralisierende Anti-
korper richten sich — wie bei anderen Coronaviren auch — primar und wahrscheinlich ausschlieBlich
gegen diese Struktur™. 90 Prozent der neutralisierenden Antikorper zielen auf die
Rezeptorbindungsdoméne der S1-Einheit®, ein geringer Anteil auf deren N-terminale Domane®. An-
tikérpern gegen die RBD wurde eine zehn- bis 100-fach héhere Neutralisierungskapazitat zugeschrie-
ben als Antikérpern gegen die N-terminale Doméne®. Antikérper gegen das Nukleokapsid-Protein
verfiigen aufgrund einer Abschirmung durch virale oder zelluldre Membranen wahrscheinlich nicht
iiber neutralisierende Eigenschaften'”®. Im Zeitverlauf wurden sie etwas friiher beobachtet als Anti-
kérper gegen das Spike-Protein®.

Fur den Krankheitsverlauf ist die Zielstruktur der Antikorper méglicherweise ausschlaggebend: Wah-

rend Rekonvaleszente liberwiegend Antikérper gegen das Spike-Protein aufwiesen, zielten Antikdrper
14



schwer Erkrankter oder Verstorbener haufiger auf die Nukleokapsid-Struktur®®. Bei schweren Ver-
ldufen ging die Hohe der gegen das Spike-Protein gerichteten 1gG mit der Hospitalisierungsdauer und
negativen Krankheitsparametern einher, schien aber keinen Prognoseparameter fir die Letalitat darzu-
stellen. Viel entscheidender hierfur ist wohl die Antikorperkinetik: Je spater die Antikérper anstiegen,

desto schlechter war die virale Kontrolle und damit das klinische Ergebnis der Infizierten’®%,

Die zentrale Schutzwirkung, sei es die Abschwachung einer aktuellen oder zukinftigen Erkrankung
oder die vollstdndige Abwehr einer erstmaligen oder erneuten Infektion, wird neutralisierenden Anti-
kdrpern zugeschrieben. Rekonvaleszenten-Seren zeigten fast immer neutralisierende Aktivitat — unab-
héngig von der Symptomatik (auch bei asymptomatischen Probanden) und vom Alter (auch bei Kin-
dern)’*7%941% Bej Rhesusaffen und Hamstern reichten schon geringe Titer neutralisierender Antikor-
per aus, um die Tiere vor einer Reinfektion zu schiitzen' %, Bei einem lokal begrenzten SARS-CoV-
2-Ausbruch auf einem Fischereiboot waren diejenigen Fischer, die aufgrund einer vorangegangenen
Infektion neutralisierende Antikérper aufwiesen, vor einer erneuten Infektion geschiitzt'™. Die durch
neutralisierende Antikdrper vermittelte Schutzwirkung wurde ebenfalls beobachtet, wenn die Antikor-
per durch Impfung induziert wurden'®*®, Dariiber hinaus wurde eine Korrelation zwischen neutrali-
sierenden Antikorpern und der Einddmmung der Virusausscheidung beobachtet, was hinsichtlich einer

107

sterilisierenden Immunitét relevant ist™". Auch eine passive Immunisierung mit neutralisierenden An-

tikdrpern verringerte in Tierstudien und erkrankten Patienten die Viruslast in den Atemwegen'®'%,
Einen Einfluss auf die Ausbildung neutralisierender Antikorper hat die Intensitét der Erkrankung: Bal
et al. konnten zeigen, dass die Titer neutralisierender Antikérper bei milden Verlaufen nur ein Sechstel

der Titer schwerer Verl4ufe betragen™.

Es ist jedoch verfriht, neutralisierende Antikorper als alleinigen Biomarker fir den Schutz vor einer
Reinfektion zu verwenden, zumal eine mogliche Schwelle fiir diese Schutzwirkung nicht bekannt ist.
Ebenso entscheidend oder gar wichtiger konnte die T-Zell-Antwort sein, deren Ausbildung mit einem
milderen Krankheitsverlauf korreliert ist und auch bei seronegativen Infizierten beobachtet werden
konnte'***?, Die hohere Anfalligkeit alterer Menschen gegeniiber SARS-CoV-2 kénnte nicht zuletzt

in ihrem kleineren Pool naiver T-Zellen begriindet sein®®**,

Da die Durchfiihrung von Neutralisationstests sehr aufwéndig ist, wurde die Neutralisationskapazitét
von Anti-SARS-CoV-2-Antikdrpern in vielen Studien nicht getestet. Aber auch ohne diese Kenntnis
konnte eine Korrelation zwischen der Antikdrperantwort und protektiven Effekten beobachtet werden:
Beim Ausbruch von SARS-CoV-2 auf einem Schulausflug blieben alle Schiiler mit bereits vorliegen-

den und nicht spezifizierten Antikérpern vor einer Reinfektion verschont'?

. Die Nachverfolgung eng-
lischer Gesundheitsarbeiter Uber sechs Monate zeigte ein deutlich reduziertes Risiko einer Reinfektion
bei Vorliegen von Anti-Spike oder Anti-Nukleokapsid-Antikérpern'®. In einer amerikanischen
Kohortenstudie mit drei Millionen Teilnehmenden war das Risiko fur einen positiven PCR-Test ab 90
Tagen nach Antikérpernachweis um den Faktor zehn gemindert'. Eine Beobachtungsstudie aus Da-
nemark zeigte beim Vergleich von erster und zweiter Infektionswelle (Mé&rz bis Mai versus September
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bis Dezember 2020) eine 80-prozentige Schutzwirkung (Anmerkung: zu dieser Zeit waren in Dane-
mark keine Virusvarianten dominant)*'®. Eine prospektive Multicenter-Studie in England zeigte eine
84-prozentige Risikoreduktion fiir eine Reinfektion bei vorangegangener Infektion. Bei vorangegan-
gener symptomatischer Infektion betrug die Risikoreduktion 93 Prozent (Anmerkung: wahrend des
letzten Teils des Beobachtungszeitraums zirkulierte die besorgniserregende Variante B.1.1.7 und ver-
ursachte etwa 50 Prozent aller Infektionen, schien aber keinen Einfluss auf die Reinfektionsrate zu
haben)''’. Auch die Verabreichung von IgG-Rekonvaleszenzplasma im frilhen Stadium von COVID-
19 schien dem Fortschreiten der Erkrankung entgegenzuwirken'®. Laut Siggins et al. ist davon auszu-
gehen, dass die Messung von Antikdrpern gegen die RBD oder S1-Einheit durch robuste serologische
Assays mit dem Schutz vor den meisten natlrlichen Expositionen gegenilber SARS-CoV-2 korre-

liert®. Nicht alle Autoren teilen jedoch diese Auffassung und duRern sich eher zuriickhaltend’.

Hinsichtlich der Mdglichkeit einer Reinfektion werden aufgrund der kurzen Beobachtungsperiode
Parallelen zu saisonalen Coronaviren gezogen. Bei diesen ist eine Reinfektion nicht untypisch und tritt
haufig zw6lf Monate nach Infektion auf*®. Da bei SARS-CoV-2 wiederholte Infektionen mit phylo-
genetisch unterschiedlichen Linien beobachtet wurden, scheinen Reinfektionen auch bei diesem Virus
moglich zu sein'®. In einer Preprint-Studie aus den Niederlanden, die die Antikrperantwort von 17
vermutlich Reinfizierten untersucht hat, wurde bei den Reinfizierten eine schnellere und starkere Anti-

kérperantwort gegen die RBD und S1-Einheit gefunden als bei erstmalig Infizierten'*

. Die Antikorper
der Reinfizierten wiesen darlber hinaus eine hohere Aviditat auf und die Betroffenen zeigten weniger

oder mildere Symptome.

Fraglich ist weiterhin, wie lange Anti-SARS-CoV-2-Antikorper nach Infektion fortbestehen. Dabei ist
insbesondere die Verfolgung milder und asymptomatischer Verlaufe von Interesse, da diese die Mehr-
zahl der Infektionen darstellen’®'?. Einzelne Kohortenstudien weisen darauf hin, dass die Antikérper-
antwort {iber mehrere Monate andauert: So lieRen sich in Studien aus Belgien'®, Island”® und den
USA* beim GroRteil der Teilnehmenden auch bei leichter oder mittelschwerer Erkrankung mindes-
tens vier Monate nach Infektion Antikdrper nachweisen. Eine Studie aus GroRbritannien fand selbst
beim Grofiteil asymptomatischer Betroffener vier Monate nach Infektion neutralisierende
Antikorper'. In einer amerikanischen Langzeitbeobachtung von SARS-CoV-2-Infizierten mit einer
reprasentativen Verteilung der Krankheitsintensitat ber sechs bis acht Monate zeigte sich zwar eine
stetige Abnahme der IgG-Antikorper gegen Nukleokapsid, Spike und RBD, jedoch waren am Ende
des Beobachtungszeitraums noch bei 90 Prozent der Teilnehmenden Anti-Spike und Anti-RBD IgG
sowie neutralisierende Antikérper nachweisbar’. Eine zehnmonatige Beobachtungsstudie aus Oster-
reich zeigte bei fast 80 Prozent der ehemals Infizierten mit meist mildem oder moderatem Verlauf ein
Fortbestehen neutralisierender Antikérper ohne relevanten Riickgang®'. Demgegeniiber dokumentieren
jedoch zahlreiche Studien eine Abnahme der Antikorperkonzentration bei bis zu achtmonatiger Ver-
folgung®*%%, Beij initial hohen Antikérper-Titern scheint es zu einer kontinuierlichen Abnahme zu

kommen, wéhrend bei initial niedrigen Titern zunéchst ein verspéateter Anstieg und erst im Anschluss
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stattfindender Riickgang beobachtet wurde®. Zudem scheinen die gegen die Nukleokapsid-Struktur
gerichteten Antikorper schneller abzunehmen als diejenigen gegen das Spike-Protein: Wahrend neut-
ralisierende und Spike-spezifische Antikdrper mindestens funf bis sieben Monate nachweisbar blie-
ben, waren Nukleokapsid-Antikérper nach diesem Zeitraum haufig nicht mehr vorhanden**. Gleich-
zeitig zeigte eine Verfolgung des Niveaus neutralisierender Antikérper tber drei Monate ebenfalls ein

schnelles Abfallen auf teilweise nicht mehr detektierbare Werte'*:.

Hinsichtlich der erreichten Anti-SARS-CoV-2-Antikdrperkonzentration beobachteten Yamayoshi et
al., dass die hochsten Antikorpertiter schwer Betroffener zwar initial héher sind als diejenigen mild
oder moderat Betroffener, der Antikdrperriickgang schwer Betroffener jedoch massiver ausféllt, so-

dass nach 60 Tagen bei allen Patienten ahnliche Antikdrpertiter vorliegen'®

. Wajnberg et al. beobach-
teten, dass sehr niedrige Anfangstiter im Laufe der Zeit auf nicht nachweisbare Werte fallen®. Dan et
al. beschreiben eine heterogene Antikdrperkinetik auch in der Langzeitbeobachtung von sechs bis acht
Monaten™. Angesichts der unterschiedlichen Antikorperreaktionen und —dynamiken kommt eine
prospektive Kohortenstudie aus Singapur zu dem Schluss, dass die Langlebigkeit der Immunantwort
nach Infektion mit SARS-CoV-2 nur auf individueller Ebene bestimmt werden kann'*. Dies unter-
streicht den Mehrwert individueller serologischer Testreihen fiir die Uberwachung der Immunantwort

jedes Einzelnen.

Bei Differenzierung der Antikdrpertypen wurde eine schnelle Abnahme von IgM und IgA beobachtet,
wihrend 1gG langer persistieren®®3 In einer Verfolgung mild oder moderat Betroffener tiber 31
Wochen nahmen neben den IgM- und IgA-Antikdrpern auch die neutralisierenden Antikorper ab, wéh-
rend die 1gG-Antikérper bei allen Teilnehmenden nachweisbar blieben'?. Bei einer Untersuchung von
3600 Haushalten im chinesischen Wuhan zeigte sich: Neun Monate nach Ausbruch von SARS-CoV-2
lagen bei 91 Prozent derjenigen, die urspriinglich 1IgG-Antikorper vorwiesen, weiterhin 1gG vor; von
IgA-Antikdrpern hingegen waren nur noch 22 Prozent vorhanden (bei 3,5 Prozent der Teilnehmer

nach urspriinglichen 15,8 Prozent)"*.

Da eine langere Beobachtung der Antikdrperantwort bei SARS-CoV-2 aufgrund der Neuartigkeit des
Virus nicht moglich ist, kdnnen Beobachtungen nach Infektion mit SARS-CoV zur Einschétzung der
Antikorperpersistenz niitzlich sein®. Bei Verfolgung urspriinglich hospitalisierter SARS-CoV-
Patienten Uber drei Jahre wurde eine Abnahme von IgG und neutralisierenden Antikdrpern
beobachtet**>**. Jedoch lieRen sich noch zwdlf Jahre nach Infektion Antikérper vom Typ lgG nach-
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weisen™'. Anderson et al. konnten bei vereinzelten Patienten noch 17 Jahre nach Infektion das Vorlie-

gen neutralisierender Antikorper beobachten'®. Die Dauer der Nachweisbarkeit korrelierte mit der

Schwere des Verlaufs'®,

Neben neutralisierenden Eigenschaften der Antikérper wird auch ihrer Fahigkeit zur Antikorper-
abhangigen zelluldren Zytotoxizitat und Phagozytose (antibody-dependent cellular cytotoxicity,
ADCC, und antibody-dependent phagocytosis, ADP) eine wichtige antivirale Funktion zugesprochen,

die mit reduzierter Krankheitsschwere und Mortalitat einhergeht®*****! \Wahrend in einer Studie vier
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Monate nach Symptombeginn nur noch bei 70 Prozent der Infizierten neutralisierende Aktivitat nach-
gewiesen werden konnte, blieb die Fahigkeit zu ADCC/ ADP in 94 Prozent bestehen'®. Die neutrali-
sierende Aktivitat von Antikdrpern korrelierte unabhéangig vom Schweregrad der Erkrankung mit ihrer
Fahigkeit, ADCC zu vermitteln'*. Zusatzlich wurde eine Korrelation zwischen ADCC und dem Level

129

von Anti-Spike 1gG gefunden . Gleichsam berichten Liu et al. von Antikdrpern, die die Infektiositét
des Virus nicht einddmmen, sondern vielmehr erhdhen'*. Diese sind gegen die N-terminale Domane
gerichtet, unterstitzen die Bindungsfahigkeit des Virus an den ACE-2-Rezeptor und wurden vornehm-

lich bei schwer Erkrankten gefunden.

Es ist unwahrscheinlich, dass die Persistenz von Serum-Antikorpern die einzige Determinante einer
lang anhaltenden Immunitat ist. Vielmehr scheint SARS-CoV-2 ein nachhaltiges zelluldres Immunge-
déachtnis zu induzieren: Bereits bei milden und moderaten Verldufen von COVID-19 liel3 sich vier
Monate nach Infektion ein konstanter Anstieg S-spezifischer IlgG+ Gedéchtnis-B-Zellen auf ein me-

130 Auch acht Monate nach

dianes Niveau von 0,8 Prozent aller IgG+ Gedéachtnis-B-Zellen beobachten
Infektion zeigte sich die Anzahl RBD-spezifischer IgG+ Gedéchtnis-B-Zellen konstant'?®. Wie Ste-
phens und McElrath schreiben, sollte ein friiher Riickgang neutralisierender Antikérper daher nicht
beunruhigen®. Vielmehr sei entscheidend, auf welchem Niveau sich die Antikérper langfristig einfin-
den. Wéhrend die anfanglichen Antikorper wahrscheinlich von Plasmablasten produziert werden und
zwei bis drei Wochen nach Symptombeginn ihre Maximalkonzentration erreichen, werden die anhal-
tenden Antikorpertiter wahrscheinlich von langlebigen Plasmazellen im Knochenmark produziert™.
Turner et al. konnten sieben bis acht Monate nach Infektion langlebige Plasmazellen im Knochenmark
moderat betroffener Patienten nachweisen'*. Die von Gedéchtnis-B-Zellen exprimierten Antikérper
weisen eine groflere somatische Hypermutation, Resistenz gegen RBD-Mutationen und erhéhte Potenz
auf, was auf eine fortgesetzte Evolution der humoralen Antwort hindeutet'?®. Dariiber hinaus wurde
bei einigen Patienten vier Monate nach Infektion eine Antigenpersistenz im Diunndarm beobachtet, die

zu einer konstanten Weiterentwicklung der Antikorper beitragen kénnte'?.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Dauer, Robustheit und Schutzvermdgen der Antikorperant-
wort nach Infektion mit SARS-CoV-2 noch immer nicht abschlieRend gekléart sind. Dies gilt insbeson-
dere fir den Zusammenhang zwischen Antikdrperspiegel und dem Schutz vor Reinfektion. Auch wird
sich zeigen, wie stabil die Antikdrperkonzentrationen im Zeitverlauf sind und welche Konsequenz ihre
potentielle Abnahme fir die Schutzwirkung hat. Weiterhin ist fraglich, welchen Einfluss neu auftre-
tende Virusvarianten haben werden, zumal flr diese eine Resistenz gegenliber der Neutralisierung

durch Plasma Rekonvaleszenter oder Geimpfter berichtet wurde*.

Bei allen zitierten Studien muss beriicksichtigt werden, dass die Beobachtungen auch durch Faktoren
wie Verhaltensdnderungen nach Infektion oder weniger ansteckende Virusvarianten beeinflusst wor-
den sein kdnnen. Extreme Dauer und Héhe viraler Exposition kdénnten eine Immunitat gegen SARS-

CoV-2 jedoch unterminieren®.
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2.1.3. Impfung gegen SARS-CoV-2

Impfstoffe werden derzeit als das wichtigste Instrument im Kampf gegen die SARS-CoV-2-Pandemie
angesehen. Dank Vorkenntnissen und erster Impfstoffstudien im Rahmen von SARS und MERS, der
Bestdtigung der zentralen Rolle des Spike-Proteins auch beim neuartigen Coronavirus, einer internati-
onal kooperierenden Wissenschaftsgemeinschaft sowie massiver finanzieller Unterstitzung, konnte
die Impfstoffentwicklung zur Einddmmung von SARS-CoV-2 in beispielloser Geschwindigkeit vo-
rangetrieben werden. Aktuell (Stand 25. August 2021) befinden sich 296 Impfstoffkandidaten in der
Entwicklung®. Zwischen Dezember 2020 und Marz 2021 hat die Europdische Arzneimittelagentur
auf Grundlage randomisierter, verblindeter und kontrollierter Studien vier Impfstoffe zugelassen, die
auch in Deutschland eingesetzt werden'’: Zwei in Lipid-Nanopartikel eingekapselte Impfstoffe auf
MRNA-Basis (BNT162b2 von BioNTech/Pfizer und mRNA-1273 von Moderna) sowie zwei rekom-
binante Schimpansen-Adenovirus-Vektoren (ChAdOx1 nCoV-19 von AstraZeneca und Ad26.COV2.S

von Johnson & Johnson/ Janssen). Sie alle kodieren fiir das Spike-Protein.

Impfstoffe 16sen in kontrollierter Form eine Immunantwort aus, die vor spéterer Infektion oder Er-

%8 Ahnlich dem Zustand nach Infektion reagiert

krankung mit einem spezifischen Pathogen schiitzt
das adaptive Immunsystem auf eine Impfung mit einer humoralen und zelluldren Immunantwort, wo-
bei Antikorpern eine maRgebliche Schutzwirkung zugeschrieben wird**. Im Rahmen der Zulassungs-
studien wurden die Impfstoffe auf Sicherheit und funktionale Immunitét Gberprift, nicht jedoch auf

ihre Fahigkeit, sterilisierende Immunitét herbeizufuhren.

BNT162b2 zeigte ab einer Woche nach Zweitimpfung eine Effektivitat von 95 Prozent, eine sympto-
matische SARS-CoV-2-Infektion zu verhindern**®, mRNA-1273 ab zwei Wochen nach Zweitimpfung
eine Effektivitdt von 94,1 Prozent™. Bei ChAdOx1 nCoV-19 wurde ab zwei Wochen nach Zweitimp-
fung eine durchschnittliche Effektivitat von 66,7 Prozent berichtet'. (Dabei hatte jedoch der Abstand
zwischen erster und zweiter Impfung einen Einfluss auf das Ergebnis: Betrug dieser mehr als zwolf
Wochen, wurde eine Effektivitat von 81,3 Prozent beobachtet; ein Impfabstand von weniger als sechs
Wochen ging mit einer Effektivitat von 55,1 Prozent einher.) Fir Ad26.COV2.S wurde ab zwei Wo-

chen nach Applikation eine Effektivitat von 66,9 Prozent berichtet™?,

Zur Einschatzung des Transmissionsrisikos unter Realbedingungen wurden und werden Populations-
studien durchgefiihrt, die teilweise noch nicht peer-reviewed sind. Thompson et al. konnten mittels
wdchentlicher Selbsttestung von fast 4000 Teilnehmenden eine 90-prozentige Schutzwirkung der
MRNA-Impfstoffe BNT162b2 und mRNA-1273 nachweisen, eine PCR-positive Infektion zu verhin-
dern (USA)™. Hall et al. fanden eine 85-prozentige Effektivitdt von BNT162b2 (GroRbritannien)*>,
Dagan et al. bei Testung von uber einer Million mit BNT162b2 Geimpften eine 92-prozentige Effekti-
vitat (Israel)™. Pritchard et al. konnten bei Verfolgung von tiber 370.000 Probanden eine Effektivitét
von 70 Prozent durch Impfung mit BNT162b2 oder ChAdOx1 nCoV-19 nachweisen, ohne Unter-
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schiede zwischen den Impfstoffen zu beobachten (Grof3britannien)™". Wurde trotz Impfung eine Infek-

tion nachgewiesen, so war deren Ct-Mittelwert (cycle threshold) hoher als bei naiven Infizierten, was
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auf eine niedrigere durchschnittliche Viruslast hindeutet>*****’. Eine Impfung mit BNT162b2 oder
ChAdOx1 nCoV-19 fiihrte weiterhin zu einer 40- bis 50-prozentigen Risikoreduktion, das Virus bei

dennoch erfolgter Infektion auf Haushaltsmitglieder zu iibertragen™®

. Wie Burioni und Topol schluss-
folgern, scheinen Impfstoffe die Replikation und Weitergabe von SARS-CoV-2 erfolgreich zu unter-

binden®®®,

Angesichts der beobachteten Abnahme neutralisierender Antikdrper nach Infektion mit SARS-CoV-2
folgern einige Autorinnen und Autoren, dass Impfungen zur Etablierung einer dauerhaften Schutzwir-
kung eine deutlich starkere Antikérperantwort auslésen missten als Infektionen™. Die bislang zuge-
lassenen Impfstoffe scheinen diese Pramisse teilweise zu erfillen: In Phase 1 und 2 Studien von
BNT162b2 lagen die Titer neutralisierender Antikérper eine Woche nach Zweitimpfung 3,8- (18- bis
55-Jahrige) beziehungsweise 1,6-fach (65- bis 85-Jahrige) liber dem Niveau Rekonvaleszenter'®. Eine
Verfolgung der jiingeren Gruppe Uber zwei Monate zeigte im Verlauf eine Abnahme der Antikorperti-
ter, jedoch lagen diese weiterhin iiber dem Niveau Rekonvaleszenter'®. mRNA-1273 zeigte neutrali-
sierende Antikorpertiter oberhalb des Medians rekonvaleszenter Proben®?, auBerdem eine Persistenz
iiber sechs Monate nach Zweitimpfung'®. ChAdOx1 nCoV-19 zeigte neutralisierende Titer im ahnli-
chen Bereich wie rekonvaleszente Plasmaproben nach mildem Verlauf'®*'®*. Auch Ad26.COV2.S
zeigte im Vergleich mit rekonvaleszentem Serum &hnliche Neutralisationstiter'®. Problematisch ist,
dass diese Studien unterschiedliche Immunoassays und Standards fir ,,Rekonvaleszenz* verwenden®,
Khoury et al. haben die in Phase 1 und 2 Studien beobachteten, neutralisierenden Titer zum jeweils
verwendeten rekonvaleszenten Titer normalisiert und mit Effektivitatsbeobachtungen der Phase 3 Stu-
dien in Beziehung gesetzt. Dabei fanden sie eine hohe, nicht-lineare Korrelation zwischen durch-

schnittlichem Neutralisationslevel und Schutzwirkung®®.

Bei Menschen mit durchlebter SARS-CoV-2-Infektion scheint die Verabreichung einer einzigen Impf-
stoff-Dosis die Immunitét zu erhdhen und auch gegen neue Virusvarianten zu schiitzen'®™'"°, Dabei
zeigten Rekonvaleszente nach Einfachimpfung mit einem mRNA-Impfstoff sogar hohere Titer als

immunologisch Naive nach Zweifachimpfung'®

. Andreano und Rappuoli vermuten, dass eine Boos-
ter-Impfung zweifach Geimpfter mit Impfstoffen der ersten Generation ebenfalls ausreichenden
Schutz vor besorgniserregenden Varianten bieten kénnte®. Zugleich fiihrte die Zweitimpfung Rekon-
valeszenter zu keiner weiteren Erhdhung des Antikdrpertiters'®®. Unklar ist, wie lang die beobachtete

Antikdrperantwort anhélt.

Auch wenn Impfungen hohe Antikérperlevel induzieren kdnnen, kénnten sie Infektionen insofern
unterlegen sein, als sie bei intramuskuldrer Applikation wahrscheinlich keine mukosale Immunitat
hervorrufen'’"'"2, Dies konnte bedeuten, dass Impfstoffe zwar eine funktionale, jedoch keine sterilisie-
rende Immunitét bewirken'®. Ein weiterer Nachteil kénnte sein, dass impfstoffinduzierte Antikérper
sich in ihrer Zielstruktur auf eine ausgewéhlte Struktur des Virus beschrédnken — wahrend durch Infek-
tion hervorgerufene Antikérper sich auch gegen andere Strukturen von SARS-CoV-2 richten
kénnen'™.
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Um Uberhaupt wirken zu kénnen, sind Impfstoffe auf ein funktionierendes Immunsystem angewiesen.
Dies ist nicht immer der Fall. So wurde beispielsweise bei Empfangern von Organtransplantaten, Dia-
lysepatienten oder Patienten mit malignem Lymphom eine reduzierte oder gar vollstdndig ausbleiben-
de Antikérperbildung beobachtet'™ ", Eine Anti-CD 20-Therapie scheint die Serokonversion eben-

falls zu verhindern®”’

. Weiterhin scheint eine bloRe Einfachimpfung bei &lteren Menschen eine gerin-
gere Neutralisierungskapazitat (auch gegeniiber VOC) herbeizufiihren, was durch Zweifachimpfung

jedoch ausgeglichen werden kann'’®,

Das Impfstoff-vermittelte Schutzpotential hangt nicht nur von neutralisierenden Antikdrpern, sondern
auch von einer effektiven T-Zell-Antwort ab®. Fiir die in dieser Arbeit diskutierten Impfstoffe konnte
diese beobachtet werden™®'%#1"18 Tarke et al. konnten zudem zeigen, dass T-Zellen ehemals Infi-
zierter oder Geimpfter (MRNA-1273 oder BNT162b2) auch Varianten von SARS-CoV erkennen®®’.

Weiterhin beruht der Erfolg eines Impfstoffs auf einem funktionierenden Immungedéchtnis™. Dieses
besteht aus Gedachtnis-B-Zellen, Antikorpern und Gedachtnis-CD4" oder Gedachtnis-CD8* T-Zellen.
Turner et al. konnten durch Punktion axillarer Lymphknoten zeigen, dass BNT162b2 zwolf Wochen
nach vollstandiger Impfung ein annahernd konstantes Niveau spezifischer B-Zellen und Plasmablasten

in Keimzentren induziert, was auf eine langlebige B-Zell-Antwort durch Impfung hindeutet®2.

Nichtsdestotrotz vermitteln Impfstoffe keinen 100-prozentigen Schutz vor einer Infektion oder Er-
krankung. Das amerikanische CDC definiert als vaccine breakthrough cases Personen, bei denen
SARS-CoV-2-RNA oder -antigen in einer Atemwegsprobe nachgewiesen wurde, welche mindestens
14 Tage nach Abschluss der primaren Serie eines von der U.S. Food and Drug Administration (FDA)
zugelassenen COVID-19-Impfstoffs entnommen wurde®, Diese Falle sind jedoch in der Regel mit

weniger schweren Verlaufen der Erkrankung verbunden'®*'%,

Unsicher ist weiterhin, wie gro8 die Schutzwirkung der bislang verwendeten Impfstoffe gegentiber
neu auftretenden Virusvarianten ist und ob, beziehungsweise wie schnell, die Impfstoffe angepasst
werden kénnen®. Einige Impfstoffe zeigten gegeniiber Virusvarianten eine reduzierte Effektivitat und
zum Teil niedrigere Titer neutralisierender Antikorper®®'®-%_ Nichtsdestotrotz scheint eine vollstan-

dige Impfung auch in diesen Fallen Schutz vor schweren Verlaufen zu bieten'®.

Ab Ende Februar 2021 wurden nach Impfung mit ChAdOx1 nCoV-19 oder Ad26.COV2.S vereinzelte
Falle ungewdhnlicher thrombotischer Ereignisse in Kombination mit einem Abfall der
Thrombozytenzahl beobachtet. Der zugrunde liegende Mechanismus wurde als impfstoffinduzierte
immunthrombotische Thrombozytopenie (vaccine-induced immune thrombotic thrombocytopenia,
VITT) beschrieben™*'*!, Das erhéhte Risiko fiir diese Ereignisse bei gleichzeitig niedrigem Risiko fiir
schwere COVID-19-Verldufe veranlasste die Standige Impfkommission zu der Empfehlung, dass Per-

sonen unter 60 Jahren eine Zweitimpfung mit einem mRNA-Impfstoff erhalten sollen'®

. Aufgrund der
Uberlegenen Immunantwort dieses Impfschemas im Vergleich zur homologen Impfung mit ChAdOx1

nCoV-19"* wurde die Empfehlung im Verlauf altersunabhangig ausgesprochen**,
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Auch wenn im Rahmen der SARS-CoV-2-Pandemie wissenschaftliche Erkenntnisse in ungekannter
Geschwindigkeit zusammengetragen wurden, bleiben zahlreiche Fragen offen: Wie lang persistiert die
Antikdrperantwort nach Impfung? Welchen Verlauf zeigt sie im Vergleich zur Antikdrperantwort nach
natlrlicher Infektion? Welchen Effekt haben Booster-Impfungen? Wann sind sie sinnvoll, wann not-
wendig? Welchen langfristigen Effekt zeigen heterologe Impfschemata? Reduzieren Impfungen nur
das Auftreten symptomatischer Erkrankungen oder kdnnen sie auch sterilisierende Immunitat vermit-
teln? Angesichts knapper Ressourcen: Sollten primar diejenigen geimpft werden, die eine starke Anti-
kdrperantwort ausbilden und zum nachhaltigen Erreichen einer Herdenimmunitét beitragen kénnten

oder stattdessen vulnerable Gruppen Vorrang haben?

2.1.4. Diagnostische Verfahren

Die Nachweismethoden fir SARS-CoV-2 sind vielfaltig und dienen der Beantwortung von Fragen auf
Individualebene (Ist eine Person akut infiziert? Kann sie das Virus weitergeben? Liegt eine Virusvari-
ante vor? War eine Person bereits in der Vergangenheit infiziert? Welche Immunantwort bildet sie
nach Infektion oder Impfung? Wie lang hélt diese an? Ist eine Booster-Impfung notwendig?) sowie auf
Kohortenebene (Welcher Anteil einer Gruppe war bereits infiziert? Wie viele Infizierte wurden nicht
erfasst? Wie entwickelt sich das Infektionsgeschehen im Zeitverlauf? Welche Berufsgruppen/ Alters-

klassen/ Wohnorte sind hdufiger betroffen als andere?).

Die friihzeitige Identifizierung einer infizierten Person ist essentiell, um effektive Malinahmen gegen
die unkontrollierte Verbreitung des Virus einleiten zu kénnen. Dies erfordert schnelle und akkurate
Testverfahren. Dank der friihzeitigen Sequenzierung und Freigabe des viralen Genoms auf einer offe-
nen Plattform konnten nukleinsdurebasierte Tests entwickelt werden, allen voran die Echtzeit reverse
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (real-time reverse transcription polymerase chain reaction,
rRT-PCR)™, die seither millionenfach zur Diagnose von SARS-CoV-2-Infektionen eingesetzt wurde.
Mittels Amplifikation der viralen RNA aus Nasen- oder Rachenabstrich wird der Erreger in der rRT-
PCR direkt nachgewiesen, wobei die Detektionsrate in Nasopharynx-Proben derjenigen in
Oropharynx-Proben tiberlegen ist'®*'¥. Auch bronchoalveolédre Lavage, Sputum oder Trachealsekret,
Vollblut, Serum oder Stuhl eignen sich fir den RNA-Nachweis'. Im Sinne einer besseren
Tolerierbarkeit wurden alternative Matrices (zum Beispiel Speichel, Rachenspiilwasser, Ausatemluft)

mit variabler Ergebnisqualitat'>'®®

und die angeleitete Selbstbeprobung mit vergleichbaren Ergebnis-
sen zur Probenentnahme durch geschultes Personal getestet'*. Fiir Gebiete mit eingeschrankten Res-
sourcen wurden isotherme genombasierte Tests entwickelt?®. Zur Detektion besorgniserregender Vi-
rusvarianten kommen PCR-basierte Genotypisierungsassays und Gesamtgenomsequenzierungen zum

Einsatz.

Neben ihrer standardmaRigen Verwendung fur den Nachweis einer akuten Infektion kénnten PCR-

Tests auch eine epidemiologische Funktion erflillen: Hay et al. konnten zeigen, dass sich aus einmali-
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gen quantitativen PCR-Tests unter Verwendung des Ct-Werts Ruckschlisse auf die Infektionsdynamik
auf Populationsebene ziehen lassen, da Ct-Werte sich im Verlauf der Infektion verédndern. Die Auto-
rinnen und Autoren schlussfolgern, dass sich dadurch Schatzungen der Bevdlkerungsinzidenz verbes-

sern lieRen — ,,ein Malf3, das ohne serologische Studien oft schwer zu erfassen ist«?t,

Auch wenn die rRT-PCR in der SARS-CoV-2-Diagnostik den Ruf des Goldstandards genieft, ist die-
ser nicht unumstritten?®?: So wurden — selbst bei Vorliegen positiver radiologischer Befunde — zahlrei-
che falsch negative Testergebnisse berichtet'**?*2% Ein systematischer Review dokumentierte bis zu

33 Prozent falsch negativer Befunde?®

. Gruinde kdénnen fehlerhafte Probenentnahmen, zu geringe Pro-
benmengen, ein ungiinstiger Entnahmezeitpunkt, Transport- oder Laborfehler sein. Neue PCR-Assays
werden héufig an schwer kranken Patienten getestet — unter idealisierten Bedingungen, die den Um-

standen in der realen Welt oft nicht entsprechen®®

. Aufgrund der begrenzten Aussagekraft negativer
Testergebnisse rat das Robert Koch-Institut daher von der massenhaften Testung asymptomatischer
Personen mittels rRT-PCR im Sinne eines Screenings ab™. Auf der anderen Seite kénnen Virusfrag-
mente auch bei asymptomatischen Patienten noch Wochen nach Infektion persistieren'® 22 Kom-
merziell erhéltliche PCR-Tests sind nicht in der Lage, zwischen vermehrungsfahigem Virus und toten
Fragmenten zu unterscheiden und somit eine Aussage iber die akute Infektiositdt zu treffen'’. Diese
kann lediglich mittels Virusanzucht nachgewiesen werden, was jedoch sehr aufwéndig und wenig
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praktikabel fir ein groRes Probenaufkommen wie bei SARS-CoV-2 ist™. Weitere Nachteile von

PCR-Tests sind ihre lange Durchlaufzeit, die Notwendigkeit von geschultem Personal und sicherer

Laborausstattung sowie eine leichte Kontaminierbarkeit™®®.

Als Erganzung (oder perspektivischer Ersatz) von PCR-Tests kénnen Antigentests dienen, deren
Funktionsprinzip auf der Detektion viraler Proteine basiert. Sie kdnnen laborbasiert (fluoreszenz- oder
chemilumineszenzbasiert) oder in Form von Lateral Flow Assays als Point-of-Care-Tests eingesetzt
werden. Antigentests sind preiswert, kénnen selbstdndig durchgefiihrt werden und zeigen vornehmlich

bei hoher Viruslast eine hohe Sensitivitat?'

. Aufgrund ihrer schnellen Durchfuhrbarkeit eignen sie
sich insbesondere dann, wenn ein Ergebnis kurzfristig erforderlich ist. Die Detektionsrate von Anti-
gentests ist abhéngig von der Virusmenge in der entnommenen Probe. Die Tests zeigen insgesamt eine

variable sowie im Vergleich zur rRT-PCR geringere Sensitivitat®™.

Auch serologische Tests haben das Potential, die Standardmethode PCR zur Diagnose von COVID-19
zu ergénzen, um falsch negative Ergebnisse angesichts einer abnehmenden Virusausscheidung in den
oberen Atemwegen zu korrigieren®’. lhr Funktionsprinzip basiert auf der Detektion von Antikdrpern
(IgM, 1gG, IgA oder eine Kombination der Genannten) gegen spezifische Strukturen von SARS-CoV-
2 (meist Spike, RBD oder Nukleokapsid). Die Bandbreite serologischer Tests erstreckt sich von
schnell  durchfuhrbaren Lateral Flow Immunoassays (LFIAs) (ber zeitaufwandigere
Enzymimmunoassays (ELISAS) oder Neutralisationstests, Microarrays und Zytometrie-Methoden bis
hin zu automatisch betreibbaren Chemilumineszenz-lmmunoassays (CLIAs)". Aufgrund der verzé-
gerten Antikdrperantwort nach Infektion sind serologische Tests nicht fur die Detektion einer akuten
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Infektion geeignet®'. Sie sind jedoch fiir die Messung der Seropravalenz in einer Population, Verfol-
gung der Antikdérperdynamik nach Infektion, Untersuchung maoglicher Schutzkorrelate vor Reinfekti-
on, Identifizierung geeigneter Plasmaspender, Uberwachung der Antikorperreaktion nach verschiede-
nen Impfstoffen und Impfschemata sowie zur Beantwortung epidemiologischer Fragestellungen und
Beurteilung politischer Malinahmen von hohem Wert. Aufgrund ihres Designs und ihrer Eigenschaf-
ten (schneller Umsatz, groRes Probenvolumen, einfache Handhabbarkeit) erlauben ELISAs und CLIAs

das Screening groRer Populationen in kurzer Zeit*®.

Wahrend PCR-Tests schnell auf SARS-CoV-2 angepasst wurden, dauerte die Entwicklung serologi-
scher Assays langer. Dies ist unter anderem auf Engpasse positiver Kontrollseren und die Notwendig-
keit umfangreicher Spezifitats- und Sensitivitétstests angesichts bereits bestehender Immunitdt gegen
saisonale Coronaviren zuriickzufiihren®?. Die Bereitstellung von Protokollen zur Herstellung rekom-
binanter Antigene hat die Entwicklung serologischer Assays unterstltzt und von der Notwendigkeit

213

befreit, Labore der Schutzstufe 3 vorzuhalten®. Auch wenn serologische Tests vielleicht sogar sensi-

tiver sein konnten als die rRT-PCR, mussen sie sich jedoch an diesem Goldstandard messen lassen,

solange kein anderer Referenztest etabliert ist™®,

d?®. Mit ihnen kann

Unter den serologischen Testverfahren gelten Neutralisationstests als Goldstandar
die neutralisierende Eigenschaft einer Probe beurteilt werden. Da neutralisierenden Antikdrpern eine
maRgebliche Schutzfunktion vor Reinfektion zugesprochen wird, kommerzielle Assays héufig jedoch
keinen Anspruch auf die Detektion neutralisierender Antikorper erheben, sind reaktive Proben nicht
mit einem Schutz vor Reinfektion gleichzusetzen?. Im Sinne einer besseren Handhabbarkeit wurden
inzwischen Surrogat-Neutralisationstests entwickelt, die ohne Zellkultur und Laborbedingungen der
Schutzstufe 3 durchgefiihrt werden kdnnen. Auch wurde gezeigt, dass Antikérper gegen die RBD mit
neutralisierender Aktivitat korrelieren®*. Die Firma Roche beschreibt fiir den in dieser Arbeit verwen-
deten Elecsys Anti-SARS-CoV-2 Assay ein gute, fir den Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S Assay sogar
signifikante Korrelation mit Neutralisationstests®®. Tang et al. konnten bei Untersuchung von drei
kommerziellen Assays (darunter der Roche Elecsys Anti-SARS-CoV-2 Assay) jedoch eine lediglich

schwache Korrelation zu neutralisierenden Tests feststellen?®.

Gerade angesichts einer niedrigen Pravalenz erfordern serologische Tests eine hohe Sensitivitat und
Spezifitdt, um eine korrekte Aussage ber das Vorliegen von Antikorpern treffen zu kénnen. Die
WHO fordert von neu entwickelten Testverfahren eine Spezifitadt und Sensitivitdt von mindestens 97
respektive 95 Prozent?'’. Bei einer Abwagung zwischen den Parametern fiir das Screening einer Popu-
lation wird zur zuverlassigen Einschétzung der stattgehabten Exposition eine hohe Sensitivitat bevor-

zugt?®

. Wenn ein positives Ergebnis jedoch mit unverhéltnismaRigen nachteiligen Konsequenzen
verkniipft ist, ist eine hohe Spezifitat essentiell’?. Da IgM eine geringere Affinitat zu Antigenen auf-
weisen, muss fir Tests, die ausschlieBlich diese Antikorperklasse detektieren, eine héhere Spezifitéts-
schwelle definiert werden™. Wie Li et al. bei der Entwicklung eines LFIA zeigen konnten, ist die Sen-
sitivitat groRer, wenn serologische Assays nicht gegen distinkte Antikorperklassen, sondern mehrere
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Typen gleichzeitig testen?®. Da neutralisierende Antikérper maRgeblich gegen das Spike-Protein ge-
richtet sind, unterliegt dieses einem hohen Selektionsdruck. Dies kénnte dazu fuhren, dass serologi-
sche Tests in Zukunft an Sensitivitdt einbiRen und (ebenso wie Impfstoffe) angepasst werden

missen’t.

Ein weiteres wesentliches Merkmal serologischer Assays ist ihre Robustheit gegeniiber einer
Kreuzreaktivitat mit anderen Pathogenen, insbesondere anderen zirkulierenden Coronaviren. Zwar ist
die genetische Ubereinstimmung der immunogenen Strukturen zwischen SARS-CoV-2 und endemi-

schen Coronaviren, deren Seropravalenz héufig tiber 90 Prozent liegt?®

, gering, jedoch besteht eine
groBe Homologie zu SARS-CoV?'. Auch geographische Faktoren miissen beriicksichtigt werden,
wurde beispielsweise eine Kreuzreaktivitat zwischen SARS-CoV-2 und dem Denguevirus beschrie-

ben222

Inzwischen wurden zahlreiche serologische Tests entwickelt und eingefiihrt, die sich in Treffsicher-
heit, Kosten und Benutzerfreundlichkeit unterscheiden. Dabei kénnen bei einem grofen Probenauf-
kommen bereits kleine Unterschiede in Sensitivitidt und Spezifitat zu gravierenden Unterschieden in

der Anzahl falscher Diagnosen fiihren*?®

. Vereinzelte Studien haben einzelne Assays miteinander ver-
glichen, konnten jedoch stets nur eine begrenzte Anzahl an Tests sowie eine begrenzte Vielfalt an
Probanden einschlieRen®??%% Es st daher schwierig, die Testergebnisse verschiedener Assays mit-
einander zu vergleichen. Zur Umgehung dieses Problems hat die WHO vorgeschlagen, serologische
Assays gegen einen Standard auf Basis rekonvaleszenter Seren zu normalisieren und einen entspre-
chenden Standard entwickelt?*”**®, Schallier et al. rufen bei der Interpretation serologischer Ergebnisse
zu Vorsicht auf: Im Zeitverlauf zeigten verschiedene Assays divergierende Antikorperkinetiken an,
auch wenn sie gegen die gleiche Zielstruktur gerichtet waren und die gleiche Antikorperklasse detek-

tierten®?°,

Der Einsatz kommerzieller Hochdurchsatz-Assays hat neben der Analyse eines grofien Probenvolu-
mens gegeniber hauseigen entwickelten Assays den Vorteil, dass ihre gro3flachige Implementierung
mit einer Vergleichbarkeit der Messwerte zwischen verschiedenen Laboren einhergeht?®. Im Ver-
gleich von laborbasierten und Lateral Flow Assays liefern LFIAs zwar ein schnelleres Ergebnis, wei-
sen jedoch haufig eine deutlich geringere Sensitivitat auf und kénnen keine quantitative Aussage tref-

fen'®. Damit sind LFIAs fiir die experimentelle Arbeit wenig attraktiv.

Aufgrund positiver Erfahrungswerte sowie der lokalen Verfiigbarkeit eines Cobas e411 Analyzers fir
Immunoassay-Tests (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) wurden in dieser Arbeit
zwei Assays der Firma Roche verwendet: Der qualitative Assay (Elecsys Anti-SARS-CoV-2) ist ge-
gen das Nukleokapsid-Antigen gerichtet und detektiert Antikérper nach Infektion; der quantitative
Assay (Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S) ist gegen die Rezeptorbindungsdomane gerichtet und detektiert
Antikorper nach Infektion oder Impfung. In kombinierter Anwendung erlauben sie die Differenzierung
zwischen der Immunantwort nach Impfung oder Infektion (sofern ein Spike-basierter Impfstoff ver-

wendet wurde). Beide Assays zeigen keine Kreuzreaktivitat mit zirkulierenden endemischen humanen
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Coronaviren®?*_Im Vergleich mit anderen serologischen Assays weisen sie eine hohe Sensitivitat

und Spezifitat auf®®?232%,

In dieser Arbeit sollen serologische Tests unter anderem zur Einschédtzung des stattgefundenen (und
moglicherweise unentdeckten) Infektionsgeschehens in einer definierten Kohorte eingesetzt werden.
Das in Deutschland fur die Erfassung von SARS-CoV-2-Infektionen zustdndige Robert Koch-Institut
veroffentlicht gemald seiner Falldefinition nur laborbestatigte Falle unabhéngig vom Vorliegen klini-
scher Symptome*?. Faktoren wie die Unterlassung einer Testung bei nicht oder nur milde ausgepragten
Symptomen, eine unzureichende medizinische Versorgung, fehlende Testkapazitaten, falsch-negative
Tests oder ein unvollstandiger Ergebnisbericht kénnen die Vollstandigkeit der Erfassung beeinflussen.

Die berichteten Fallzahlen stellen meist nur die ,,Spitze des Eisbergs* dar®*

. Antikorperstudien kon-
nen helfen, die tatsdchliche Anzahl von Personen mit durchlebter SARS-CoV-2-Infektion einzuschat-
zen. Damit sind sie ein wertvolles Werkzeug, den Infektions-Verstorbenen-Anteil zu berechnen, die
Wirksamkeit ergriffener MaRnahmen zu bewerten oder den Anteil der moglicherweise immunen Be-
vblkerung abzuschétzen. Eine internationale Ubersichtsarbeit hat ermittelt, dass das Verhaltnis von
serologisch aufgedeckten zu bereits bekannten Infektionen durchschnittlich 11,1 betrug, wobei die
Spannweite von 2 (Farder Inseln, Danemark) bis 103 (Indien) reichte®®. In Deutschland ermittelte das
RKI1 im Rahmen der Studie ,,Corona-Monitoring lokal* an vier Hotspots eine Untererfassung im Ver-
haltnis 1,6 (Straubing), 2,2 (Berlin-Mitte), 4,5 (Bad Feilnbach) und 6 (Kupferzell)®*. Die Studie wur-
de fur 8000 Teilnehmende konzipiert. Bemerkenswerterweise konnten (je nach Hotspot) bei 53, 37, 24
und 11 Prozent der Teilnehmenden, die einen positiven PCR-Test angaben, keine Antikorper nachge-

wiesen werden.

Serologische Tests kdnnen helfen, zentrale Fragen in der Erforschung und Einddmmung von SARS-
CoV-2 zu beantworten. Ihr grofRer Nachteil besteht jedoch darin, dass sie auf die Entnahme von Voll-
blutproben angewiesen sind — ein Problem, das durch den Einsatz getrockneter Blutstropfen umgangen

werden kann.

2.2  Dried Blood Spots (DBS)

2.2.1. Allgemein

Auch wenn vendse Vollblutproben oft die Standardmatrix fir medizinische Blutanalysen darstellen, ist
ihre Entnahme nicht immer mdglich, da sie spezielles Material, Personal, Fachkenntnisse oder Trans-
portmoglichkeiten erfordern. In diesen Situationen kénnen getrocknete Blutstropfen (dried blood

spots, DBS) als Alternative zu den Referenzproben Plasma und Serum dienen®’.

Die Idee, getrocknete Blutstropfen zu diagnostischen Zwecken zu nutzen, wird dem Begrinder der
modernen klinischen Mikrochemie Ivar Christian Bang zugeschrieben, der 1913 Glukose aus Eluaten

getrockneter Blutstropfen bestimmte®*?*. Guthrie und Susie entwickelten die Methode weiter und
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wendeten sie 1963 fir die Untersuchung Neugeborener auf Phenylketonurie an“™. Damit sicherten sie

sich bis zum heutigen Tag einen Platz in der Routineuntersuchung Neugeborener.

Getrocknete Blutstropfen werden gewonnen, indem die Haut von Fingerbeere oder Ferse desinfiziert
und mit Hilfe einer Einmallanzette minimal inzidiert wird. Nach Entfernung des ersten Blutstropfens
zur Minimierung des Anteils an Gewebefllssigkeit konnen wenige Tropfen Blut derart auf ein Filter-
papier aufgetragen werden, dass dieses bis auf die Rlckseite durchtrénkt ist. Die Probe wird etwa drei
Stunden an der Luft getrocknet, bevor sie gemeinsam mit einem Trockenmittel-Packchen und Feuch-
tigkeitsanzeiger in verschlielbaren Kunststoffbeuteln verpackt wird. In Abhéngigkeit von Luftfeuch-
tigkeit, Temperatur, Spot-GrofRe oder Papierbeschaffenheit kann ein langeres Trocknen erforderlich
sein®!. Eine hermetische Verpackung sollte vermieden werden, da diese zu erhdhter Temperatur und
Feuchtigkeit filhren kann, was die Analytenstabilitat negativ beeinflussen kann******. Die Verschi-
ckung an ein Labor erfolgt per einfacher Post unter Berlicksichtigung lokaler
Transportvorschriften®*?*, Haufig eingesetzt werden unbehandelte Karten auf reiner Zellulosebasis
(zum Beispiel FTA® DMPK-C, Whatman® 903 oder Ahlstrom 226); die Karten kénnen jedoch auch
chemisch vorbehandelt sein, sodass nach dem Auftragen Enzyme und andere Proteine denaturieren,
Zellen abgebaut oder Krankheitserreger inaktiviert werden (zum Beispiel Whatman® FTA®, FTA®
Elute, FTA® DMPK-A oder FTA® DMPK-B)*®. Im Labor kénnen die getrockneten Blutstropfen
manuell oder automatisiert ausgestanzt und weiteren Analyseschritten zugeftihrt werden. Eine automa-
tisierte Extraktion wurde fiir verschiedene Anwendungen beschrieben, darunter auch fir Anti-SARS-
CoV-2-Antikorper?*t247:248

Durch die einfache Handhabbarkeit ist die Entnahme der Blutstropfen schnell erlern- und anwendbar,
was auch medizinischen Laien eine eigenstandige Durchfiihrung erlaubt. Dies ermdglicht das Sam-
meln eines grofien Probenvolumens in kurzer Zeit. DBS erfordern nur ein kleines Blutvolumen, was
sie inshesondere fur die Kinderheilkunde und regelméRige Messungen attraktiv macht. Sie sind kos-
tengiinstig und bergen wenig Risiko fur bakterielle Infektionen der Testperson, da die sonst notwendi-
ge Phlebotomie entféllt. Da die Probenentnahme selbstdndig durchgefuhrt werden kann, entféllt auch
das Infektionsrisiko fir die Person, die unter normalen Umstanden die Probe entnehmen wirde. Die

55,249

getrockneten Proben scheinen weniger infektids zu sein als Vollblutproben und kénnen zwischen

242

-20 und + 4°C uber mehrere Monate gelagert werden*. Direkte Sonneneinstrahlung, hohe Luftfeuch-

tigkeit und Temperatur kdnnen die Analytenstabilitat negativ beeinflussen®#.

Die Nachteile von DBS: Gerade weil sie nur ein kleines VVolumen haben, erfordern sie eine sensitive
Analysetechnik; im Vergleich zu herkémmlichen Methoden haben sie hdufig eine niedrigere Sensitivi-
tét; trotz Anleitung ist die selbstdndige Probenentnahme nicht immer erfolgreich; kapilldre Konzentra-
tionen konnen von vendsen Konzentrationen abweichen, da DBS neben Blutzellen und Plasma auch
interstitielle Flissigkeit enthalten; Hamatokrit, Spotgréfie- und homogenitat sowie Papiereigenschaf-

ten kdnnen variieren und das Ergebnis beeinflussen?%%°02%2,
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In den vergangenen Jahren wurden DBS fir vielféaltige Zwecke eingesetzt, die von préklinischen und
klinischen Pharmakokinetikstudien®®, der  therapeutischen Medikamenteniiberwachung
(Antiepileptika, Immunsuppressiva, Antibiotika, antiretrovirale, kardiovaskulare oder psychoaktive
Medikamente)®%?* {iber Toxikokinetikstudien®®, Doping- oder Umweltkontaminationskontrollen®®
bis hin zur mikrobiologischen oder epidemiologischen Krankheitsiiberwachung reichen””*®, Neben
Praktikabilitats- und 6konomischen Vorteilen haben auch ethische Uberlegungen hinsichtlich tierexpe-
rimenteller Studien die Anwendung von DBS untermauert®*. Um der Tatsache Rechenschaft zu tra-
gen, dass das Verfahren auch fiir andere Matrices als Blut implementiert wurde, sprechen einige Auto-

rinnen und Autoren von Dried Matrix Spots (DMS)?*.

Auch im Virenscreening sind DBS etablierte Hilfsmittel und wurden von der WHO fir die Diagnose
von HIV, Hepatitis B und C im Feldeinsatz empfohlen®"#*°, Weitere Feldanwendungen wurden bei-
spielsweise fiir Masern®®, CMV*®* oder Malaria®® erprobt. Wie Amini et al. in einer systematischen
Ubersichtsarbeit zusammenfassen, konnte die Detektion von Antikérpern in DBS fir zahlreiche Enti-
taten (darunter Hepatitis A, B, C, E, HIV, HPV, EBV, CMV, Polyomaviren, Mumps, Masern, Rételn,
Pertussis, Syphilis, Helicobacter Pylori, Cholera, Tuberkulose, Malaria oder Toxoplasmose) gezeigt

263 Die Autorinnen und Autoren konnten insbesondere fir SARS-CoV-2 eine hohe Korrelation

werden
zwischen DBS- und Serumproben feststellen, was ihren Nutzen fur epidemiologische und Impfstoff-

Studien unterstreicht.

2.2.2. Anwendung fir SARS-CoV-2

DBS bieten zahlreiche Vorteile fiir ein schnelles, ékonomisches und dezentrales Screening grofer
Kohorten — attraktiv fir die Uberwachung eines Infektionsgeschehens, das sich innerhalb kurzer Zeit
weltweit ausgebreitet hat und weiterhin ein ,,globales Desaster bleibt“**. Dank der eigensténdigen Pro-
benentnahme und geringen Material- und Transportkosten kénnen auch Menschen eingeschlossen
werden, die aufgrund geringer oder fehlender Symptome keine medizinische Einrichtung aufgesucht

héatten oder aufgrund limitierter Ressourcen keinen Zugang zu einer solchen haben.

Die eigenstandige DBS-Entnahme zu Hause mit anschlieBender Verschickung wurde fir SARS-Cov-2
mit zufriedenstellenden Ergebnissen erprobt und von den Teilnehmenden gut toleriert?®**®. In kleine-
ren Machbarkeitsstudien wurde die Detektion mittels ELISA oder ECLIA in Risikokohorten
evaluiert??®*#8  Dabei konnte beispielsweise die davor unbekannte und (berraschend hohe
Serokonversionsrate von 80 Prozent unter Haushaltsangehérigen einer zuvor mit SARS-CoV-2 infi-
zierten Person identifiziert werden®. Initiativen in den USA und Schweden haben gréRere Studien mit
10.000 beziehungsweise 1.000 Teilnehmenden durchgefihrt, um unentdeckte Coronavirus-Infektionen
aufzudecken®®®®’. Die US-Studie schloss ausschlieRlich Teilnehmende ohne vorherige COVID-19-
Diagnose ein und ermittelte unter diesen eine Seropositivitatsrate von 4,6 Prozent. Dies entspricht fast
fiinf zuvor unbekannten Féllen pro diagnostizierter Infektion. Die Autorinnen und Autoren konnten

dariiber hinaus interessante Aspekte hinsichtlich geographischer Region (htchste Prévalenz an der
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Ost-Kiste), Ethnie (hochste Préavalenz unter Afroamerikanern), Arbeitsort (geringere Pravalenz beim
Arbeiten zu Hause), Alter (hochste Pravalenz in der Gruppe der 18- bis 44-Jahrigen), Geschlecht (ho-
here Prévalenz bei Frauen), Vorerkrankungen (geringere Prévalenz bei Vorliegen von Risikofaktoren)
herausarbeiten. Aufgrund des schonenden Verfahrens ist eine Anwendung von DBS auch bei Neuge-
borenen moglich. Interessanterweise scheinen DBS-Serologien Neugeborener bei SARS-CoV-2 miit-

terliche und bevélkerungsweite Infektionsraten widerzuspiegeln®®.

Beim Altern von Matrices kdnnen sich Faktoren wie die Analytenstabilitat oder der Extraktionsgewinn
verandern®®. Getrocknete Matrices zeigen gegeniiber fliissigen Matrices jedoch aufgrund reduzierter
enzymatischer Aktivitdt haufig eine hohere Stabilitat™®. Da Anti-SARS-CoV-2-Antikérper sich in
DBS bei luftdichter Lagerung bei +4°C auch iiber mehr als sechs Monate stabil zeigten®*® und ihre
Lagerung im Vergleich zu Serum- oder Plasma-Proben zahlreiche Vorteil hat, ist ihr Einsatz auch im
Rahmen langfristiger epidemiologischer Studien denkbar. Neben der Antikorperdiagnostik kdnnten
DBS im Kontext von SARS-CoV-2 auch fir Zytokin-Assays oder zur therapeutischen Medikamen-

teniiberwachung eingesetzt werden®*.

Inzwischen haben vereinzelte Studien die Anwendung von DBS zur Detektion von Anti-SARS-CoV-
2-Antikdrpern mit positiven Resultaten hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitat erprobt”*?"*?>, Dabei
wurden auch die in dieser Arbeit verwendeten Assays von Roche eingesetzt?*®?"°, Bislang beschranken

sich die Studien jedoch meist auf rein qualitative Analysen.

2.2.3. Volumetrische Probenentnahme

Ein Nachteil von DBS ist die Variabilitat der Messergebnisse angesichts unterschiedlicher VVolumina
aufgetragenen Blutes. Wenn Probanden einen frei fallenden Tropfen auf DBS-Karten auftragen, hat
dieser in der Regel ein Volumen zwischen 20 und 70 pL; wird ein am Finger hdngender Tropfen auf
die Karte appliziert, betragt dessen VVolumen durchschnittlich 15 bis 50 pL?**. Um eine volumetrische
Messung zu erreichen, kdnnen verschiedene Methoden angewendet werden. Eine Maglichkeit ist das
Ausstanzen der getrockneten Blutstropfen in vordefinierter GréRe. Dies kann jedoch durch eine vari-

able, Hamatokrit-abhéngige Viskositat*”’

oder zu geringe Befullung des vordefinierten Spots korrum-
piert werden. AuBerdem kann der Analyt inhomogen verteilt und am Rand in deutlich geringerer Kon-
zentration vorliegen, was als ,,Vulkaneffekt” bezeichnet wird?’®, Es ist daher vorteilhaft, bereits die
Blutentnahme volumetrisch durchzufuhren. Zu diesem Zweck wurden verschiedene technische Hilfs-
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mittel entwickelt, darunter kapilldres Microsampling (zum Beispiel hemaPEN®)“"”, mikrofluidisches

Spotten (zum Beispiel HemaXis™ und Capitainer-B)*%*

oder volumetrisches absorptives
Microsampling (VAMS, zum Beispiel Mitra®)*”. Um sich im Sinne der DBS-Logik zu eignen, mils-

sen die Hilfsmittel auch fur medizinische Laien mdglichst intuitiv anwendbar und fehlerrobust sein.

Beim kapilldren Microsampling werden volumengenaue Glaskapillaren zur Sammlung und Handha-

bung kleiner Mikrolitervolumina verwendet*®. Die Kapillaren kénnen mit einem Antikoagulans be-
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schichtet sein und werden Uber Kapillarkaft gefiillt. Ihr Inhalt kann auf eine Karte platziert werden
oder in der Kapillare belassen werden, die hierfiir mit Wachs versiegelt wird®*. Der hemaPEN® ver-
eint in einem Gerét vier Mikrokapillaren & 2,74 uL, deren Inhalt sich auf vier vorgefertigte Papier-
scheiben entleert, sowie ein Trocknungsmittel?®*. Beim mikrofluidischen Spotten werden Mikrokanéle
mit einem definierten Volumen verwendet, die Blut ebenfalls ber Kapillarwirkung aufziehen und auf
eine DBS-Karte platzieren. HemaXis™-Geréte werden derzeit mit dem Ziel weiterentwickelt, bereits
im Gerét eine Trennung von Plasma oder Serum zu erreichen®*?®*, Beim volumetrischen absorptiven
Microsampling (VAMS) kommt eine saugféhige, hydrophile Polymerspitze zum Einsatz, die einem
Plastikstiel aufsitzt und ein definiertes Volumen aufnimmt®®. In dieser Arbeit wurden zur Entnahme

volumetrischer DBS kapillares Microsampling und VAMS eingesetzt.

2.3 Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Analytische diagnostische Verfahren stellen eine zentrale Sdule im Verstdndnis und in der Einddm-
mung von SARS-CoV-2 dar. Unter diesen kénnen serologische Tests Informationen tber das Infekti-
onsgeschehen und den Erfolg von Impfkampagnen liefern und damit einen wesentlichen Beitrag zur
Pandemiekontrolle leisten. Ihr Einsatz ist jedoch durch den Mangel finanzieller, personeller oder logis-
tischer Ressourcen limitiert, da sie in der Regel eine vendse Blutentnahme erfordern. Dies schrankt
ihre flachendeckende Anwendung ein und flhrt zu einer Selektion des untersuchten Patientenguts. Zur
Umgehung dieser Hindernisse wurde der Einsatz getrockneter Blutstropfen in der Anti-SARS-CoV-2-
Antikorper-Diagnostik bereits in vereinzelten Studien Gberpruft. Meist beschrénken sich diese jedoch
auf eine qualitative Analyse, sodass wesentliche Informationen Uber die Antikorperreaktion verloren

gehen.

In der vorgelegten Arbeit sollte daher der quantitative Nachweis von Anti-SARS-CoV-2-Antikdrpern
in DBS untersucht und in der konkreten Anwendung Uberpriift werden. Hierflir wurde zunéchst evalu-
iert, ob und mit welchen Limitationen ein solcher Nachweis gelingen kann. Zu diesem Zweck wurde
die AntikOrperantwort nach Infektion und Impfung in Vollblut- und DBS-Proben mit Hilfe zweier
serologischer Assays untersucht und eine Kreuzvalidierung zwischen den Matrices durchgefiihrt. In
einer Proof-of-Concept-Studie wurde der Einsatz von DBS zur Quantifizierung der Antikorper-
Antwort nach Impfung im Zeitverlauf untersucht. Dabei wurden die Impfstoffe BNT162b2, mRNA-
1273 und ChAdOx1 nCoV-19 beriicksichtigt. Da ein wesentlicher Vorteil von DBS die Untersuchung
grolRer Kohorten darstellt, wurde die Eignung des experimentellen VVorgehens schlieBlich fiir eine
groRvolumige Uberwachung mittels einer Seropravalenzstudie an der Deutschen Sporthochschule
untersucht. Als untergeordnete Fragestellung sollte durch Testung der Mitarbeiterinnen und Mitarbei-
tern vor und nach dem Wintersemester 2020/21 ein moglicher Einfluss des Hochschulbetriebs auf das

Infektionsgeschehen Uberpriift werden.
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3. Material und Methoden

Aufgrund friherer Arbeiten zur Detektion von Anti-SARS-CoV-2-Antikdrpern in getrockneten Bluts-
tropfen in der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Thevis gibt es hinsichtlich des verwendeten Materi-

als und der angewendeten Methoden Uberschneidungen zu Knoop et al.**®.

3.1 Material

3.1.1. Chemikalien und Materialien

Zur Extraktion der getrockneten Blutproben wurde eine 1,8 mg/mL-EDTA-LAsung hergestellt. Hierflr
wurde Ethylendiamintetraessigsaure Dikaliumsalz Dihydrat (K2E) von Sigma-Aldrich/ Merck (Dar-
mstadt, Deutschland) erworben und mit deionisiertem Reinstwasser aus einem Thermo Scientific™
Barnstead™ GenPure™-Gerat (Bremen, Deutschland) versetzt. Als Verdunnungsmedien wurden
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS), kinstliches Serum und mit Aktivkohle gereinigtes Serum ver-
wendet. Fir die Herstellung der PBS-L6sung wurden PBS-Tabletten von Sigma-Aldrich/ Merck mit
deionisiertem Reinstwasser versetzt. Fir die Herstellung kiinstlichen Serums wurde rekombinantes
Humanalbumin von Sigma-Aldrich/ Merck erworben und mit PBS-LOsung versetzt. Gepooltes, mit
Aktivkohle gereinigtes Humanserum der Firma Innovative Research™ wurde von Dunn Labortechnik
(Asbach, Deutschland) bezogen. Solofix® Safety Neonat Lanzetten (0,8 x 2 mm) wurden von B.
Braun Petzold (Melsungen, Deutschland) erworben. Fir die volumetrische Entnahme von Kapillarblut
wurden 20 puL Volumen aufnehmende und mit K2E beschichtete End-to-End-Kapillaren von Sarstedt
(NUmbrecht, Deutschland) eingesetzt. DBS-Karten auf Zellulosebasis (QlAcard® FTA® DMPK-C)
wurden von VWR International (Bruchsal, Deutschland) erworben. Als Microsampling-Gerat wurden
20 pL aufnehmende Mitra®-Spitzen aus einem pordsen, hydrophilen Material von Neoteryx (Torran-
ce, CA, USA) verwendet. MiniPax®-Absorptionsmittel-Pakete wurden von Sigma-Aldrich/ Merck
bezogen. Fur die venodsen Blutentnahmen (Plasma- beziehungsweise Serumproben) wurden BD
Vacutainer® Safety-Lok™-Blutentnahmesets sowie K2E (5,4 mg, 3 mL) und SST™ Il Advance (5
mL) Plus Blutentnahmerdhrchen von BD verwendet. Zur Aufbereitung der Proben wurden 1,5 und 2
mL messende Safe-Lock Tubes® von Eppendorf (Hamburg, Deuschland) sowie 1,5 mL messende
Polypropylen-Mikrordhrchen von Sarstedt erworben.

3.1.2. ECLIA-Tests

Es wurden zwei ECLIA (Elektrochemilumineszenz-Immunoassays) Elecsys Anti-SARS-CoV-2 Tests
der Firma Roche eingesetzt: Wéhrend der N-Assay (REF 09203095190) gegen die Nukleokapsid-
Struktur des Coronavirus gerichtet ist, zielt der S-Assay (REF 09289267190) auf die
Rezeptorbindungsdoméne des Spike-Proteins. Fir den N-Assay gilt: Proben oberhalb eines numeri-

schen Cutoff-Index von 1,0 gelten als reaktiv. Flr den S-Assay gilt: Die untere Nachweisgrenze liegt
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bei 0,4 U/mL, Proben oberhalb von 0,8 U/mL gelten als reaktiv, der Messbereich liegt zwischen 0,4
und 250 U/mL. Gemé&R Produktbeschreibung des Herstellers wurde der S-Assay gegen den internen
Roche-Standard standardisiert, der aus einem aquimolaren Gemisch zweier monoklonaler Antikorper
besteht, die gegen zwei verschiedene Epitope der RBD gerichtet sind. 1 nM dieser Antikorper ent-
spricht 20 U/mL des Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S Tests*. Roche gibt weiterhin an, dass 1 U/mL
(Elecsys) 1 AU/mL (WHO-Standard) entspricht?®. Fiir beide Assays besteht laut Herstellerangaben
215

eine Korrelation mit Surrogat-Neutralisationstests
Roche 14 Tage nach PCR-bestétigter Infektion mit 99,5 Prozent beziffert, die klinische Spezifitat mit

. Die klinische Sensitivitat des N-Assays wird von

99,8 Prozent”®. Die klinische Sensitivit4t des S-Assays liegt laut Roche bei 98,8 Prozent, die klinische
Spezifitat bei 99,96 Prozent”®®. Vereinzelte Studien beschreiben jedoch eine geringere Sensitivitét der
Tests®' Es wurde keine Kreuzreaktivitit mit endemischen humanen Coronavirus-
Rekonvaleszenzseren gefunden®*?*. GemaR Herstellerangaben sind die Assays fiir den Nachweis von
Anti-SARS-CoV-2-Antikérpern in Humanserum und -plasma vorgesehen. Die Verwendung zur Ana-

lyse von DBS-Eluat erfolgte dementsprechend off-label.

3.1.3. Blutproben
Alle Forschungsproben (vendses Vollblut, Plasma-, DBS- und Mitra®-Proben) wurden mit Genehmi-
gung der lokalen Ethikkommission (Nr. 054/2020, Deutsche Sporthochschule Koln) und schriftlicher

Einverstandniserklarung der Teilnehmerinnen und Teilnehmer gesammelt.
Die Proben lassen sich in vier Blocken gruppieren:

1) Kreuzvalidierung nach Infektion: 27 Plasmaproben stammten von Probanden nach durchlebter
SARS-CoV-2-Infektion (sechs Frauen, 21 Manner, Altersspanne 20-50 Jahre) und wurden im
Rahmen sportlicher Routinemessungen gesammelt.

2) Kreuzvalidierung nach Impfung: 96 zum gleichen Zeitpunkt entnommene getrocknete Blut-
proben (DBS und/ oder Mitra®) und Vollblut-Proben (Plasma und/ oder Serum) stammten
von geimpften Probanden (68 Frauen, 28 Méanner, Altersspanne 19-69 Jahre). Eingeschlossen
wurden Probanden nach Impfung mit Préparaten der Firmen AstraZeneca und
BioNTech/Pfizer. 67 Probanden hatten zum Zeitpunkt der Entnahme eine Impfdosis erhalten,
29 Probanden waren zweifach geimpft. Die Probenentnahmen erfolgten in unterschiedlichem
zeitlichem Abstand zur Impfung (sieben bis 92 Tage nach Erstimpfung).

3) Longitudinale Uberwachung der Antikorperantwort nach Impfung: Von 27 Probanden (23
Frauen, vier Manner, 27-69 Jahre) wurden parallel zur Impfserie regelméRig DBS-Proben ge-
sammelt. Sechs Probanden (alle weiblich, 41-59 Jahre) wurden zweifach mit BNT162b2 von
BioNTech/Pfizer geimpft, sechs Probanden (alle weiblich, 25-33 Jahre) zweifach mit mRNA-
1273 von Moderna. 15 Probanden erhielten eine Erstimpfung mit ChAdOx1 nCoV-19 von
AstraZeneca. Da sich im Verlauf der Uberwachung die Empfehlungen beztiglich dieses Impf-
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4)

stoffs &nderten, erhielten funf Probanden (drei Frauen, zwei Manner, 60-65 Jahre) auch die
Zweitimpfung mit ChAdOx1 nCoV-19, neun Probanden eine Zweitimpfung mit BNT162b2
(sechs Probanden, funf Frauen, ein Mann, 27-49 Jahre) oder mRNA-1273 (drei Probanden,
zwei Frauen, ein Mann, 59-69 Jahre). Die Uberwachung begann vor der ersten Impfung und
umschloss bis auf eine Ausnahme beide Impftermine. In den ersten sechs Wochen nach Erst-
impfung wurde alle sieben Tage eine DBS-Probe entnommen, anschlieRend wurde die Uber-
wachung je nach erhaltenem Impfstoff und Schema in reduzierter Frequenz fortgesetzt. Insge-
samt wurde ein Zeitraum von bis zu 16 Wochen nach Erstimpfung tberwacht. Den Probanden
wurden DBS-Pakete (Abbildung 1) sowie eine Anleitung zur eigenstandigen Entnahme der
Blutstropfen ausgehandigt. Sie sammelten die Proben selbstandig und schickten sie per Post
an das Institut fur Biochemie. Den fiinf Probanden mit homologer ChAdOx1 nCoV-19-
Impfung wurden parallel zur DBS-Probenentnahme nach zwei, drei, vier, acht und 16 Wochen
zusétzlich Vollblutproben entnommen.

Abbildung 1: Inhalt der DBS-Pakete. Die an die Teilnehmenden ausgehéndigten DBS-Pakete zur Selbstentnah-
me wurden mit Verschlussbeutel (A), Trockenmittel-Péckchen (B), 20 pL-Glaskapillaren (C), Alkoholtupfer (D),
DBS-Karte (E) und Einweg-Stecher (F) ausgestattet.

Serosurvey in definierter Kohorte: Zur Einschétzung der Seroprévalenz sowie Durchfiihrbar-
keit der Testung einer grofReren Kohorte wurden 557 DBS-Proben von Mitarbeiterinnen und
Mitarbeitern der Deutschen Sporthochschule gesammelt. Die Studie wurde zu zwei Zeitpunk-

ten — vor und nach dem Wintersemester 2020/21 — durchgefiihrt. Bei der ersten Durchfiihrung
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nahmen 327 Personen (173 Frauen und 154 Ménner) teil, bei der zweiten 230 Personen (138
Frauen und 92 Manner). 132 Personen nahmen zu beiden Zeitpunkten teil. Nach elektroni-
scher Registrierung wurden durchnummerierte DBS-Pakete sowie eine Anleitung zur Ent-
nahme der Blutstropfen an die Teilnehmenden ausgehandigt. Da es sich um eine qualitative
Studie handelte, war keine volumetrische Entnahme der Proben notwendig und ein reines
Befiillen der gekennzeichneten Spots ausreichend. Die DBS-Karten wurden an das Institut fir
Biochemie zuriickgesendet und dort pseudonymisiert analysiert. In einem separat eingereich-
ten Fragebogen gaben die Teilnehmenden an, ob sie in der Vergangenheit einen positiven
PCR-Test oder eine Impfung erhalten hatten, machten Angaben zu ihrem Arbeitsumfeld (in
oder auflerhalb von Raumlichkeiten) sowie Frequenz ihres Studierendenkontakts (<1, 1-3 oder
>3 Mal pro Woche).

3.2 Methoden

3.2.1. Probengewinnung und -aufbereitung

Serum und Plasma wurden durch Zentrifugation (Serumproben 1400 x g, zwolf Minuten, Plasmapro-
ben 1800 x g, funf Minuten) aus vendsen Blutentnahmeréhrchen gewonnen. Im Anschluss waren sie
sofort fiir die ECLIA-Analyse einsetzbar. DBS wurden gesammelt, indem nach minimal-invasiver
Inzision der Fingerbeere Kapillarblut mit Hilfe einer 20 uL messenden Kapillare entnommen und bis
zu vier Spots a 20 pL auf DBS-Karten aufgetragen wurden. Fir die Inzision wurden die vom Nervus
ulnaris innervierten Finger (Halfte des Mittelfingers und Ring- oder Kkleinen Fingers) bevorzugt, da
diese weniger empfindlich sind als die vom Nervus medianus innervierten Regionen. Der erste Bluts-
tropfen wurde aufgrund eines hohen Anteils von Gewebefliissigkeit mit einem Tupfer entfernt. Mas-
sage und Erwarmen des zu punktierenden Fingers erleichterten die Probenentnahme. Die Mitra®-
Spitzen wurden an die auf der Fingerbeere entstandenen Blutstropfen gehalten und nahmen aufgrund
ihrer hydrophilen Materialeigenschaften Blut gemaR vordefinierter Kapazitat (20 pL) auf. DBS-Karten
und Mitra®-Spitzen wurden nach der Probenentnahme bis zur Analyse mit einem Trockenmittelpaket
in Plastikbeuteln bei Raumtemperatur gelagert. Zur Analyse wurden die DBS-Spots ausgeschnitten
und geviertelt. Die vier Teile wurden in 1,5 mL-Mikrozentrifugenréhrchen platziert. Die Mitra®-
Spitzen wurden mit einer Pinzette von ihrer Halterung abgenommen und in 2 mL-
Mikrozentrifugenréhrchen platziert. Nach Zugabe von 100 uL EDTA-L&sung wurden die Proben zehn
Minuten lang im Ultraschallbad extrahiert. AnschlieRend wurde der erhaltene Blutextrakt von
Zellulosematerial oder Mitra®-Spitze getrennt und fur die ECLIA-Messung in frische Polypropylen-
Mikrordhrchen tberfihrt.
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3.2.2. Nachweis von Anti-SARS-CoV-2-Antikérpern mittels ECLIA

Fur den Nachweis von Anti-SARS-CoV-2-Antikérpern wurde ein Cobas e411 Analyzer fir
Immunoassay-Tests (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland), ein Elecsys Anti-SARS-
CoV-2 Test sowie ein Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S Test eingesetzt. Das Detektionsprinzip des Elekt-
rochemilumineszenz-lmmunoassays wurde von Roche beschrieben®”. Es basiert auf einer elektrisch
induzierten Chemilumineszenz-Emission nach Bildung eines Sandwich-Komplexes (siehe Abbildung
2): Hierfur wurden 20 pL Probe mit biotinyliertem SARS-CoV-2-spezifischem rekombinanten Anti-
gen und ruthenyliertem SARS-CoV-2-spezifischem rekombinanten Antigen versetzt und bildeten ei-
nen Komplex. Nach Inkubation mit Streptavidin-beschichteten Mikropartikeln und Bindung an die
Festphase wurde das Gemisch auf der Oberflache einer Elektrode fixiert. Durch Anlegen einer Span-
nung wurde eine konzentrationsabhangige Chemilumineszenz-Emission induziert und mit einem Pho-
tomultiplier gemessen. Die Analyse erfolgte fir alle Proben automatisch in Chargen von 30 Proben
mit einer Gesamtlaufzeit von etwa 45 Minuten.

Als Positiv- und Negativkontrollen wurde DBS-Eluat PCR-positiver und negativer Blutspender ver-

wendet, fur die Qualitatskontrolle Prézisionskontrollen von Roche (PreciControl Anti-SARS-CoV-2).

Streptavidin-
beschichteter
Mikropartikel

biotinyliertes
Antigen

S e 4

Ruthenium- Kompiex

Anti-SARS-
CoV-2-Antikérper

Abbildung 2: Funktionsprinzip des Elektrochemilumineszenz-lmmunoassays (ECLIA). Schematische Illustration. 20
UL der zu untersuchenden Probe wurden neun Minuten lang mit einem Gemisch aus biotinylierten und ruthenylierten Anti-
genen inkubiert. Lagen Anti-SARS-CoV-2-Antikdrper vor, bildete sich ein Sandwich-Komplex. Diesem wurden
Streptavidin-beschichtete Mikropartikel hinzugefiigt. Uber Wechselwirkung zwischen Biotin und Streptavidin wurden die
Immunkomplexe an die Festphase gebunden. Nach neun Minuten wurde das Gemisch in die Messzelle uberfiihrt, wo die
Mikropartikel magnetisch auf der Elektrodenoberflache fixiert wurden. Durch Anlegen einer elektrischen Spannung wurde
eine Chemilumineszenz-Reaktion erzeugt, die mit Hilfe eines Photomultipliers gemessen wurde (erstellt mit BioRender.com,
in Anlehnung an die Produktbeschreibung von Roche?®?).

Mit dem N-Assay gemessene Proben gelten oberhalb eines numerischen Cutoff-Index von 1,0 als re-
aktiv. Angesichts einer geringeren Antikérpermenge in Vollblut (im Vergleich zu Plasma oder Serum)
und moglicher Verluste sowie Verdinnung wahrend des Extraktionsvorgangs wurde der Cutoff-Index
konservativ auf 0,5 angepasst. Flr den S-Assay wurde keine Anpassung vorgenommen, da bei diesem

das Verhéltnis zwischen DBS-/ Mitra®- und Serum-/ Plasmawerten ermittelt werden sollte.
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3.2.3.

Gewinnung von rDBS aus Plasma

Aus den Anti-SARS-CoV-2-Antikorper-reaktiven Plasmaproben wurde unter Zusatz von Blutzellen

Vollblut rekonstituiert. Hierfiir wurden die Plasmaproben mit Blutzellen eines Anti-SARS-CoV-2-

Antikorper-negativen Blutspenders gemischt. Durch Zusatz von 65,5 pL Blutzellen zu 80 pL Plasma

wurde ein Hdmatokrit von 45 Prozent eingestellt. Je 20 uL der rekonstituierten Blutproben wurden auf

DBS-Karten und Mitra®-Spitzen aufgetragen. Die derart gewonnen DBS- und Mitra®-Proben wurden

anschlieflend als rekonstituierte DBS oder Mitra® (rDBS oder rMitra®) bezeichnet und analog zu den

kapillaren Blutproben extrahiert und gemessen.

3.2.4.

Uberprifung des experimentellen Vorgehens und S-Assays

Das experimentelle Vorgehen und der S-Assay wurden mit Hilfe verschiedener Tests charakterisiert.

1)

2)

3)

4)

Prézision der kapillaren Blutentnahme: 20 puL Vollblut wurden mit einer Pipette auf DBS-
Karten und Mitra®-Spitzen aufgetragen, analog zu den kapilldren DBS-Proben extrahiert und
mit dem S-Assay gemessen. Weiterhin wurden 28 Probanden mindlich (n = 17) oder schrift-
lich (n = 11) zur eigenstandigen kapillaren Blutentnahme angeleitet und die Messwerte mit
oder ohne Supervision verglichen.

Extraktionsausbeute: Analog zum Extraktionsvorgang der getrockneten Blutproben (20 pL
Kapillarblut extrahiert in 100 uL EDTA) wurden 20 pL Vollblut mit 100 uL EDTA versetzt,
mit dem S-Assay gemessen und mit den Messwerten der entsprechenden DBS-Proben vergli-
chen.

Verdlnnungsverhalten: Da die Serum-/ Plasma-Werte der zweifach geimpften Probanden
meist oberhalb des Messbereichs des S-Assays lagen, wurden die entsprechenden Proben mit
EDTA im Verhéltnis 1:10 und/ oder 1:20 verdiunnt. Um einen méglichen Einfluss des Ver-
dunnungsmediums zu Uberpriifen, wurde eine Serumprobe mit EDTA, PBS, mit Aktivkohle
gereinigten Serum (charcoal stripped Serum, csSerum) und kiinstlichem Serum im Verhéltnis
1:10 und 1:20 verdiinnt. Zur Untersuchung des Verdinnungsverhaltens wurden mit drei Se-
rumproben (hohe, mittlere und niedrige Antikorperkonzentration) Verdiinnungsreihen mit
EDTA und csSerum im Verhaltnis 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:20 durchgefuhrt. Um einen magli-
chen Einfluss der zugesetzten Substanzen zu untersuchen, wurden diese als Blanks gemessen.
Alle Proben wurden mit dem S-Assay analysiert.

Laborprézision: Eine Vollblutprobe wurde zehn Mal mit dem S-Assay gemessen. Hierfiir
wurden analog zum Vorgehen bei Messung der Extraktionsausbeute 100 puL Vollblut mit 500
uL EDTA versetzt, sodass eine Verdinnung im Verhaltnis 1:6 erreicht wurde. Dieser Test
wurde nach drei und sieben Wochen wiederholt, die Probe in der Zwischenzeit bei +4°C gela-

gert.
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5) Wiederholprézision: Drei Vollblutproben unterschiedlicher Antikdrperkonzentration wurden
analog zum Vorgehen bei Messung der Extraktionsausbeute im Verhéltnis 1:6 verdinnt und
am Tag der Entnahme, drei und sieben Wochen nach Entnahme gemessen. In der Zwischen-

zeit wurden die Proben bei +4°C gelagert.

3.2.5. Prazisionsuberprifung der Mitra®-Spitzen

Zehn Mitra®-Spitzen mit einem Fassungsvermdégen von 20 puL wurden derart an die Oberflache einer
Anti-SARS-CoV-2-Antikdrper-reaktiven Vollblutprobe gehalten, dass sie das Blut gemaR ihrer hydro-
philen Eigenschaften absorbierten. Zehn weitere Spitzen wurden mit 20 pL der identischen Probe
befullt, indem dieses Volumen mit einer Pipette auf die Spitzen appliziert wurde. Die Mitra®-Spitzen
wurden vor und nach dem Beflllen mit einer Prézisionswaage gewogen. Anschliefend wurden die

Proben extrahiert und mit dem quantitativen Assay gemessen.

Um den Einfluss der Absorptionsdauer zu tberprifen, wurden Mitra®-Spitzen fiir kurze oder lange
Zeit an die Oberflache elf Anti-SARS-CoV-2-Antikorper-reaktiver Vollblutproben unterschiedlicher
Antikorperkonzentration gehalten. Bei kurzer Absorptionszeit wurde das Beftillen beendet, wenn das
Blut die Unterseite der nach unten gerichteten Spitzen erreicht hatte. Bei langer Absorptionszeit wur-
den die Spitzen weitere zwei Sekunden an der Oberflache der Blutproben belassen. Je 20 L der ver-
wendeten Proben wurden auf elf weitere Mitra®-Spitzen pipettiert. Alle Proben wurden extrahiert und

mit dem S-Assay gemessen.

3.2.6. Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit Microsoft Excel 2007, R 3.4.3 und GraphPad Prism 5.01 durchge-
fiihrt. Berucksichtigt wurden ausschlielich Messwerte innerhalb des Messbereichs. Abgebildet sind
die absoluten Messwerte oder Mittelwerte mit Standardabweichung (dargestellt als Fehlerbalken).
Umrechnungsfaktoren, Abweichungen und relative Standardabweichungen wurden mit Microsoft
Excel berechnet. Die Uberpriifung der Daten mit generalisiertem linearem Modell wurde mit R durch-
geflihrt. Lineare Regressionen, Bestimmtheitsmale und Korrelationskoeffizienten wurden mit Hilfe
von GraphPad Prism berechnet. Geradensteigungen und Achsenschnittpunkte wurden mit Hilfe von
GraphPad Prism berechnet und auf Signifikanz getestet. Die Daten wurden mittels Shapiro-Wilk-Test
auf Normalverteilung getestet. Als nicht-parametrischer Test wurde die Korrelationsanalyse nach
Spearman durchgefiihrt. Zum Ausschluss eines Outliers wurde der Grubb‘s-Tests angewendet. Die
Signifikanz der Mitra®-Prazisionsuberprifung wurde mittels zweiseitigem ungepaarten t-Test berech-
net. Es wurde keine statistische Methode verwendet, um die Stichprobengrdfle im Voraus zu bestim-
men. Der Stichprobenumfang wurde auf Grundlage vorhandener Literatur und vorhergehender Erfah-

rung festgelegt.
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4, Ergebnisse

4.1  Kreuzvalidierung des quantitativen Assays

Dass ein Nachweis von Anti-SARS-CoV-2-Antikorpern in DBS nach Infektion prinzipiell méglich ist,
konnte die Arbeitsgruppe von Herrn Professor Thevis in der Vergangenheit zeigen®*?*. Unter Ver-
wendung des gegen die RBD gerichteten Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S Tests sollte nun untersucht
werden, in welcher Form und mit welchen Limitationen auch ein quantitativer Nachweis von Anti-
SARS-CoV-2-Antikérpern in DBS gelingen und inwiefern dieser die Antikdrperwerte im Vollblut
représentieren kann. Zu diesem Zweck wurde unter Verwendung des S-Assays eine Kreuzvalidierung
zwischen getrockneten und vendsen Blutproben durchgefiihrt. Dabei wurde zwischen der Antikorper-

antwort nach Infektion und Impfung unterschieden.

4.1.1. Anti-SARS-CoV-2-Antikorperwerte in DBS und Plasma nach Infektion

Um die nach Infektion vorliegenden Antikdrperwerte in DBS mit denjenigen im Plasma zu verglei-
chen, wurden aus Plasmaproben ehemals Infizierter getrocknete Blutstropfen hergestellt. Hierzu wur-
den 27 Plasmaproben von Probanden mit durchlebter SARS-Cov-2-Infektion mit Blutzellen einer
SARS-CoV-2-negativen Person versetzt und ein Hamatokrit von 45 Prozent eingestellt. Je 20 uL der
rekonstituierten Blutproben wurden auf DBS-Karten und Mitra®-Spitzen aufgetragen und in Abgren-
zung zu aus kapillarem Blut gewonnenen Proben als rekonstituierte DBS beziehungsweise Mitra®
(rDBS/ rMitra®) bezeichnet. Fir den Vergleich der quantitativen Messwerte wurden alle Proben mit
dem S-Assay analysiert. Da Antikorper nach Infektion mit SARS-CoV-2 sowohl gegen das
Nukleokapsid- als auch das Spike-Protein gebildet werden, wurde die Korrelation zwischen N- und S-

Assay untersucht, indem die Plasmaproben mit beiden Assays analysiert wurden.

Bei allen Probanden konnten Anti-SARS-CoV-2-Antikorper nachgewiesen werden. Die mit dem S-
Assay ermittelten Antikdrperwerte in den Plasmaproben erstreckten sich gleichmaRig Gber den vom
ECLIA abgedeckten Messbereich (0,4-250 U/mL). Die Messwerte lagen zwischen 1,61 und 249,2
U/mL. Eine rDBS- beziehungsweise rMitra®-Probe zeigte einen Messwert unterhalb der Nachweis-
grenze, obwohl in der korrespondierenden Plasmaprobe eine Antikdrperkonzentration im geringen
Messbereich nachgewiesen werden konnte. Zwei Plasmaproben zeigten Messwerte oberhalb der obe-
ren Messbereichsgrenze. Zwei Probanden wiesen Konzentrationen nahe oberer und unterer Grenze des

Messbereichs auf. Ihre Messwerte sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.
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Tabelle 1: Antikdrperwerte nach Infektion nahe der Grenzen des Messbereichs (0,4 und 250 U/mL). Aufgefihrt sind
die Werte korrespondierender Proben an unterer (Limitation durch rDBS- oder rMitra®-Wert) und oberer Grenze (Limitation
durch Plasmawert). Die niedrigste Plasmakonzentration, die mittels getrockneter Blutstropfen detektiert werden konnte,
betrug 4,73 U/mL. Fir unverdiinnte Plasmaproben liel sich bis zu einem Maximalwert von 14,49 (bei Verwendung von
rDBS) beziehungsweise 22,49 U/mL (bei Verwendung von rMitra®) eine Korrelation feststellen.

Messbereich Plasmawert [U/mL] rDBS [U/mL] rMitra® [U/mL]
Minimalwert 4,73 0,414 0,444
Maximalwert 249,2 14,49 22,49

Es zeigte sich ein linearer Zusammenhang zwischen getrockneten Blut- und Plasmaproben: Das Be-
stimmtheitsmaR zwischen rDBS- und Plasmawerten betrug 0,897, zwischen rMitra®- und Plasmawer-
ten 0,9684.

Um das Verhéltnis zwischen Plasma- und rDBS/ rMitra®-Werten zu ermitteln, wurde fiur jedes Pro-
benpaar der Umrechnungsfaktor von getrocknetem Blut zu Plasma ermittelt. Fir das maximale Werte-
paar in Tabelle 1 gilt beispielsweise: Zur Berechnung des Plasmawerts (249,2 U/mL) aus den Mess-
werten der getrockneten Blutproben muss der rDBS-Wert (14,49 U/mL) mit dem Faktor 17,2 multipli-
ziert werden, der rMitra®-Wert (22,49 U/mL) mit dem Faktor 11,1. Bei Betrachtung aller Proben be-
trug der Umrechnungsfaktor fiir rDBS mindestens 10,4, flr rMitra® mindestens 9,5. Die Daten wur-
den mit einem generalisierten linearen Modell getestet und zeigten keine Konzentrationsabhangigkeit,
sodass der Umrechnungsfaktor fiir den gesamten Messbereich angewendet werden kann. Bei rDBS
wurde eine groRere Streuung des Umrechnungsfaktors beobachtet als bei rMitra® (relative Standard-
abweichung 18,6 versus 13,9 Prozent).

Bei Analyse mit dem N-Assay zeigten sich alle Plasmaproben reaktiv, der niedrigste Wert betrug 4,28,
der hochste 168,4. Zwischen den mit S- und N-Assay gemessenen Werten zeigte sich bei Testung mit
generalisiertem linearem Modell ein schwach linearer Zusammenhang (R® = 0,485), der in der Korre-
lationsanalyse nach Spearman jedoch hochsignifikant war (p < 0.0001). Die Ergebnisse sind in Abbil-

dung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Korrelation von rDBS/ rMitra®- und Plasmawerten nach Infektion. Es zeigte sich ein linearer Zusam-
menhang zwischen getrockneten Blut- und Plasmaproben (A). Zur Berechnung von Plasmawerten aus rDBS- oder rMitra®-
Werten wurde ein minimaler Umrechnungsfaktor von 10,4 beziehungsweise 9,5 ermittelt, ohne dass eine Konzentrationsab-
hé&ngigkeit beobachtet wurde (B). Der Umrechnungsfaktor (Mittelwert + SD) zeigte bei rDBS eine gréRere Streuung als bei
rMitra (C). Zwischen N- und S-Assay zeigte sich ein schwach linearer, jedoch hochsignifikanter Zusammenhang (D). Es
wurden ausschlieBlich Messwerte innerhalb des Messbereichs berlicksichtigt.

4.1.2. Anti-SARS-CoV-2-Antikdrperwerte in DBS und Vollblut nach Impfung

Um zu untersuchen, wie sich die Antikorperwerte in DBS und Vollblut nach Impfung zueinander ver-
halten, wurden von 96 geimpften Probanden zum gleichen Zeitpunkt DBS- und Vollblutproben ent-
nommen. Allen Probanden wurden Plasmaproben enthommen, 54 Probanden zusétzlich Serumproben.

14 Probanden wurden Mitra®-Proben von der Fingerbeere entnommen.

Die Plasma- und Serumwerte erstreckten sich Gber den gesamten Messbereich. Sieben einfach geimpf-
te Probanden zeigten Plasmawerte unterhalb der Nachweisgrenze. Eine einfach geimpfte Probandin
mit durchlebter SARS-CoV-2-Infektion wies einen Plasmawert oberhalb von 250 U/mL auf. Die rest-
lichen Proben einfach geimpfter Probanden zeigten Werte innerhalb des Messbereichs. Probanden mit

zweifacher Impfung zeigten bis auf eine Ausnahme Werte oberhalb von 250 U/mL.
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In den DBS-Proben zeigten 21 Probanden mit einfacher Impfung Werte unterhalb der Nachweisgren-
ze, 45 Probanden Werte innerhalb des Messbereichs. Die ehemals infizierte Probandin zeigte einen
DBS-Wert oberhalb von 250 U/mL. Nach zweifacher Impfung zeigten 21 Probanden DBS-Werte in-

nerhalb des Messbereichs, acht oberhalb der Messbereichsgrenze.

Diskordante Ergebnisse zwischen DBS- und Serum- oder Plasmaproben hinsichtlich der Reaktivitét
waren bis zu finf Wochen nach Impfung zu beobachten. Die minimal und maximal messbaren Werte-
paare innerhalb des Messbereichs sind in Tabelle 2 dargestellt. Bei Messung der Proben mit dem N-

Assay zeigte sich lediglich die Probe der Probandin mit bekannter SARS-CoV-2-Infektion reaktiv.

Tabelle 2: Antikérperwerte nach Impfung nahe der Grenzen des Messbereichs (0,4 und 250 U/mL). Aufgefiihrt sind
die korrespondierenden Proben an unterer Grenze (DBS-Wert) und oberer Grenze (Plasma-/ Serum-Wert). Der mittels DBS
minimal detektierte Plasmawert betrug 4,48 U/mL (Serum 4,54 U/mL). Fur unverdinnte Proben lieR sich bis zu einem Ma-
ximalwert von 215,9 U/mL eine Korrelation feststellen.

Messbereich Plasmawert [U/mL] Serumwert [U/mL] DBS [U/mL]
Minimalwert 4,48 4,54 0,482
Maximalwert 215,9 237,3 11,29

Zur Uberpriifung, ob Plasma- und Serumproben gleichwertig verwendet werden kénnen, wurde zu-
néchst die Korrelation zwischen den beiden Matrices analysiert. Da die Vollblutproben zweifach ge-
impfter Probanden meist oberhalb des Messbereichs des S-Assays lagen, wurden die entsprechenden
Plasma- und Serumproben im Verhaltnis 1:10 und 1:20 mit EDTA verdiinnt. Es zeigte sich ein linearer
Zusammenhang und BestimmtheitsmaRe von 0,9971 (unverdiinnte Proben), 0,9273 (Verdiinnung
1:10) beziehungsweise 0,9759 (Verdiunnung 1:20). Werte auflerhalb des Messbereichs wurden nicht

eingeschlossen.

Da die Uberwachung der Impfantwort ausschlieBlich mit DBS erfolgte, werden DBS- und Mitra®-
Proben im Folgenden separat behandelt. Nach Ausschluss eines Outliers unter Anwendung des
Grubb*s-Tests zeigte sich zwischen DBS- und Plasmawerten eine lineare Korrelation (R* = 0,8938).
Um zu Uberpriifen, ob diese Linearitat auch fir Messwerte oberhalb des Messbereichs besteht, wurden
die entsprechenden Plasmaproben im Verhaltnis 1:10 und 1:20 mit EDTA verdunnt und gegen die
DBS-Werte aufgetragen. Auch hier zeigten sich lineare Korrelationen (R? = 0,9143 und 0,9049).

Analog zum Vorgehen nach Infektion wurde der Umrechnungsfaktor von DBS- zu Plasmawerten in
Abhangigkeit von der Plasmakonzentration untersucht. Hierfr wurden lediglich die unverdiinnten
Proben eingeschlossen. Der Umrechnungsfaktor betrug mindestens 9,3, schwankte aber bis zu einem
Maximalwert von 31,8. Bei Uberpriifung mit generalisiertem linearen Modells lieB sich keine Abhén-

gigkeit von der Plasmakonzentration feststellen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 dargestellt.
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Verhiiltnis zwischen Korrelation von DBS-
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Abbildung 4: Korrelation von DBS- und Plasma-/Serumwerten nach Impfung. Serum- und Plasmawerte zeigten einen
linearen Zusammenhang. Da zahlreiche Proben oberhalb der Grenze des Messbereichs (250 U/mL) lagen, wurden diese mit
EDTA verdunnt. Der lineare Zusammenhang bestand auch fiir diese Proben (A). Zwischen DBS- und Plasmawerten zeigte
sich ein linearer Zusammenhang sowohl fiir unverdiinnte (B) als auch verdiinnte (C) Proben. Der Umrechnungsfaktor von
DBS- zu Plasmawerten betrug mindestens 9,3 und zeigte sich unabhangig von der Antikérperkonzentration im Plasma (D).
Alle Proben wurden mit dem S-Assay gemessen. Werte auerhalb des Messbereichs wurden ausgeschlossen.

Um die Prazision der kapillaren Blutentnahme zu untersuchen, wurden von 65 Proben 20 pL Vollblut
auf DBS-Karten pipettiert und mit den entsprechenden kapillaren DBS verglichen. Es zeigte sich eine
lineare Korrelation (R* = 0,9523). Wahrend die Probenentnahmen zum GroRteil durch die Versuchs-
leitung durchgefiihrt wurden, entnahmen zwei Probandengruppen ihre DBS-Proben selbstandig. Dabei
wurde eine Gruppe (n = 17) durch die Versuchsleitung angeleitet und supervidiert, die andere Gruppe
(n = 11) erhielt schriftliche Instruktionen und fiihrte die Entnahme ohne Supervision durch. Zwischen
den Gruppen liel? sich kein signifikanter Unterschied beobachten. Werte aullerhalb des Messbereichs

wurden ausgeschlossen.

Um den Einfluss der volumetrischen Entnahme zu testen, wurden von acht Probanden explorativ
nicht-volumetrische DBS-Proben und korrespondierende Serumproben gesammelt. Sechs der Proben-

paare zeigten Messwerte innerhalb des Messbereichs. Diese waren linear korreliert (R? = 0,8533).
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Zur Untersuchung der Extraktionsausbeute wurden — analog zum Vorgehen bei Extraktion — 20 pL der
Vollblutproben in 100 pL EDTA dberfuhrt und mit den entsprechenden kapillaren DBS verglichen.
Zur Angleichung des VVolumens wurden die Messwerte der direkt in EDTA (berfiihrten Proben mit
dem Faktor 1,2 angepasst. Messwerte aulRerhalb des Messbereichs wurden ausgeschlossen. Es zeigte
sich ein linearer Zusammenhang und eine Steigung von 0,82 + 0,02. Die Ergebnisse sind in Abbildung

5 dargestellt.
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Abbildung 5: Repréasentation vendser Antikérperkonzentrationen durch DBS. Vollblut-DBS (20 pL Vollblut auf DBS-
Karten pipettiert) zeigten eine lineare Korrelation zu kapillaren DBS (20 uL Blut mittels Kapillare von der Fingerbeere ent-
nommen und auf DBS-Karten platziert). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der supervidierten Selbstent-
nahme und schriftlichen Instruktion mit Selbstentnahme (A). Fir die Exploration nicht-volumetrischer DBS wurden kapillare
Blutstropfen direkt auf die Zellulosekarte platziert. Sie zeigten eine lineare Korrelation zu den korrespondierenden Serum-
proben (B). Zur Untersuchung der Extraktionsausbeute wurden 20 pL Vollblut entweder auf eine DBS-Karte pipettiert und
mit 100 uL EDTA extrahiert oder direkt in 100 uL EDTA (berfiihrt. Die Extraktionsausbeute lag tiber 80 Prozent (Steigung
0,82 £ 0,02) (C).
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Um den Einsatz von Mitra®-Spitzen als Microsampling-Gerat zu untersuchen, wurden analog zum
Vorgehen nach Infektion Mitra®-Spitzen mit 20 uL Vollblut beladen. Zur Uberpriifung des eigen-
stdndigen Fillungsverhaltens wurden die Spitzen zudem an die Oberflache der Vollblutproben gehal-
ten, sodass sie das Blut geméal ihrer hydrophilen Eigenschaften absorbierten. Die Messwerte wurden
mit pipettierten DBS- und Plasmaproben (Verdiunnung 1:20) verglichen. Da lediglich verdinnte Plas-
maproben verwendet werden konnten und die realen Plasmawerte nicht bekannt waren, war die Be-
rechnung eines Umrechnungsfaktors nicht méglich. Zwischen pipettierten DBS- und Mitra®-Proben
zeigte sich eine lineare Korrelation (R? = 0,987), die Wiederfindung der Antikérper lag in den Mitra®-
Proben circa acht Prozent (iber derjenigen in den DBS-Proben (Steigung 1,08 + 0,03). Die mittels Ab-
sorption préparierten Mitra®-Proben zeigten eine groRere Streuung (R = 0,7811) als die pipettierten
Mitra®-Proben und geringere Ubereinstimmung mit den pipettierten DBS-Proben. Zwischen Mitra®-
und verdiinnten Plasmawerten zeigte sich eine lineare Korrelation. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6
dargestellt. Zum Vergleich sind die korrespondierenden pipettierten DBS-Proben ebenfalls aufgefuhrt.

Es wurden lediglich Messwerte innerhalb des Messbereichs inkludiert.
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Abbildung 6: Korrelation zwischen Mitra®-Proben mit DBS- und Plasmaproben. Mitra®-Proben zeigten eine lineare
Korrelation zu DBS- (A) und Plasmaproben (B), wobei die mittels Absorption praparierten Mitra®-Proben eine groRere
Streuung aufwiesen und weniger mit den pipetterten DBS-Proben (ibereinstimmten als die pipettierten Mitra®-Proben. Die
Wiederfindung von Antikérpern lag in den Mitra®-Proben circa acht Prozent tiber derjenigen in DBS (A). Der Anschaulich-
keit halber und in Analogie zu Abbildung 3 sind in (B) die pipettierten DBS-Werte ebenfalls aufgefiihrt. Da die realen Plas-
mawerte nicht bekannt waren, konnte kein Umrechnungsfaktor zwischen den Matrices bestimmt werden.

Explorativ wurden drei Sputum-Proben zweifach geimpfter Probanden mit Hilfe des S-Assays analy-
siert. Ihre Messwerte betrugen 1,17 U/mL, 1,87 U/mL und 3,69 U/mL. Die entsprechenden Plasma-
proben zeigten selbst bei Verdinnung im Verhéltnis 1:20 Messwerte oberhalb von 250 U/mL und

keine Reaktivitat im N-Assay.
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4.1.3. Charakterisierung des experimentellen VVorgehens und des S-Assays

Um einen mdglichen Einfluss von Zellulosekarte, Mitra®-Spitze oder EDTA auf die Messergebnisse
zu untersuchen, wurden die Substanzen als Blanks im S-Assay gemessen. Sie zeigten keine
Reaktivitat.

Da Proben mit Messwerten oberhalb von 250 U/mL verdiinnt wurden, um die Messwerte zu quantifi-
zieren, wurden das Verdunnungsverhalten sowie der potentielle Einfluss des Verdinnungsmediums
untersucht. Zu diesem Zweck wurde eine Serumprobe mit EDTA, PBS, kinstlichem Serum und mit
Aktivkohle gereinigtem Serum (csSerum) im Verhaltnis 1:10 und 1:20 verdinnt. Die Messwerte sind
in Tabelle 3 dargestellt. Unabhangig vom verwendeten Medium zeigte sich, dass die nach Verdlinnung
erhaltenen Messwerte durchschnittlich 30 Prozent (Verdiinnung 1:10) beziehungsweise 38 Prozent
(Verdinnung 1:20) unter den erwarteten Werten lagen. Die relative Standardabweichung der Ergeb-
nisse unter Verwendung der verschiedenen Verdiinnungsmedien betrug 5,2 Prozent (Verdiinnung
1:10) beziehungsweise 4,7 Prozent (Verdlinnung 1:20). Die als Blanks gemessenen Verdiinnungsme-

dien zeigten keine Reaktivitat.

Tabelle 3: Verdiinnungsverhalten einer Serumprobe bei Verdiinnung mit vier verschiedenen Medien. Die nach Ver-
dunnung erhaltenen Messwerte lagen durchschnittlich tber 30 Prozent unter den erwarteten Messwerten. Dies war unabhén-
gig vom Verdiinnungsmedium zu beobachten. Dargestellt sind die ermittelten Messwerte in U/mL.

Verdunnungsmittel Serum unverdinnt Verdinnung 1:10 Verdinnung 1:20
EDTA 2229 16,71 6,47
PBS 222,9 14,87 6,67
kinstliches Serum 222,9 15,36 7,06
csSerum 222,9 15,24 7,15

Um das Verdunnungsverhalten naher zu charakterisieren, wurden mit drei Serumproben unterschiedli-
cher Konzentration (49,56 U/mL, 149,4 U/mL und 243,6 U/mL) Verdlnnungsreihen mit EDTA und
csSerum durchgefuhrt. Die Verdlnnung erfolgte im Verhaltnis 1:1, 1:5, 1:10, 1:15 und 1:20.

Die ermittelten Messwerte lie3en sich mit einer quadratischen Ausgleichsgerade besser anndhern als
mit einer linearen Regression. Mit steigender Verdunnung beziehungsweise im niedrigen Messbereich
nahm die Abweichung vom Verdiinnungsfaktor bei allen Proben zu. Fir Proben mit hoher Ausgangs-
konzentration war dieser Effekt starker ausgepragt als fir Proben mit niedriger Ausgangskonzentrati-
on. Das Verhalten zeigte sich unabhdngig vom eingesetzten Verdiinnungsmedium. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 7 dargestelit.
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Abbildung 7: Abweichung von linearem Verdinnungsverhalten insbesondere im niedrigen Messbereich. Drei Proben
unterschiedlicher Ausgangskonzentration im niedrigen, mittleren und hohen Messbereich zeigten bei Verdinnung mit EDTA
und csSerum ein Verdinnungsverhalten, das mit einer quadratischen Ausgleichgerade angendhert werden konnte. Ein Ein-
fluss des Verdinnungsmediums war nicht erkennbar (A). Mit zunehmender Verdinnung beziehungsweise abnehmender
Antikdrperkonzentration nahm die Abweichung vom Verdiinnungsfaktor zu (B).

Um die Reproduzierbarkeit der Messwerte innerhalb eines Tages (intraday) sowie im Verlauf mehre-
rer Tage zu untersuchen (interday), wurde eine Probe (Konzentration 90 U/mL) im Verhaltnis 1:6 mit
EDTA verdinnt und unmittelbar hintereinander zehn Mal gemessen. Dieser VVorgang wurde nach 22
und 35 Tagen wiederholt. Die relative Standardabweichung innerhalb eines Tages schwankte zwi-
schen 1,1 und 1,4 Prozent. Die relative Standardabweichung zwischen den drei Zeitpunkten betrug 2,7
Prozent. Um die Reproduzierbarkeit der Messwerte auch flr Proben im niedrigen Messbereich zu
uberprifen, wurden drei Proben unterschiedlicher Messwerte (< 10 U/mL) im Verhaltnis 1:6 verdiinnt
und ebenfalls nach 22 und 35 Tagen wiederholt gemessen. Die relative Standardabweichung schwank-
te hier zwischen 4,3 und 9 Prozent.

4.1.4. Prazisionsuberprifung der Mitra®-Spitzen

Bei visueller Kontrolle fiel auf, dass die Mitra®-Spitzen weniger geftllt waren, wenn sie mit 20 pL
Blut beladen wurden, als wenn sie mit der Oberflache einer Blutprobe in Kontakt kamen und sich ge-
maR hydrophiler Eigenschaften und vordefinierter Flllmenge von 20 pL selbstédndig fullten: Bei Bela-
dung mittels Pipette blieb die Unterseite der Mitra®-Spitzen in der Regel weil}, wéhrend die Absorpti-
on zur Fillung derselben fiihrte.

Um die Herstellerangaben (Volumen 20 pL, RSD < 4%) zu Uberprufen, wurden zehn Mitra®-Spitzen
gewogen, jeweils mit 20 pL der gleichen Vollblutprobe beladen und liber Nacht getrocknet. Zehn wei-
tere Mitra®-Spitzen wurden gewogen, zur eigenstandigen Fullung an die Oberflache der identischen
Vollblutprobe gehalten und ebenfalls Uber Nacht getrocknet. Es wurde darauf geachtet, dass die Spit-
zen nicht vollstdndig in die Blutprobe getaucht wurden, sondern lediglich deren Oberflache beriihrten.

Die Absorption wurde beendet, sobald das Blut die Unterseite der Mitra®-Spitze erreicht hatte. Nach
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Trocknung tber Nacht wurden die Mitra®-Spitzen erneut gewogen. Alle Proben wurden extrahiert
und mit dem S-Assay gemessen. Die relative Standardabweichung von Gewichtsdifferenz und Anti-

korperkonzentration in Abhdngigkeit vom Applikationsmodus sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Abhangigkeit der Gewichtsdifferenz und Antikdrperkonzentration vom Applikationsmodus (relative Stan-
dardabweichung in Prozent). Zehn Mitra®-Proben wurden entweder mittels Pipette oder hydrophiler Absorption gefillt. Es
wurde stets die gleiche Blutprobe verwendet. Das Auftragen mit Pipette flihrte zu einer gréfReren relativen Standardabwei-
chung als die Absorption. Die relative Standardabweichung der Gewichtsdifferenz betrug bei Absorption weniger als vier
Prozent, was mit den Herstellerangaben Ubereinstimmt. Die relative Standardabweichung der Antikdrperkonzentration lag
deutlich hoher.

Gewichtsdifferenz (RSD [%0]) Antikdrperkonzentration (RSD [%])
pipettiert 5,80 19,21
absorbiert 3,73 12,33

Der Einfluss des Applikationsmodus wurde mittels zweiseitigem gepaarten t-Test tberpriift. Es zeigte
sich ein hochsignifikanter Unterschied der Gewichtsdifferenz sowie ein signifikanter Unterschied der

ermittelten Antikdrperkonzentration. Die Ergebnisse sind in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Fillungsverhalten der Mitra®-Spitzen in Abhéngigkeit vom Applikationsmodus. Zehn Mitra®-Spitzen
wurden entweder mittels Applikation von 20 uL oder hydrophiler Absorption befiillt. Bei Uberpriifung mit zweiseitigem
gepaarten t-Test zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied der Gewichtsdifferenz (p < 0,0001) sowie ein signifikanter
Unterschied der ermittelten Antikdrperkonzentration (p = 0,0192).

Um zu Uberprifen, ob auch die Dauer der Absorption das Messergebnis beeinflusst, wurden elf Mit-
ra®-Spitzen bis zur vollstandigen Fullung an die Oberflache elf verschiedener Blutproben gehalten
(kurze Absorption). Dieses VVorgehen wurde mit elf weiteren Spitzen wiederholt mit dem Unterschied,
dass diese nach erreichter Fullung weitere zwei Sekunden an der Oberflache der Blutprobe belassen
wurden (lange Absorption). Mittels Pipette wurden die gleichen Blutproben auf elf weitere Spitzen
appliziert. Alle Proben wurden mit dem S-Assay gemessen. Nur sieben Proben zeigten in allen drei

Applikationsmodi Werte innerhalb des Messbereichs und konnten in der statistischen Analyse berlick-
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sichtigt werden. Sie sind in Abbildung 9 dargestellt. Bei kurzer Absorptionsdauer lagen die Messwerte
26 bis 47 Prozent tiber den Messwerten der pipettierten Proben, bei langer Absorptionsdauer 41 bis 59
Prozent. Bei Durchfiihrung eines gepaarten t-Tests zeigte sich eine signifikante Abweichung zwischen
kurzer und langer Absorptionszeit.
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Abbildung 9: Einfluss der Absorptionsdauer auf die ermittelte Antikérperkonzentration. Die mittels kurzer Absorption
préparierten Mitra®-Spitzen filhrten im Vergleich zu den pipettierten Proben zu einer Abweichung des Antikdrperwerts um
26 bis 47 Prozent. Bei langer Absorption lag die Abweichung zwischen 41 und 59 Prozent (A). Das Verhdltnis zu den ent-
sprechenden Serumwerten ist in (B) dargestellt.

In der praktischen Anwendung war die Probenentnahme unter Verwendung von Mitra®-Spitzen deut-
lich einfacher und schneller als unter Verwendung einer Glaskapillare. Auch der Extraktionsvorgang
gestaltete sich weniger arbeitsaufwandig und schneller, da das manuelle Ausschneiden der getrockne-

ten Blutstropfen entfiel und die Mitra®-Spitzen direkt in EDTA-L6sung tberfihrt werden konnten.

4.2 Uberwachung der quantitativen Antikorperantwort nach Impfung

Mittels regelmaRiger DBS-Messungen sollte Gberpruft werden, wie sich die Antikorperantwort ver-
schiedener Probanden bei Anwendung unterschiedlicher Impfstoffe im Zeitverlauf verhalt, wenn diese
mit Hilfe selbstdndig enthommener Proben Uberwacht wird. Beriicksichtigt wurden die Impfstoffe
BNT162b2 (n = 6) und mRNA-1273 (n = 6) in homologer Applikation sowie ChAdOx1 nCoV-19 (n =
15), das in homologer Form (n = 5) oder in Kombination mit BNT162b2 (n = 6) oder mRNA-1273 (n
= 3) eingesetzt wurde. Die Uberwachung wurde Gber einen Zeitraum von sechs Wochen nach Erstimp-
fung mit allen Probanden wdchentlich durchgefiihrt, anschlieend bei Probanden mit grélRerem Ab-
stand zur Zweitimpfung in reduzierter Frequenz. Nach der Zweitimpfung erfolgte die DBS-
Uberwachung mindestens drei Wochen lang erneut wachentlich. Eine Probandin mit ChAdOx1 nCoV-
19-Erstimpfung konnte lediglich sechs Wochen und somit nicht tiber den Zeitpunkt der zweiten Imp-
fung verfolgt werden. Vor Beginn der Uberwachung wurden alle Teilnehmenden unter Verwendung

von N- und S-Assay auf Vorliegen von Antikorpern getestet und zeigten keine Reaktivitét.
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Der Abstand zwischen den Impfungen war individuell verschieden: Bei BNT162b2 betrug er fur alle
Probanden 21 Tage, bei mMRNA-1273 lag er zwischen 28 und 36 Tagen, bei ChAdOx1 nCoV-19 zwi-
schen 62 und 93 Tagen. Da bei allen Teilnehmenden und unabh&ngig vom Impfstoff eine starke Anti-
kdérperzunahme nach Erhalt der zweiten Impfdosis zu beobachten war, wurde dieser Zeitpunkt in der
graphischen Darstellung aufgrund der ungleichen Impfabstande als Nullpunkt (x = 0) gewahlt. Zur
besseren Vergleichbarkeit der Verlaufe ist fir alle Impfstoffe der Zeitraum zwischen 90 Tagen vor und
60 Tagen nach Zweitimpfung dargestellt, auch wenn die Uberwachung der homologen mRNA-
Impfung deutlich kiirzer ausfiel. Aufgrund der geringen Probandenanzahl werden die Ergebnisse rein

deskriptiv berichtet. Die absoluten Messwerte sind in Zusatztabelle 1-5 im Anhang aufgefihrt.

Bei BNT162b2 wurde bei zwei der sechs Teilnehmenden nach 16 Tagen erstmals Reaktivitat im DBS-
Eluat nachgewiesen. Diese lag im sehr niedrigen Messbereich des S-Assays (0,537 und 1,55 U/mL).
Die restlichen Teilnehmenden zeigten erst nach Erhalt der zweiten Impfdosis reaktive Proben. In der
Messung neun Tage nach Zweitimpfung erreichten alle Probanden ihren jeweiligen Maximalwert. In
fiinf Proben lag dieser zwischen 45 und 146 U/mL, in einer Probe oberhalb der Messbereichsgrenze
(BT-4). In den Folgemessungen zwei und drei Wochen nach Zweitimpfung wurde bei allen Probanden
eine Abnahme der Antikorperkonzentration auf ungeféhr die Hélfte der Maximalkonzentration beo-
bachtet. In der Nachbeobachtung nach zehn und elf Wochen zeigten zwei Probanden konstante Werte
(BT-2 und BT-6), bei den restlichen Probanden kam es zu einer weiteren Abnahme der Antikorper-

konzentration. Die Verldufe sind in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Longitudinale Uberwachung der Antikorperantwort in DBS von sechs Probanden mit zweifacher
BNT162b2-Impfung.
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Bei MRNA-1273 wurde bereits acht Tage nach Erstimpfung ein Vorliegen von Antik6rpern beobach-
tet (Mod-4), nach spatestens 17 Tagen (und somit vor Erhalt der zweiten Impfdosis) war dieses bei
allen Probanden nachweisbar (Messwerte zwischen 1,47 und 50,92 U/mL). Eine Woche nach Zweit-
impfung zeigten fiinf der sechs Probanden Werte oberhalb der Messbereichsgrenze. Da sich dies bis
zum Ende der Beobachtungsperiode nicht dnderte, kénnen die Verldufe nicht nédher beschrieben wer-
den. Eine Probandin (Mod-6) erreichte erst sieben Wochen nach Zweitimpfung eine Antikdrperkon-

zentration oberhalb der Messbereichsgrenze. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Longitudinale Uberwachung der Antikorperantwort in DBS von sechs Probanden mit zweifacher
MRNA-1273-Impfung.

Bei ChAdOx1 nCoV-19 wurde friihestens ab zwei, in der Regel ab vier Wochen nach Erstimpfung
Reaktivitdt im niedrigen Messbereich beobachtet (0,478 bis 7,59 U/mL). Nach Erhalt einer zweiten
ChAdOx1 nCoV-19-Dosis war bei allen Probanden eine Zunahme der Antiktrperkonzentration nach-
weisbar, zeigte sich jedoch heterogen: Wahrend eine Probandin (AZ-1) bereits eine Woche nach
Zweitimpfung einen Messwert oberhalb der Messbereichsgrenze aufwies, zeigte ein Proband (AZ-5)
bis zum Ende der Beobachtungsperiode Messwerte unterhalb von 15 U/mL. Wahrend bei AZ-1 im
weiteren Verlauf eine Abnahme der Antikdrperkonzentration zu beobachten war, zeigten AZ-3 und
AZ-4 eine stetige Zunahme und erreichten 27 beziehungsweise 49 Tage nach Zweitimpfung Werte
oberhalb der Messbereichsgrenze. Die Verldufe sind in Abbildung 12 dargestellt. Zusétzlich wurden
dieser Kohorte nach zwei, drei, vier, acht und 16 Wochen Plasmaproben entnommen. Im Plasma war
eine Antikorperdetektion ab zwei Wochen nach Erstimpfung maoglich. Aufgrund der im Vergleich zu

DBS hoheren Messwerte treten die interindividuellen Unterschiede in der graphischen Darstellung bei
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gleicher Skalierung deutlicher hervor. Uber die Antikorperkonzentration nach Zweitimpfung ist bei
reiner Plasmamessung keine Aussage mdglich, da vier der funf Probanden nach Zweitimpfung Werte

oberhalb der Messbereichsgrenze aufwiesen.
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Abbildung 12: Longitudinale Uberwachung der Antikérperantwort von Probanden mit zweifacher ChAdOx1 nCoV-
19-Impfung in DBS (A) und Plasma (B).
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Bei Kombination von ChAdOx1 nCoV-19 mit einem mRNA-Impfstoff zeigten alle Probanden sieben
bis elf Tage nach Zweitimpfung Messwerte oberhalb von 250 U/mL. Bei sieben der neun Probanden
zeigten sich diese im Verlauf der Beobachtungsperiode konstant. Ein Proband (AZ-BT5) zeigte 17
Tage nach Zweitimpfung einen Messwert von 232 U/mL. Eine Probandin (AZ-BT3) zeigte sieben
Wochen nach Zweitimpfung einen Riickgang auf 125 U/mL. Da diese Probe abweichend vom Proto-
koll deutlich verspétet entnommen wurde, sind die Werte der anderen Teilnehmenden zum gleichen

Zeitpunkt nicht bekannt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Longitudinale Uberwachung der Antikérperantwort in DBS von neun Probanden mit Erstimpfung
ChAdOx1 nCoV-19 und Zweitimpfung BNT162b2 (AZ-BT) oder mRNA-1273 (AZ-Mod).

4.3  Machbarkeitsstudie und Untersuchung des Semestereinflusses an der DSHS

Um zu untersuchen, ob die Detektion von Anti-SARS-CoV-2-Antikdrpern in DBS auch in grofierem
Malstab einsetzbar ist, bei einem gesteigerten Probenaufkommen eine zeitnahe Analyse zulésst und
Antikdrper nach Infektion oder Impfung zuverlassig anzeigt, wurde eine Studie mit 557 Mitarbeiterin-
nen und Mitarbeitern der Deutschen Sporthochschule durchgefihrt. Die Studie fand zu zwei Zeitpunk-
ten, im Oktober 2020 und Marz 2021, statt (im Folgenden als DSHS | und Il bezeichnet). Durch Tes-
tung vor und nach dem Wintersemester sollte neben der Durchfiihrbarkeit auch der Einfluss des Hoch-

schulbetriebs auf das Infektionsgeschehen unter den Beschéftigten untersucht werden.

327 Probanden (173 Frauen, 154 Mé&nner) nahmen an DSHS | teil, 230 Probanden (128 Frauen, 92
Manner) an DSHS 1. 132 Probanden nahmen zu beiden Zeitpunkten teil.
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Wahrend zum Zeitpunkt der Durchfihrung von DSHS | noch keine Impfstoffe in Deutschland zuge-
lassen waren, hatten zu Beginn von DSHS I fast zehn Prozent der deutschen Bevolkerung eine Imp-
fung erhalten®®. Um auf Vorliegen von Antikérpern nach Infektion zu testen, wurden alle Proben
pseudonymisiert unter Verwendung des N-Assays analysiert. Nach Entblindung wurden die Proben

der Geimpften zusatzlich mit dem S-Assay analysiert. Die Analyse fand bis auf wenige Ausnahmen

am Tag des Probeneingangs statt.

GemaR Herstellerangaben werden Testergebnisse oberhalb eines numerischen Cutoff-Index von 1,0
als reaktiv interpretiert. Da die Angaben sich auf Serum- oder Plasmaproben beziehen, wurde fir die
DBS-Proben (Verwendung von Vollblut statt Serum/ Plasma, geringeres Volumen auf DBS-Karte,
potentielle Verluste oder Verdinnung wahrend der Extraktion) eine konservative Anpassung vorge-
nommen und Proben oberhalb eines COIl von 0,5 als reaktiv bewertet. In der getesteten Kohorte reich-
ten die beobachteten Werte der reaktiven DBS-Proben von 0,698 bis 28,2, wéahrend die Werte fir
nicht-reaktive Proben zwischen 0,04 und 0,12 lagen (Abbildung 14). Testergebnisse nahe, aber unter-
halb des COI (0,2 bis 0,5) wurden als uneindeutig eingestuft und mittels Analyse eines weiteren DBS-

Spots oder einer vendsen Blutprobe erneut bestimmt.
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Abbildung 14: Werte der DBS-Proben von DSHS | und I, gemessen mit dem N-Assay. Wahrend die Werte der nicht-
reaktiven Proben (dargestellt in blau) zwischen 0,04 und 0,12 lagen (A), galten Proben oberhalb eines COI von 0,5 als reaktiv
(dargestellt in rot) und waren von den nicht-reaktiven Proben eindeutig abgrenzbar (B, Verwendung einer logarithmischen
Skala). Auch die uneindeutigen Proben (dargestellt in violett) waren deutlich von den nicht-reaktiven Proben unterscheidbar.

DSHS | zeigte bei drei der 327 Probanden reaktive DBS-Proben (Tabelle 5). Keiner dieser Probanden
hatte einen zuvor positiven PCR-Test berichtet. Alle drei Proben wurden durch Analyse eines weiteren
DBS-Spots und/ oder einer Plasmaprobe als reaktiv bestatigt. Zwei der 327 Proben zeigten
uneindeutige Werte und wurden durch Analyse einer Plasmaprobe als reaktiv identifiziert. Die restli-
chen Proben waren nicht-reaktiv. Die als nicht-reaktiv identifizierte Probe mit dem héchsten Wert
(0,12) war auch in wiederholten Messungen nicht-reaktiv (0,158 und 0,072). Eine einzige Probandin

hatte einen in der Vergangenheit positiven PCR-Test angegeben. lhre DBS-Probe war jedoch nicht-
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reaktiv und konnte auch bei wiederholter Messung (DBS sowie Plasma) als nicht-reaktiv bestétigt

werden.

Tabelle 5: Ubersicht tiber DSHS I-Proben mit Spezialbefund. Alle reaktiven oder uneindeutigen DBS-Proben lieRen sich
durch Wiederholungsmessungen (DBS oder Plasma) als reaktiv identifizieren. Die Proben der einzigen Probandin mit in der
Vergangenheit positivem PCR-Test waren weder in wiederholter DBS- noch Plasmamessung reaktiv.

DBS1 DBS2 Plasma Testanamnese Interpretation
DBS reaktiv 5,24 3,15 50,49 negativ reaktiv

2,17 2,38 / negativ reaktiv

0,698 1,74 / negativ reaktiv
DBS uneindeutig, Messung von Plasma 0,327 0,353 4,82 negativ reaktiv

0,221 0,203 1,37 negativ reaktiv

DBS nicht-reaktiv trotz positiver PCR 0,067 0,063 0,084 positiver PCR-Test (13.09.20) nicht-reaktiv

DSHS 11 zeigte bei Messung mit dem N-Assay bei finf der 230 Probanden reaktive Proben (Tabelle
6). Drei dieser Probanden hatten einen in der VVergangenheit positiven PCR-Test angegeben, ein Pro-
band einen positiven Antikdrper-Test, bei einer Probandin lag zuvor kein positiver Befund vor. Alle
Proben wurden durch Messung eines weiteren DBS-Spots als reaktiv bestétigt. Eine der 230 Proben
zeigte ein uneindeutiges Ergebnis und wurde durch Plasmamessung als reaktiv identifiziert. Bei der
getesteten Probandin hatte bereits in DSHS | ein uneindeutiges DBS-Ergebnis vorgelegen, das in der
Plasmamessung als reaktiv identifiziert worden war (Plasmawert DSHS I: 4,82, Plasmawert DSHS II:
1,73). Bei drei Probanden, die einen zuvor positiven PCR-Test angegeben hatten, waren die DBS-
Proben nicht-reaktiv. Zwei dieser Probanden zeigten auch in der konsekutiven Plasmamessung keine
Reaktivitat. Bei einer Probandin war aufgrund von Schwangerschaft keine Blutentnahme und Wieder-

holungsmessung einer Plasmaprobe maoglich.

Tabelle 6: Ubersicht tiber DSHS I1-Proben mit Spezialbefund. Alle reaktiven oder uneindeutigen DBS-Proben lieRen sich
durch Wiederholungsmessungen (DBS oder Plasma) als reaktiv identifizieren. Bei fiinf von sechs dieser Probanden lagen in
der Vergangenheit positive PCR- oder Antikorper-Tests vor. Drei Teilnehmende mit positiver Testanamnese konnten auch
bei wiederholter Messung nicht als reaktiv identifiziert werden.

DBS1 DBS2 Plasma Testanamnese Interpretation

DBS reaktiv 28,2 30,42 / positiver AK-Test (25.11.20)  reaktiv

6,04 5,8 / positiver PCR-Test (15.02.21) reaktiv
2,63 2,95 / negativ reaktiv
2,46 1,37 / positiver PCR-Test (05.02.21) reaktiv
1,05 1,38 / positiver PCR-Test (05.12.20) reaktiv

DBS uneindeutig, Messung von Plasma 0,207 0,244 1,73 positiver AK-Test (19.11.20)  reaktiv

DBS nicht-reaktiv trotz positiver PCR 0,108 0,080 / positiver PCR-Test (15.12.20) nicht-reaktiv
0,07 0,061 0,336 positiver PCR-Test (12.12.20) nicht-reaktiv
0,043 0,063 0,072 positiver PCR-Test (26.02.21) nicht-reaktiv
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Die zwei Probandinnen mit in DSHS | uneindeutigen DBS-Proben waren die einzigen Studienteil-
nehmenden mit auffalligem Befund, die auch an DSHS 11 teilnahmen. Wéhrend die DSHS I1-Testung
bei einer Probandin analog zu DSHS | verlief (DBS uneindeutig, Plasma reaktiv), war bei der anderen
Probandin bereits die DBS-Probe nicht-reaktiv.

14 Probanden hatten zum Zeitpunkt von DSHS |1 eine Impfdosis mit Impfstoff der Firma AstraZeneca
erhalten, ein Proband zwei Impfdosen von BioNTech/Pfizer. Diese DBS-Proben wurden zusatzlich
unter Verwendung des S-Assays gemessen. Analog zu den vorherigen Beobachtungen waren die Pro-
ben bis auf eine Ausnahme ab drei Wochen nach Impfung reaktiv. Es liel® sich kein Zusammenhang
zwischen Antikorperlevel und zeitlichen Abstand zur Impfung erkennen. Die Ergebnisse sind in Zu-

satztabelle 6 im Anhang dargestellt.

Zur Untersuchung der Rolle des Semesters hinsichtlich des Infektionsgeschehens wurden von den
teilnehmenden Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern Angaben Haufigkeit und Form ihres arbeitsbezoge-
nen Studierendenkontakts erhoben. Es zeigte sich eine Reduktion der Studierendenkontakte bei nahezu

unverdnderter raumlicher Verteilung ihres Auftretens. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Angaben zu wéchentlicher Anzahl und Ort der Studierendenkontakte (in absoluten Zahlen und anteilig zur
jeweiligen KohortengrofRe). Beim Begegnungsort wurde zwischen in Rdumlichkeiten, zum Beispiel Biro, Seminarraum,
Horsaal, Halle, und auBerhalb von R&dumlichkeiten, zum Beispiel Freiplatze, differenziert. Wéhrend die Studierendenkontakte
in DSHS I und Il rdumlich dhnlich verteilt waren, lied sich bei DSHS 1l eine Reduktion ihrer Haufigkeit beobachten.

DSHS | % DSHS 11 %
Haufigkeit <1/ Woche 163 49,8 145 63,0
1-3/ Woche 87 26,6 49 21,3
>3/ Woche 77 23,5 36 15,7
Begegnungsort in Raumlichkeiten 283 86,5 195 84,8
auBerhalb von Raumlichkeiten | 44 13,5 35 15,2
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob und mit welchen Limitationen getrocknete
Blutstropfen zum quantitativen Nachweis von Anti-SARS-CoV-2-Antikorpern geeignet sind, wie sich
die Antikorperentwicklung nach Impfung in der longitudinalen DBS-Uberwachung verhilt und ob
sich unter Einsatz von DBS ein Einfluss des Semesterbetriebs auf die Seropravalenz unter den Mitar-

beiterinnen und Mitarbeitern der Deutschen Sporthochschule ermitteln I&sst.

Die quantitativen DBS-Ergebnisse zeigten sowohl nach Infektion als auch nach Impfung eine lineare
Korrelation zu den entsprechenden Plasma- und Serumproben. Um Antikoérperwerte in Plasma oder
Serum auf Basis getrockneter Blutproben zu bestimmen, kann konzentrationsunabhéngig ein Umrech-
nungsfaktor von mindestens zehn angenommen werden. Die Messung von DBS-Eluat mit zwei kom-
merziellen Assays von Roche erlaubte einen hohen Probendurchsatz und die Differenzierung zwischen
durch Infektion oder Impfung induzierten Antikorpern. Die selbstdndige volumetrische Probenent-
nahme mittels Glaskapillare erwies sich als durchfiihrbar und prézise, in der Handhabbarkeit jedoch
fur einige Probanden miihsam. Zur erleichterten Probenentnahme ist der Einsatz einer Microsampling-

Technologie sinnvoll.

Mit Hilfe selbstdndig entnommener DBS-Proben liel3 sich der Antikérperverlauf nach homologer Imp-
fung mit den Impfstoffen BNT162b2, mMRNA-1273 und ChAdOx1 nCoV-19 sowie nach heterologer
Impfung mit ChAdOx1 nCoV-19 und einem mRNA-Impfstoff in einer kleinen Kohorte longitudinal
uberwachen. Es zeigten sich interindividuell unterschiedliche Verldufe der ermittelten Antikorperkon-
zentrationen, jedoch bei allen Teilnehmenden eine starke Zunahme der Antikorperkonzentration nach
Erhalt der zweiten Impfdosis.

Die qualitative Anwendung von DBS fir Uber 500 Teilnehmende erwies sich als praktikabel. Eine
grolRere Skalierung ist mit den vorhandenen technischen und personellen Mitteln am Institut fir Bio-
chemie der DSHS vorstellbar. In der im Vergleich zu Seroprévalenzstudien auf Populationsebene
kleinen Stichprobe konnte bei reduziertem Studierendenkontakt kein Uberproportionaler, infektions-

fordernder Einfluss des Semesterbetriebs an der DSHS nachgewiesen werden.

5.1  Nachweis von Anti-SARS-CoV-2-Anikorpern in DBS

5.1.1. Quantitativer Antikérpernachweis in DBS im Vergleich zu Plasma und Serum
Da zahlreiche Substanzen sich in venésem und kapillirem Blut unterschiedlich prasentieren®*, muss

ihre Beziehung flr jeden kapilldr zu testenden Analyten und das verwendete Nachweisverfahren neu

272

Uberprift werden'“. Der eingesetzte Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S Assay von Roche ist flir den quanti-

tativen Nachweis von Anti-SARS-CoV-2-Antikérpern in Plasma und Serum zugelassen, nicht jedoch
in DBS-Eluat®. Einige Studien haben diesen oder den Elecsys Anti-SARS-CoV-2 Assay zur Analyse
von Anti-SARS-CoV-2-Antikérpern in DBS untersucht, beschranken sich jedoch meist auf einen rein

qualitativen Nachweijs?**#76295-297,
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Der hier untersuchte quantitative Nachweis erwies sich als mdglich, zeigte jedoch Limitationen, die in
der praktischen Anwendung berticksichtig werden missen. Zwischen DBS- und Plasma- oder Serum-
proben konnte ein Uber den gesamten Messbereich linearer Zusammenhang nachgewiesen werden.
Dies wurde sowohl fir die aus Plasma rekonstituierten Proben nach Infektion als auch fur die
kapillaren Proben nach Impfung beobachtet, was als interne Bestatigung angesehen werden kann. Die
Validitat rekonstituierter DBS-Proben wurde in mehreren Arbeiten hinreichend belegt®®#***®, Um
Plasma- oder Serumwerte auf Basis von DBS-Werten zu bestimmen, kann konzentrationsunabhéngig
ein Umrechnungsfaktor von mindestens zehn angenommen werden. Maligeblich lag er zwischen zehn
und 20, schwankte jedoch bis zu einem Maximalwert von 32. Diese Streuung ist angesichts von Un-
genauigkeiten in der volumetrischen Blutentnahme, Verlusten bei Transport und Lagerung oder einer
unvollstandigen Desorption vom Zellulosematerial plausibel. Auch die hohere Variabilitdt des Ver-
haltnisses zwischen Plasma und zellul&ren Bestandteilen in kapillaren Proben im Vergleich zu veno-
sem Blut kann einen Einfluss gehabt haben und durch zusétzliches ,,Melken“ des Fingers verstarkt
worden sein?®. Fiir diese Tatsache spricht, dass der Umrechnungsfaktor der rekonstituierten DBS eine
geringere Streuung aufweist als der Umrechnungsfaktor der kapilldren DBS. Zur Reduktion der ,,drop-
to-drop* Variabilitat konnte es vorteilhaft sein, bereits bei der Enthahme groRere VVolumina kapilléren
Bluts zu sammeln oder bei der Analyse mehrere Blutspots gepoolt zu messen®®. Firr Plasma- oder
Serumproben mit Messwerten oberhalb der Messbereichsgrenze von 250 U/mL liel3 sich kein Um-
rechnungsfaktor ermitteln, bei Verdiinnung zeigte sich jedoch auch fur diese Proben eine lineare Kor-

relation zu DBS.

Die Detektionsschwelle lag fur DBS-Proben um einen Faktor zehn unter derjenigen fur Plasma- oder
Serumproben. Angesichts eines niedrigeren Blutvolumens, der Verwendung von Vollblut statt Plasma
oder Serum sowie potentieller Verluste und Verdiinnung wahrend der Extraktion war dies nicht tber-
raschend. Im Vergleich zu Mulchandani et al., die unter Verwendung des Elecsys Anti-SARS-CoV-2
Assays eine um den Faktor 30 geringere Detektionsschwelle beobachteten?”®, filhrte das in dieser Ar-
beit angewendete Entnahme- und Extraktionsverfahren zu einer deutlich effizienteren Antikdrper-
Ausbeute. Dies korrespondiert mit den Beobachtungen von Brinc et al., die unter Verwendung des
Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S Assays eine Sensitivitat von 98 Prozent erreichen konnten®. Einen
maRgeblichen Einfluss auf die Extraktionsausbeute haben leicht adaptierbare Faktoren wie das einge-
setzte Blutvolumen, die Entfernung Uberschiissigen Kartenmaterials oder das Volumen des Extrakti-

onsmediums®*,

Wahrend die untere Nachweisgrenze des Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S Assays fir Plasma- oder Se-
rumproben gemaf Herstellerangaben bei 0,4 U/mL liegt und Proben erst oberhalb einer Konzentration
von 0,8 U/mL als reaktiv gewertet werden, ist es sinnvoll, die Schwelle fur DBS aufgrund der geringe-
ren Sensitivitat abzusenken und Proben bereits oberhalb von 0,4 U/mL als reaktiv zu werten. Zwar
lassen sich Plasma- oder Serumwerte unterhalb von 4 U/mL unter alleiniger Verwendung von DBS

weiterhin nicht detektieren, es ist jedoch fraglich, ob dies in der Praxis relevant ist, da bislang keine
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Immunitétsschwelle fiir SARS-CoV-2 definiert werden konnte und die beobachteten Antikorperwerte
nach abgeschlossener Impfung in einem deutlich héheren Bereich liegen, meist oberhalb der Messbe-
reichsgrenze des S-Assays. Fir den Zustand nach Infektion zeigte sich eins der 27 Probenpaare aus-
schliellich in der Plasmaprobe reaktiv (Messwert 1,61 U/mL im S-Assay beziehungsweise 4,28 im N-
Assay). Antikorperkonzentrationen im niedrigen Messbereich koénnen also bei alleiniger DBS-
Messung falschlicherweise nicht detektiert werden. Nach Impfung kam es zwischen Plasma- oder
Serumproben und DBS-Proben bis zu funf Wochen nach Erstimpfung zu diskordanten Ergebnissen
hinsichtlich der Reaktivitat. Diese glichen sich jedoch im Verlauf an, da die Antikérperkonzentratio-

nen zunahmen und schlieflich auch in den DBS-Proben nachweisbar waren.

Die erhobenen Daten zeigen, dass fir Anti-SARS-CoV-2-Antikorper eine lineare Korrelation zwi-
schen DBS und Plasma- oder Serumproben besteht, was die Methode als einfach anzuwendende Al-

ternative zur quantitativen Antikérperbestimmung aus Vollblut interessant macht.

5.1.2. Herausforderungen bei der Probenentnahme

Ein grolRer Vorteil von DBS liegt in der selbstandigen Probenentnahme, was den Einschluss groRer
Kohorten, abgelegen wohnender oder immobiler Probanden erlaubt. Gleichzeitig stellt diese
Entnahmeform eine potentielle Fehlerquelle fiir die quantitative Antikorperbestimmung dar, da diese

auf einer volumetrischen Probenentnahme beruht.

In der hier vorgelegten Arbeit wurde mit volumetrisch (Kreuzvalidierung, Impfuberwachung) und
nicht volumetrisch entnommenen Proben (Hochschulstudie) gearbeitet. Die 557 nicht volumetrisch
entnommenen Proben zeigten eine variable SpotgréfRe und —qualitat, lieBen jedoch in der Regel eine
qualitative Antikorperbestimmung zu. Teilweise mussten hierfir mehrere Spots gepoolt werden, so-
dass in der praktischen Anwendung das Befiillen von mindestens zwei Spots beibehalten werden soll-
te. Die eigenstandige Probenentnahme wurde von den Teilnehmenden akzeptiert, alle ausgehandigten
Karten wurden instruktionsgeman behandelt und zuriickgeschickt. Dies entspricht den Beobachtungen
von Guest et al. und Valentine-Graves et al., die die Selbstentnahme im Rahmen der iCollect-Studie
digital Uberwachten®?®. Dabei bewerteten 90 Prozent der Probanden die Selbstentnahme als akzep-
tabel oder sehr akzeptabel®®, 93 Prozent der Proben hatten eine fiir die Laboruntersuchung ausrei-
chende Qualitat”®. In beiden Arbeiten waren jedoch vornehmlich junge Probanden eingeschlossen.
Aufgrund der in der vorgelegten Arbeit durchgefiihrten Probandenrekrutierung am Arbeitsplatz ergibt
sich auch fir diese ein Selektionsbias zugunsten im Berufsleben stehender und somit tendenziell akti-
ver Probanden. Da inshesondere &ltere oder korperlich eingeschrénkte Personen von schweren SARS-

CoV-2-Verlaufen betroffen sein konnen*®*°

und die Prévalenz unter Kindern von hoher politischer
Brisanz ist, konnte die Handhabbarkeit fiir diese Zielgruppen in Folgestudien untersucht werden. Dies

gilt umso mehr fur die anspruchsvollere volumetrische Probenentnahme.
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Diese wurde mit Hilfe einer 20 uL messenden und mit EDTA beschichteten Glaskapillare durchge-
fiihrt. Zwischen den mittels Kapillare von der Fingerbeere entnommenen und den aus vendsem Voll-
blut pipettierten Proben zeigte sich eine lineare Korrelation. Dies weist einerseits auf eine hohe Prézi-
sion der kapillaren Entnahme sowie andererseits Représentanz kapillarer DBS fiir ventse Blutproben
hin. Wie Weisser et al. betonen, muss das Verhaltnis mit Hilfe verschiedener Probenmaterialien ermit-
telter Ergebnisse fir jeden diagnostischen Test neu etabliert werden®’?. Zwischen der supervidierten
und nicht supervidierten Selbstentnahme zeigte sich kein signifikanter Unterschied, sodass in der prak-
tischen Anwendung auf die Supervision verzichtet und der Vorteil von DBS als personelle Ressourcen

einsparendes Hilfsmittel genutzt werden kann.

Von einigen Teilnehmenden wurden Schwierigkeiten beim Befiillen und Entleeren der Kapillare be-
richtet oder durch die Versuchsleitung beobachtet. Ursachen waren insbesondere ein zu geringer Blut-
fluss bei Wahl einer unginstigen Punktionsstelle oder per se unzureichenden Durchblutung, auch
wenn die Teilnehmenden zu einer standardisierten Vorbereitung der Punktionsstelle durch Erwéarmen
mit warmem Wasser und Befolgung einer vorgegebenen Einstichposition angehalten waren. Mitunter
kam es zum kapillaren Einschluss einer Luftblase oder eines Blutgerinnsels, was zur unvollstandigen
Fillung der Kapillare fiihrte. Bei Sistieren des Blutflusses versuchten die Teilnehmenden héufig, die-
sen durch Massage des punktierten Fingers anzuregen. Es ist davon auszugehen, dass die dadurch
hervorgerufene Produktion extravendser Gewebefllssigkeit zu einer Verdinnung der Blutprobe und
moglicherweise Beeintrachtigung der Probenqualitat fihrte®®. Zur Erleichterung der Punktion kénnte

der Einsatz verschiedener Lanzettentypen mit variabler Stechtiefe evaluiert werden.

Fraglich ist, welchen Einfluss eine derartige Verdiinnung oder lediglich 80- oder 90-prozentige Ful-
lung der Kapillare auf die ermittelte Antikorperkonzentration hat oder ob diese aufgrund von Unge-
nauigkeiten im anschlieRenden Extraktions- und Messverfahren mdéglicherweise zu vernachldssigen
ist. Bei Uberpriifung von sechs nicht-volumetrisch aufgetragenen DBS zeigte sich ebenfalls eine linea-
re Korrelation zwischen DBS- und Serumproben. Moéglicherweise spielt die volumetrische Entnahme
also eine untergeordnete Rolle. Angesichts der kleinen Probenanzahl ist diese Beobachtung jedoch mit

grolRer Zurtickhaltung zu interpretieren und sollte mit einer groReren Fallzahl naher beleuchtet werden.

Um die Compliance der Teilnehmenden zu fordern und die préazise kapillare Entnahme zu erleichtern,
wurde der Einsatz eines volumetrischen Microsampling-Geréts untersucht: Mitra®-Spitzen basiereren
auf dem VAMS-Prinzip (volumetric absorptive microsampling) und absorbieren Blut vordefinierten
Volumens gemaR ihrer hydrophilen Materialeigenschaften. Unerwarteterweise — da vom Hersteller

eine relative Standardabweichung von maximal vier Prozent angegeben wurde®®

— zeigte sich, dass
mittels Absorption gefullte Mitra®-Proben schlechter mit den korrespondieren Plasmaproben korre-
liert waren als pipettierte Mitra®- oder DBS-Proben. Auch wenn die relative Standardabweichung der
Gewichtsdifferenz der mittels Absorption gefillten Mitra®-Spitzen die Herstellerangabe nicht Gber-

schritt, zeigten sich systematisch hthere Antikérperkonzentrationen als in den pipettierten Proben.
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Verstarkt wurde dieser Effekt durch eine langere Absorptionsdauer: Durchschnittlich lagen die so

ermittelte Werte 50 Prozent (iber den in pipettierten Proben ermittelten Konzentrationen.

Es ist moglich, dass die pipettierten Proben die wahre Antikdrperkonzentration unterreprasentieren, da
es beim Pipettiervorgang zu Verlusten von Plasma oder Serum kommen kann. Da jedoch in der vor-
liegenden Arbeit fur innerhalb des Messbereichs liegende Plasmakonzentrationen ein minimaler Um-
rechnungsfaktor von zehn auf Grundlage pipettierter Mitra®-Werte etabliert wurde und ein Uber-
schatzen der Messwerte nachteiligere Konsequenzen hétte als ein Unterschatzen, sollte in der prakti-
schen Anwendung die kurze Absorptionsdauer eingehalten werden. Fir den Zustand nach zweifacher
Impfung ist die beobachtete Ungenauigkeit angesichts hoher Antikérperkonzentrationen wahrschein-
lich von geringer Relevanz. Im niedrigen Messbereich, wie er fir den Zustand nach Infektion beo-
bachtet wurde, kann sie jedoch durchaus ins Gewicht fallen. Da Mitra®-Spitzen nicht nur in der Pro-
benentnahme, sondern auch in der Extraktion Vorteile aufweisen, sind weitere Untersuchungen ange-

zeigt, um das Phanomen abschlieRend zu kléren.

Alternativ konnte der Einsatz von Microsampling-Geraten wie HemaXis™ oder Capitainer-B evalu-
iert werden, wie Marchand et al. dies fir den qualitativen Assay getan haben®®. HemaXis™-Geréte
werden derzeit weiterentwickelt, um bereits bei der Probenentnahme eine Trennung der zellularen
Bestandteile von Plasma oder Serum vorzunehmen®*?*, Dies kénnte die derzeit im Labor stattfinden-
den Extraktionsschritte ertbrigen. Gleichzeitig ist der Einsatz dieser Technologien mit zusatzlichen
Kosten verbunden, was das ékonomische Argument zugunsten der Anwendung von DBS anstelle von

Plasma- oder Serumproben untergraben wiirde.

5.1.3. Herausforderungen bei Probenhandhabung und -aufbereitung

Als Tragermaterial der Blutstropfen wurden FTA® DMPK-C Karten verwendet. Diese enthalten laut
Herstellerangaben und in Abgrenzung zu anderen Karten keine impragnierten Chemikalien, die zur
Denaturierung proteinbasierter Biomolekiile beitragen oder mit der Analyse interferieren. Alternativ
konnte der Einsatz von Whatman 903 Karten, EUROIMMUN Blood Collection Cards, PerkinElmer
226 oder TEN Karten, die von verschiedenen Arbeitsgruppen zur Analyse von Anti-SARS-CoV-2-

230,247,272,276,296

Antikorpern eingesetzt wurden , mit der hier angewendeten Extraktionsmethode evaluiert

werden, um beispielsweise die Méglichkeit einer hohere Extraktionsausbeute zu untersuchen.

Bei Lagerung bei +4°C und Messung mit dem Elecsys Anti-SARS-CoV-2 Assay zeigten sich die An-
tikérper auf FTA® DMPK-C Karten hinsichtlich des qualitativen Ergebnisses tiber mindestens sechs

Monate stabil®*®

. Wie sich Lagerung und Extraktionszeitpunkt auf den quantitativen Messwert auswir-
ken, kénnte nun nach erfolgter Kreuzvalidierung unter Verwendung des Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S
Assays untersucht werden. Fur eine langfristige und ressourcenunabhéngige Lagerung ware ferner
eine Stabilitatsuberprifung der quantitativen Messwerte bei Raumtemperatur interessant. Wie Fontai-

ne et al. berichten, hatte eine 30-tdgige Lagerung auf Whatman 903 Karten zwischen 20 und 30°C
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keinen Einfluss auf das qualitative Ergebnis, auch wenn die Autorinnen und Autoren im Verlauf einen
langsamen Abbau von Anti-SARS-CoV-2-Antikérpern beobachteten®®. Da der Einsatz von DBS in
Regionen mit begrenzten diagnostischen Kapazitaten oder geographisch entlegenen Gebieten Vorteile
aufweist, ist ein Transport tUber gréRere Distanzen und unter extremen klimatischen Bedingungen vor-
stellbar. Die Uberpriifung der Antikorper-Stabilitit unter erschwerten Versandbedingungen (hohe
Luftfeuchtigkeit und Temperatur, grof3e Distanz und mechanische Belastung) ist dementsprechend von
Interesse. Moat et al. konnten fir PerkinElmer 226 Karten bei gleichzeitigem Vorliegen hoher Tempe-
ratur und Feuchtigkeit nach 28 Tagen einen negativen Effekt auf die Analytenstabilitat feststellen,
auch wenn die Parameter separat nur einen geringen Effekt zu haben schienen®. In der hier vorgestell-
ten Arbeit wurden Proben bis zu 600 Kilometer innerhalb Deutschlands per Post transportiert, ohne
dass eine Auswirkung auf ihre Qualitat zu beobachten war. Karp et al. konnten keinen signifikanten
Unterschied zwischen Proben feststellen, die weniger als 100 oder mehr als 1500 Meilen verschickt
wurden. Auch unter Simulation eines sommerlichen oder winterlichen Klimas zeigten sich die Proben

stabil?™,

Vor der Extraktion wurden die getrockneten Blutstropfen ausgeschnitten und geviertelt. Das manuelle
Vorgehen war angesichts einer — auch bei volumetrischer Entnahme vorliegenden — Spotheterogenitét
notwendig. Gleichzeitig ist diese Praparation aufwéndig und stellt eine potentielle Fehlerquelle dar. Im
Sinne eines groReren Probendurchsatzes ist die Implementierung einer Stanzapparatur sinnvoll.
McDade et al. geben an, dass ein fiinf Millimeter grolRes Segment ungeféhr fiinf Mikroliter Serum
entspricht®. Zur Implementierung einer Stanzapparatur kénnte ein Verhaltnis zwischen Durchmesser
und Volumen mit dem hier verwendeten Kartenmaterial etabliert werden. Da zudem die Stanzposition

22218 sollte diese vereinheitlicht

einen Einfluss auf die ermittelte Antikdrperkonzentration haben kann
werden. Angesichts einer geringen Grolie vereinzelter Spots konnte es vorteilhaft sein, das Zentrum
mehrerer Spots auszustanzen und die erhaltenen Teile gepoolt zu extrahieren. So lieRe sich mogli-
cherweise auch eine potentielle Variabilitat zwischen verschiedenen Blutstropfen ausgleichen®®, eine
hohere Analytendichte erreichen und die Sensitivitat der Gesamtmethode erhéhen. Gleichzeitig setzt
dieses Vorgehen in Abgrenzung zum manuellen Ausschneiden des Gesamtspots eine gleichmaRige
Durchtrédnkung des Filterpapiers voraus, was leider nicht immer der Fall war. Zusétzlich muss bertick-
sichtigt werden, dass die GroRe der ausgestanzten Partikel die mit dem Extraktionsmittel in Kontakt
kommende Oberflache beeinflusst: Dabei kénnte eine grolRere Oberflache zwar die Extraktionsausbeu-
te erhthen; zu kleine Partikel kdnnen jedoch bei Extraktion im Ultraschallbad verklumpen und zum
vollstdndigen Verlust der Probe fiihren. Da ferner der Hamatokrit-Wert einen Effekt auf die
rheologischen Eigenschaften der Blutstropfen sowie den enthaltenen Plasma- oder Serumanteil hat,
kann er die ermittelte Antikdrperkonzentration je nach Gréfle und Lokalisierung des ausgestanzten
Spots beeinflussen. Fiir die in dieser Arbeit analysierten Proben ist dieser Effekt wahrscheinlich zu
vernachlassigen, da ein homogenes Probandengut eingeschlossen wurde®”. Da dies bei einer groRvo-

lumigen Anwendung von DBS nicht vorausgesetzt werden kann, konnte der Einfluss des Hamatokrit-
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Werts in Folgestudien untersucht werden. Mdaglicherweise lieRe sich so im Sinne einer Homogenisie-

rung der Proben eine Anpassung der auszustanzenden SpotgréRe an den Hamatokrit-Wert vornehmen.

Bei der Extraktion wurde zur Etablierung des gleichen Milieus wie in den Plasmardhrchen und um die
Anzahl der eingesetzten Chemikalien und potentiellen Einflussfaktoren gering zu halten, eine 1,8
mg/mL-haltige EDTA-L8sung eingesetzt. Damit konnte eine Extraktionsausbeute von tber 80 Prozent
erreicht werden. Ob Elutionspuffer wie PBS/ Tween™, LowCross Buffer® oder kunstliches Serum zu
einer hoheren Extraktionsbeute oder Reduzierung moglicherweise vorhandener Matrixeffekte fuhren,
konnte in Folgestudien untersucht werden. Ferner kdnnte als Referenzwert eine Extraktion mit Eigen-
serum als Medium minimaler Interferenz untersucht werden, wohlwissend dass diese fur die klinische
Anwendung nicht praktikabel ist. Bei Verdiinnung der Proben mit PBS, kiinstlichem Serum und mit
Aktivkohle gereinigtem Serum wurde kein Unterschied zur Verdiinnung mit EDTA beobachtet, sodass
eine Interaktion von EDTA mit dem Nachweisverfahren unwahrscheinlich ist. Hinsichtlich des Volu-
mens des eingesetzten Verdiinnungsmediums wurde das von Thevis et al. optimierte Verfahren im-

plementiert®,

Wahrend Knoop et al. unter Verwendung des Elecsys Anti-SARS-CoV-2 Assays erhohte Messwerte
(0,1-0,2) blanker extrahierter Spots beobachteten?®, zeigten die in der vorliegenden Arbeit eingesetz-
ten Materialien bei Verwendung des Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S Assays keine Reaktivitat. Zwar ist
es moglich, dass sie eine Reaktivitat unterhalb der Nachweisgrenze von 0,4 U/mL besitzen, dies ist in

der klinischen Anwendung angesichts héherer zu erwartender Messwerte jedoch vernachléssigbar.

Dank der Extraktion im Ultraschallbad geniigte eine Extraktionszeit von zehn Minuten, um eine 80-

1%, Dies ist hin-

prozentige Ausbeute zu erreichen. Eine langere Extraktionszeit zeigte keinen Vortei
sichtlich der Bearbeitung eines groRen Probenvolumens vorteilhaft und hebt sich positiv von zahlrei-
chen anderen Studien ab, die mehrstiindige Extraktionen oder gar Extraktionen ber Nacht beschrei-
ben®2%327% Um den Probendurchsatz zu erhéhen, die Routineanalytik zu vereinfachen und die Analy-
sekosten zu reduzieren ist eine Automatisierung der vollstandigen DBS-Analyse, wie beispielsweise

247,248

von Gaugler et al. oder Knoop et al. evaluiert , sinnvoll.

Fir Mitra®-Proben zeigte sich: Neben der erleichterten Probenentnahme wies der Extraktionsprozess
weniger Fehlerquellen und einen hoéheren Probendurchsatz auf, da das milhsame, manuelle Aus-
schneiden der getrockneten Blutspots entfiel. Die Messwerte lagen bis auf wenige Ausnahmen tber
denjenigen der DBS-Proben (durchschnittlich acht Prozent), was zusétzlich auf eine bessere Desorpti-
on der Antikorper vom Polymer- im Vergleich zum Zellulosematerial hinweist. Dies deckt sich mit
Beobachtungen von Marchand et al.*>**. Dariiber hinaus wiesen die Messwerte der pipettierten Mit-
ra®-Spitzen eine geringere relative Standardabweichung auf als die pipettierten DBS-Proben, was auf
eine geringere Variabilitat der Extraktion schlielen lasst. Mitra®-Proben sind zudem robuster gegen-
iiber variablen Hamatokrit-Werten als DBS??. Allgemein kann ihr Einsatz als vorteilhaft bewertet

werden, wenn das Einhalten einer korrekten Absorptionszeit berticksichtigt wird.
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Auch wenn LFIA hinsichtlich der Selbstanwendung ahnliche Vorteile bieten wie DBS, haben sie eine
geringere Sensitivitat als laborbasierte serologische Tests und erlauben keine quantitative Aussage'*2".
Zusétzliche reduziert die Trennung von Probenentnahme und -analyse bei DBS Fehler in der

Praanalytik und entkoppelt die Interpretation von der Integritat der Probanden.

5.1.4. Vor- und Nachteile der verwendeten Assays

Zahlreiche Labore haben hauseigene Assays entwickelt, um den Einsatz von DBS zur Anti-SARS-
CoV-2-Diagnostik zu untersuchen®?*?"%#" Dies erschwert die Vergleichbarkeit der Messergebnisse,
auch wenn von der WHO inzwischen einen Standard zur Vereinheitlichung serologischer Assays vor-
geschlagen wurde®”*®, Labore ohne Kapazitat einer eigenen Assayentwicklung waren von der Durch-
fiihrung serologischer Testungen zunédchst ausgeschlossen. Angesichts eines dynamischen Infektions-
geschehens waren die schnelle Einfilhrung und klinische Uberpriifung kommerzieller Assays daher

extrem wertvoll=°,

In Studien detektierte der quantitative Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S Assay Antikorper gegen die RBD
ab zwei Wochen nach Infektion mit einer Sensitivitidt von 84 Prozent und einer Spezifitit von 100

291

Prozent™. Der qualitative Elecsys Anti-SARS-CoV-2 Assay detektierte Antikdrper gegen das

Nukleokapsid ab zwei Wochen nach Infektion mit einer Sensitivitat von 89 Prozent und einer Spezifi-

tat von 99 Prozent®*

. Dank dieser Parameter kann der Antikérper-Nachweis auch im geringen DBS-
Volumen gelingen. Wie Klumpp-Thomas et al. jedoch unter Verwendung eines differenzierten ELISA
beobachteten, wiesen einige Probanden mittlerer Antikdrperkonzentration hdhere Absorptionswerte
gegen das Spike-Antigen als die RBD auf, sodass eine alleinige Messung von Anti-RBD-Antikérpern

die méglicherweise polyklonale Antikérperbildung nicht beriicksichtigt®.

Die Analyse im Cobas e411 Analyzer erfordert ein Probenvolumen von lediglich 20 uL und erfolgt
vollautomatisch innerhalb von 45 Minuten. Dies macht sie fur einen hohen Probendurchsatz infizierter
oder geimpfter Menschen attraktiv. Der S-Assay zeigte in dieser Arbeit eine hohe Reproduzierbarkeit
innerhalb eines Tages sowie im Vergleich mehrerer Tage. Fur den N-Assay wurden diese Parameter

von Knoop et al. positiv bewertet*®,

In Kombination erlauben die Assays eine Differenzierung zwischen dem Zustand nach Infektion und
Impfung, da bei einer SARS-CoV-2-Impfung mit den derzeit in Deutschland zugelassenen Impfstoffen
Antikorper gegen das Spike-Protein gebildet werden, bei einer Infektion hingegen Anti-Spike- und
Anti-Nukleokapsid-Antikdrper. So lieRe sich mit Hilfe des N-Assays die tatsachliche Impfstoffeffekti-
vitat asymptomatischer Individuen iiberpriifen®®. Bei Geimpften, die eine starke Impfreaktion aufwei-
sen, konnte nachtraglich festgestellt werden, ob in der Vergangenheit bereits eine SARS-CoV-2-
Infektion vorgelegen hat. Da bereits Infizierte in Deutschland nur eine Impfdosis erhalten (Stand 25.
August 2021)*** kénnte dies die Zweitimpfung obsolet machen und zu einer ressourcenschonenden

Impfstoffverteilung beitragen. Umgekehrt kdnnte bei Menschen, fiir die aufgrund einer stattgehabten
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Infektion nur eine Impfdosis vorgesehen ist, die Ausbildung von Anti-Spike-Antikdrpern Gberprift
werden. Da diese Antikérper mit einem besserem Outcome assoziiert sind als Antikorper gegen die
Nukleokapsid-Einheit®, kénnten bereits Infizierte mit geringer Antikérperentwicklung gezielt zweit-

geimpft werden.

Da Mueller et al. und Higgins et al. bei einigen Probanden diskordante Ergebnisse zwischen den bei-
den Assays festgestellt haben?"%, kénnte ein kombinierter Einsatz zur Uberpriifung der Immunant-
wort nach Infektion erwogen werden. In der vorgelegten Arbeit wurde keine Diskordanz der Assays
bei bekanntermafien Infizierten beobachtet. Vielmehr zeigte sich ein hochsignifikanter Zusammen-
hang, auch wenn der N-Assay nicht (iber eine quantitative Skalierung verfligt und die Methoden daher
nur eingeschrankt miteinander vergleichbar sind. Wéhrend die in lediglich einem Assay mdgliche
Nachweisbarkeit bei Mueller et al. gleichmélRig auf S- und N-Assay verteilt war, berichteten Higgins
et al. ausschlieRlich von Proben, die im S-Assay reaktiv waren, im N-Assay jedoch nicht®"*%, Da eine
guantitative Aussage derzeit lediglich mit Hilfe des S-Assays maglich ist, spricht dies bei Verwendung
lediglich eines Assays fir den Einsatz des S-Assays. Inwiefern die quantitative Aussage nach Infekti-
on und Impfung miteinander vergleichbar ist, muss untersucht werden, da ein qualitativer Unterschied

durch Impfung oder Infektion hervorgerufener Antikdrper beschrieben wurde®®.

N- und S-Assay detektieren mehrere Antikdrperklassen gleichzeitig, was ihre Sensitivitat erhdht?™,

jedoch keine Differenzierung der Antikorperklassen erlaubt. Aufgrund der zentralen Rolle von IgA fir
die mukosale Immunabwehr und ihre Fahigkeit, sterilisierende Immunitat zu vermitteln™, wére eine
spezifische Untersuchung von IgA im Respirationstrakt interessant. Hierfir misste jedoch ein IgA-
spezifischer Assay verwendet werden. Auch wenn die Assays von Roche nicht fir Saliva oder Sputum
zugelassen sind, konnte bei explorativer Analyse von drei Sputum-Proben zweifach Geimpfter eine
Reaktivitat im niedrigen Messbereich des S-Assays nachgewiesen werden. Da die Proben im N-Assay
nicht reaktiv waren, ist dies ein Hinweis auf einen Impfstoff-vermittelten mukosalen Immunschutz —

jedoch ohne Spezifizierung der detektierten Antikorperklasse.

Eine wesentliche Schutzfunktion vor Infektion oder Reinfektion wird neutralisierenden Antikdrpern
zugesprochen. Diese wurden in der vorgestellten Arbeit nicht direkt ermittelt, jedoch beschreibt Roche

215 Ferner weisen hohe Titer RBD-

fur beide Assays eine Korrelation mit Neutralisationstests
spezifischer Antikorper, die das Zielantigen des S-Assays sind, auf eine Prasenz neutralisierender An-
tikorper hin?®**, Tang et al. konnten bei Untersuchung des N-Assays nur eine schwache Korrelation

216

zu Neutralisationstests feststellen®™. Wie lankov et al. berichten, ist die Verwendung von DBS auch

fur Neutralisationstests moglich®®, kénnte also in Folgestudien evaluiert werden.

Da der S-Assay in einem sehr niedrigen Bereich kalibriert wurde, wiesen zahlreiche Plasma- und Se-
rumproben sowie einige DBS-Proben Werte oberhalb des Messbereichs auf. Bei Verdunnung zeigte
sich, dass die beobachteten Messwerte unabhéngig vom Verdunnungsmedium mehr als 30 Prozent
unter den erwarteten Werten lagen. Je héher verdinnt wurde, desto groRer war die Abweichung vom

Verdlnnungsfaktor. Higgins et al. beschreiben in ihrer Evaluierung des S-Assays ein lineares Verdiin-
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nungsverhalten, betonen jedoch, dass dieses unterhalb von 20 U/mL nicht mehr gegeben war®. Auch
Roche weist darauf hin, dass beim Verdinnen eine Konzentration von 20 U/mL nicht unterschritten
werden darf, da die Heterogenitat von Anti-SARS-CoV-2-Antikorpern bei einzelnen Proben zu nicht-

linearem Verdiinnungsverhalten filhren kann®*

. Angesichts dieser von Roche vorgenommenen Ein-
schrénkung ist positiv zu bewerten, dass zwischen DBS- und Plasmawerte eine derart robuste lineare
Korrelation nachgewiesen werden konnte, da die aus DBS extrahierten Proben im Laufe der Extrakti-

on zwangsldufig verdiinnt wurden und meist Werte im niedrigen Messbereich aufwiesen.

Auf der anderen Seite erlaubte die Kalibrierung im niedrigen Bereich die Bestimmung von DBS-
Werten geringer Konzentration wie beispielsweise im friihen Stadium nach Impfung. Nichtsdestotrotz
war eine weitere Herabsetzung der Nachweisgrenze notwendig. Vorherige Studien haben gezeigt, dass
eine Schwellenwert-Anpassung des N-Assays auf 0,165 die Sensitivitat erhdht, ohne die Spezifitat zu

beeintrachtigen®®

. Mit Hilfe der in dieser Arbeit vorgenommenen konservativen Anpassung konnten
alle Félle mit in der Vergangenheit positivem PCR-Test und weiterhin reaktiver Plasmaprobe mittels
DBS und Messung im N-Assay identifiziert werden. Alle als uneindeutig eingestuften Proben zeigten
sich bei wiederholter Messung oder Messung einer Plasmaprobe reaktiv. Eine weitere Herabsetzung
des COI konnte die Sensitivitat erhéhen, sollte jedoch mit einem gréReren Probenvolumen evaluiert
werden, da falsch positive Ergebnisse aufgrund der nachteiligen Auswirkungen eines falschen Sicher-
heitsgefiihls zu vermeiden sind. Bei geimpften Probanden wurden bis zu funf Wochen nach Erstimp-
fung reaktive Plasmaproben gemessen, deren korrespondierende DBS-Proben Messwerte unterhalb
der Nachweisgrenze aufwiesen. Zur Vermeidung einer Fehlklassifizierung sollten DBS-Werte in die-

sem Zeitraum zuruckhaltend interpretiert werden.

Fraglich ist, welchen Einfluss zirkulierende Virusvarianten und neu auftretende SARS-CoV-2-Stamme
auf die Sensitivitat der Assays haben und haben werden. Ein Sensitivitatsverlust ist denkbar und kénn-
te Anpassungen der Tests erfordern. Testergebnisse sollten daher immer in Kombination mit der indi-
viduellen Krankengeschichte interpretiert, strittige Proben im Zweifelsfall mit Hilfe eines alternativen

serologischen Assays mit abweichendem Zielantigen tberprift werden.

Da fur die Analyse mittels ECLIA nur ein kleines Volumen notwendig ist und DBS (iber einen langen
Zeitraum gelagert werden konnen, sind Wiederholungsmessungen oder Mehrfachanalysen mit ver-
schiedenen Assays gut durchflihrbar. Die Systeme von Roche sind weltweit in vielen Laboren verfiig-
bar, sodass Analysen auch in Regionen mit niedrigem und mittlerem Einkommen mdglich sein sollten.
Ebenfalls vorteilhaft ist, dass fur die Analyse getrockneter Blutstropfen keine Anpassung der Geréte-

parameter oder Reagenzien erforderlich ist?®

5.2  Uberwachung der Antikérperantwort nach Impfung mittels DBS
Neben nicht-pharmakologischen Interventionen stellen Impfstoffe derzeit das wichtigste Element in
der Pandemiebekdmpfung dar. Einige Vakzine wurden in beispielloser Geschwindigkeit und unter
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erstmaliger Anwendung der mRNA-Technologie entwickelt und zugelassen, zahlreiche weitere befin-
den sich in der Entwicklung®’. Langzeitdaten tiber Schutzwirkung und unerwiinschte Effekte stehen
aus und werden parallel zur Anwendung generiert. Da Antikdrpern eine wesentliche Rolle in der
Schutzfunktion zugeschrieben wird, wird ihre Uberwachung auch in Zukunft von hohem Interesse
sein. Die Entwicklung von Hilfsmitteln zu ihrer erleichterten Durchfiihrung wird dementsprechend an
Bedeutung gewinnen. Zur Uberpriifung der Antikérperantwort wurden zahlreiche Assays entwickelt
und teilweise fiir die Analyse getrockneter Blutstropfen untersucht?>*?*°. Nach unserem Kenntnis-
stand stellt die vorliegende Arbeit die erste quantitative Antikorper-Untersuchung geimpfter Proban-
den mittels DBS dar.

Die longitudinale Uberwachung mittels selbstandiger DBS-Entnahme zeigte sich praktikabel. Verein-
zelt kam es zu Abweichungen vom vorgegebenen Protokoll, sodass die Probenentnahme nicht immer
am vorgesehenen Tag stattfand. Bei einer Probandin kam es zum Verlust von drei auf dem Postweg
verschickter Proben. Dieser Nachteil von DBS muss insbesondere beim Versand tber groRere Distan-

zen beriicksichtigt werden.

5.2.1. Verlauf der quantitativen Antikdrperantwort in DBS und Zulassungsstudien

Unabhéngig von Impfstoff, Impfstoffkombination, Impfintervall und Proband wurde die wesentliche
Zunahme der Antikorperkonzentration nach Erhalt der zweiten Impfdosis beobachtet. Da ausschliel3-
lich Probanden ohne vorherige SARS-CoV-2-Infektion eingeschlossen wurden, deckt sich dies mit
den Beobachtungen der Zulassungsstudien'®®'>*%Auch wenn alle Probanden eine Antikdrperreakti-
on zeigten, gab es interindividuelle Unterschiede hinsichtlich der erreichten Konzentration. Wie die
Autorinnen und Autoren verschiedener Impfstoffstudien betonen, lagen die Antikérperkonzentrationen
Geimpfter in der Regel iber denjenigen Rekonvaleszenter'® ", Dieses Phanomen konnte auch im
DBS-Eluat beobachtet werden, wobei die Gruppe der Rekonvaleszenten lediglich 27 Probanden um-
fasste. Auch wenn die Anzahl eingeschlossener Rekonvaleszentenseren in den Zulassungsstudien nur

161,162

unwesentlich groRer war , ware eine quantitative Analyse von Rekonvaleszenten-DBS unter An-

wendung des beschriebenen Protokolls und Assays mit einer gréfieren Probenanzahl sinnvoll.

Wiéhrend lediglich zwei Probanden nach Erstimpfung mit BNT162b2 im DBS-Eluat Antikorperkon-
zentrationen im sehr niedrigen Messbereich des S-Assays zeigten, konnten bei allen Probanden mit
MRNA-1273- und ChAdOx1 nCoV-19-Erstimpfung Antikdrperkonzentrationen im niedrigen Messbe-
reich nachgewiesen werden. Bei mRNA-1273 war dies in der Regel zwei Wochen nach Erstimpfung
der Fall, bei ChAdOx1 nCoV-19 drei bis vier Wochen nach Erstimpfung. Da bei allen Probanden spa-
testens nach der Zweitimpfung Reaktivitat nachgewiesen werden konnte, ist eine nicht detektierbare
Antikdrperreaktion nach Erstimpfung nicht als ausbleibende Immunantwort zu interpretieren. Tatsach-

lich betonen Earle et al., dass Studien der drei in dieser Arbeit zur Anwendung kommenden Impfstoffe
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bereits nach Applikation der ersten Dosis eine hohe Wirksamkeit zeigten, obwohl die Titer neutralisie-

render Antikorper gering oder gar nicht nachweisbar waren®®,

Da ein Vergleich der quantitativen Ergebnisse mit den Zulassungsstudien aufgrund einer fehlenden

3% soll im

Kalibrierung der serologischen Assays auf einen gemeinsamen Standard nicht méglich ist
Folgenden ein Fokus auf die Entwicklung der Antikérperkonzentration im Zeitverlauf gelegt werden.
Nach Impfung mit BNT162b2 stimmte der im DBS-Eluat beobachtete Antikorperverlauf mit den Be-
obachtungen von Sahin et al. und Walsh et al. iberein™®®*. Auch dort lagen die Messwerte vor Zweit-
impfung in der Regel unterhalb der Nachweisgrenze, wurde die maximale Konzentration von gegen
die RBD gerichteten IgG-Antikdérpern eine Woche nach Zweitimpfung registriert, kam es anschlie-
Rend zu einem kontinuierlichen Rickgang der Antikdrper und betrug die Antikdrperkonzentration
neun Wochen nach Zweitimpfung etwa ein Drittel der Maximalkonzentration. Wahrend im DBS-Eluat
meist erst nach Erhalt der zweiten Impfdosis Reaktivitit nachgewiesen werden konnte, lag diese in den
Zulassungsstudien bei gleichem Impfabstand bereits am Tag der Zweitimpfung vor. Bei mMRNA-1273
beobachteten Jackson et al. 15 Tage nach Erstimpfung eine Serokonversion'®. Im DBS-Eluat war dies
bis auf eine Ausnahme nach 17 Tagen ebenso der Fall. Die Detektion mittels der hier vorgestellten
Methode kann dementsprechend als &hnlich sensitiv bewertet werden. Ab dem Zeitpunkt der
Serokonversion wurde sowohl in der Zulassungsstudie als auch in der DBS-Uberwachung eine Zu-
nahme der Antikorperwerte beobachtet. Im Verlauf von sechs Monaten beobachteten Doria-Rose et al.
einen Riickgang der Antikérper bei weiterhin erhdhten Konzentrationen'®. Eine derart lange Verfol-
gung wurde an dieser Stelle nicht erbracht, stellt aber eine potentielle Anwendungsmadglichkeit von
DBS dar. Bei ChAdOx1 nCoV-19 beobachteten Folegatti et al. zwei Wochen nach Erstimpfung eine
erste Antikérperantwort, welche durch eine zweite Impfdosis deutlich gesteigert werden konnte®. In
der DBS-Uberwachung war die erstmalige Detektion von Antikérpern in der Regel erst nach zwei bis

vier Wochen mdglich. Die starke Antikdrperzunahme nach Zweitimpfung wurde ebenfalls beobachtet.

Da es nach Impfung mit ChAdOx1 nCoV-19 zu einem vermehrten Auftreten von Sinusvenenthrombo-
sen und Thrombopenien bei jingeren Menschen kam, wurde — zunéchst fir Menschen unter 60 Jahren,
im Verlauf altersunabhéngig — die Empfehlung ausgesprochen, eine mit ChAdOx1 nCoV-19 begonne-
ne Impfserie mit einem mRNA-Impfstoff zu vervollstandigen'®>***. Die in dieser Arbeit eingeschlos-
senen Probanden mit homologer ChAdOx1 nCoV-19-Impfung waren dementsprechend meist alter als
die Teilnehmenden der restlichen Gruppen (60 bis 65 Jahre). Da mit zunehmendem Alter eine Ab-
nahme der Immunogenitat beschrieben wird™®, kann dies einen Einfluss auf die Antikdrperentwick-
lung gehabt haben. Gleichzeitig beobachteten Ramasamy et al. bei Applikation lediglich einer
ChAdOx1 nCoV-19-Dosis zwar eine geringere Antikdrperkonzentration &lterer Probanden, bei Zwei-
fachimpfung jedoch keinen Einfluss des Alters auf die erreichte Antikérperkonzentration®”. Bei den
drei ebenfalls &lteren Probanden (59 bis 69 Jahre), die nach Erstimpfung mit ChAdOx1 nCoV-19 den
Impfstoff MRNA-1273 erhielten, war eine starke Zunahme der Antikérperkonzentration nach Zweit-

impfung zu beobachten. Im Vergleich von homologem und heterologem Impfschema zeigten alle Pro-
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banden mit einer Kombination von Vektor- und mRNA-Impfstoff in der DBS-Uberwachung eine
deutlich stdrkere und schnellere Antikdrperzunahme nach Zweitimpfung. Dies stimmt mit den Be-
obachtungen von Schmidt et al. iberein®°. Die Autorinnen und Autoren beschreiben die Reaktion
nach heterologer Applikation darlber hinaus als dhnlich im Vergleich zur homologen mRNA-
Impfung. Da die entsprechenden Messwerte in der vorliegenden Studie oberhalb der Messbereichs-
grenze lagen, lasst sich fur die DBS-Messungen keine vergleichbare Aussage treffen, kdnnte jedoch in

Folgestudien mittels VVerdiinnung evaluiert werden.

Allgemein wird an dieser Stelle Zurlickhaltung hinsichtlich der Vergleichbarkeit der DBS-Werte ge-
ubt. Da die volumetrischen DBS-Entnahmen selbstandig von den Probanden durchgefiihrt wurden,
kann die ungleiche Alters-, Geschlechts- oder Berufsverteilung zu einer ungleichen Probenqualitat
beigetragen haben. Da die Teilnehmenden meist weiblich und jung waren, einen &hnlichen ethnischen
Hintergrund und keine bekannten Vorerkrankungen aufwiesen, stellen sie keine repréasentativen Ko-
horten dar. Zudem sind diese mit in der Regel sechs Teilnehmern klein, dienen jedoch als proof of
concept. Die Variabilitat individueller Antikdrperverldufe unterstreicht den Mehrwert von Mehrfach-

messungen im Zeitverlauf zur Einschatzung der Immunantwort.

5.2.2. Anwendungsmdglichkeiten von DBS im Impfkontext

Bereits wahrend der Durchfihrung dieser Arbeit zeigte sich, dass Impfstrategien und —schemata fir
SARS-CoV-2 aufgrund ihrer Neuartigkeit aufmerksam tberwacht und im Zweifelsfall angepasst wer-
den miissen*****. Aufgrund der einfachen Handhabbarkeit, Einschlussméglichkeit zahlreicher, diver-
ser und unter normalen Umstanden nicht beriicksichtigter Personen sowie eines grof3en Probendurch-
satzes konnen DBS die Antikorperiiberwachung im Impfkontext in zahlreichen Anwendungen erleich-
tern, verbessern oder Uberhaupt erst erméglichen. Wie in dieser Arbeit exemplarisch an einer kleinen
Stichprobe gezeigt, kdnnen DBS eingesetzt werden, um die Antikérperkonzentration nach Impfung
longitudinal zu Gberwachen. Dabei muss berucksichtigt werden, dass auch bei Abnahme der Antikor-

perkonzentration die SARS-CoV-2-spezifische zelluldre Immunitét bestehen bleibt™®*?

, eine alleinige
Antikdrpertuberwachung also maglicherweise keine fundierte Aussage Uber den Immunschutz zulésst.
Unter Einsatz von DBS und Analyse von Anti-Spike- (Impfung) und Anti-Nukleokapsid-Antikdrpern
(Infektion) kénnte eine longitudinale Reinfektionsstudie Geimpfter durchgefihrt und so die effektive
Schutzwirkung verschiedener Impfstoffe tberprift werden. Bei infizierten Personen wurde beobachtet,
dass die Sterblichkeit nicht mit dem Antikorperspiegel, sondern einer langsameren Serokonversion
korreliert ist®. Ob die Antikorperkinetik auch nach Impfung einen Einfluss auf die Schutzwirkung hat,
liele sich mit der hier vorgestellten Methode testen. DBS koénnten auflerdem eingesetzt werden, um
die durch verschiedene Impfstoffe induzierte Antikorperreaktion zu analysieren. Dabei kdnnte, sofern
zwei Impfdosen eingesetzt wurden, die homologe mit der heterologen Applikation verglichen, ver-
schiedene Impfstoffkombinationen und Impfabstande beriicksichtigt werden. Angesichts moglicher-

weise notwendiger Booster-Impfungen konnte untersucht werden, welche Kombination bei dritter
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(vierter, flnfter, ...) Applikation den gunstigsten Effekt erzielt. Auch kénnten beeinflussende Faktoren
wie Alter, Ethnizitat oder Lebensstil nédher beleuchtet und die Anwendung verschiedener Medikamen-
te parallel zur Impfung untersucht werden. Menschen mit besonders effektiver Antikorperbildung

kénnten mittels DBS als Plasmaspender identifiziert werden.

Collier et al. konnten bei Menschen tiber 80 Jahren eine reduzierte Bildung neutralisierender Antikor-
per nachweisen'’®. Bei Influenza wurde beobachtet, dass altere Menschen héhere Konzentrationen
neutralisierender Antikérper benétigen als jiingere, um vor einer Infektion geschiitzt zu sein®"*

et al. beobachteten, dass Patienten zwischen 19 und 30 Jahren nach Infektion mit SARS-CoV-2 nied-

. Yang

rigere 1gG-Werte aufwiesen als jiingere oder altere Menschen®2 Mit Hilfe quantitativer DBS-
Messungen koénnte die altersstratifizierte Antikérperkonzentration nach Impfung und das entsprechen-
de Auftreten von Infektionen mit einem groRen Probenvolumen untersucht werden, um serologische

Messwerte entsprechend interpretieren zu kénnen.

GroRere Populationen oder spezifische Gruppen wie beispielsweise in Gesundheitsberufen exponierte
Menschen konnten durch ein DBS-Scanning nach Impfung auf erfolgreiche Antikorperbildung unter-
sucht werden. In Impfstoffmangelsituationen kénnte auf Grundlage des Antikdrpertiters entschieden
werden, welche Personen préferiert ihre zweite Impfdosis erhalten sollen, sofern Antikorper als
Schutzkorrelat ausreichend etabliert sind. Dieses VVorgehen misste natirlich ethisch diskutiert werden,
auch wenn im Rahmen der Vivaldi-Studie gezeigt werden konnte, dass bereits eine Einmalimpfung
alterer Menschen mit den Impfstoffen BNT162b2 und ChAdOx1 nCoV-19 substantiellen Schutz vor
einer Infektion liefert*®®. Im Sinne einer ressourcenschonenden Verteilung und Reduktion von Impfne-
benwirkungen konnte vor Durchfihrung einer Impfung Uberpriift werden, ob in der Vergangenheit
bereits eine SARS-CoV-2-Infektion vorlag, die weiterhin den Nachweis von Antikorpern erlaubt®.
Bei zuvor Infizierten konnte die Antikorperbildung in Abh&ngigkeit vom vor der Impfung vorliegen-
den Titer untersucht werden. Dies ware auch nach bereits erfolgter Impfung durch Analyse von Anti-
Nukleokapsid-Antikérpern moglich, da diese ausschlieBlich durch Infektion induziert werden. Dabei
muss jedoch beriicksichtigt werden, dass Antikérper gegen das Nukleokapsid-Protein eine andere Ki-

netik aufweisen als Antikérper gegen das Spike-Protein’” 81022,

5.2.3. Antikdrper als Schutzkorrelat

Die Anwendung von Antikorpern als Entscheidungsgrundlage steht unter einem groRen Vorbehalt:
Noch immer ist unklar, welche Schutzwirkung sie gegenuber einer zukinftigen Infektion vermitteln,
eine protektive Schwelle konnte nicht etabliert werden. Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten
Antikdrperkonzentrationen kénnen zum jetzigen Zeitpunkt also lediglich beschrieben werden, eine
Aussage Uber den Immunschutz erlauben sie nicht. Die US-Arzneimittelbehérde FDA ruft hinsichtlich
der Durchfuhrung serologischer Tests nach Impfung zu Zuriickhaltung auf: Bei falscher Interpretation

bestehe das Risiko, dass Menschen sich unvorsichtiger verhalten und eine Infektion oder Weitergabe
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von SARS-CoV-2 riskieren®”. Die schnelle Entwicklung diverser serologischer Tests bei fehlendem

internationalen Standard erschwert zudem die Vergleichbarkeit von Messergebnissen®.

Gleichzeitig besteht ein hohes Interesse an einem Biomarker und seiner Messbarkeit''****"_ Fiir an-
dere virale Entitaten konnte ein solcher in der Vergangenheit etabliert werden®'?. Bei der Entwicklung
neuer Impfstoffe wird es angesichts bereits zugelassener wirksamer Vakzine ethisch nicht vertretbar

318 \Jor dem Hintergrund sinkender Fallzahlen

sein, eine ungeimpfte Kontrollgruppe einzuschlieRen
riskieren klinische Phase 3 Studien dringend bendtigter Impfstoffe, an praktischen Gesichtspunkten zu
scheitern®™’. Um Menschen beispielsweise die Riickkehr an den Arbeitsplatz zu erméglichen, wurde

die Idee eines Immunitatsausweises diskutiert?*>*°,

Der Nachweis von Antikorpern ist prinzipiell vielversprechend, um den Immunschutz einzuschétzen:
Schon fur SARS-CoV konnte gezeigt werden, dass Quantitat und Qualitat der Antikdrper das funktio-
nelle Resultat bestimmen®?. Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass auch bei SARS-CoV-2 das
Vorliegen von Antikérpern nach Infektion mit einem Schutz vor Reinfektion korreliert ist und bei

104109113115 * | einer Expositionsstudie an nicht-

passivem Transfer die Viruslast verringert
menschlichen Primaten schien schon eine geringe, durch adoptiven Transfer erreichte Antikdrperkon-
zentration eine gewisse Schutzwirkung vermitteln'®!. Impfstoffstudien zeigen, dass Prasenz und Hohe
neutralisierender ~ Antikérper einen hohen Vorhersagewert fir die Schutzwirkung ha-
ben'#1°0:160.30832L322 - Dariiber hinaus wurde eine Korrelation zwischen neutralisierenden Antikdrpern
und der Einddmmung der Virusausscheidung beobachtet, was hinsichtlich einer mdglicherweise steri-
lisierenden Immunitat von Relevanz ist'”’. Der als Goldstandard geltende Nachweis neutralisierender
Antikdrper ist jedoch aufwandig und auRerhalb des Forschungskontexts kaum durchfuihrbar. Kommer-

zielle Tests konnen ihn meist nicht leisten**

. Antikorper gegen die Rezeptorbindungsdomane, welche
mit Hilfe des Elecsys Anti-SARS-CoV-2 S Assays von Roche detektiert werden, weisen jedoch auf
die Prasenz neutralisierender Antikérper hin?®**. Roche beschreibt auBerdem eine hohe Korrelation
mit einem Surrogatneutralisationstest®. Fiir den N-Assay wurde eine geringe Ubereinstimmung mit

der Neutralisationskapazitat beobachtet''**'®,

Earle et al. konnten beim Vergleich verschiedener Impfstoffstudien (darunter alle in dieser Arbeit un-
tersuchten) nachweisen, dass die Impfstoff-vermittelte Schutzwirkung nicht nur fur neutralisierende,

%% Diese docken an das Virus an, ohne seinen Zelleintritt zu

sondern auch fir bindende Antikorper gilt
verhindern. Durch Kalibrierung auf die in der jeweiligen Studie berichteten Titer menschlicher
Rekonvaleszenzseren konnten die Autorinnen und Autoren zeigen, dass dies unabhdngig von geogra-
phischen Faktoren (und moglicherweise dort zirkulierenden Virusvarianten), Assays oder Herstel-
lungsplattformen gilt®®. Sie schlussfolgern, dass Antikérpertiter nach Impfung eine valide Grundlage
fiir ein Schutzkorrelat von COVID-19-Impstoffen darstellen. Grol3flachige Screenings, wie in dieser
Arbeit vorgeschlagen, kdnnten helfen, die Persistenz von Antikérpern im Zeitverlauf und den Einfluss

ihrer Abnahme auf die Schutzwirkung zu tiberwachen.
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Nichtsdestotrotz bestehen Zweifel an der Eignung von Antikdrpern als Schutzkorrelat™. Ebenso ent-
scheidend — oder gar wichtiger — kénnte die zellulare Immunitat sein®*, zumal die T-Zell-Antwort mit
einem milderen Krankheitsverlauf korreliert ist und die Antikdrperbildung von ihr abhangt*****, Im
Rahmen der Zulassungsstudien von BNT162b2 und mRNA-1273 wurde bereits nach der ersten Impf-
dosis eine substantielle Schutzwirkung beobachtet, obwohl neutralisierende Antikoérper zu diesem

Zeitpunkt kaum nachweisbar waren®®

. Wahrend Antikdrper im Zeitverlauf abnehmen, scheinen zellu-
lare Gedachtniszellen zu persistieren®®. Dies stellt die Aussagekraft der ermittelten Antikorperkon-
zentrationen in Frage. Da zahlreiche Studien vom Ausbleiben einer Serokonversion nach Infektion

737570899 muss Uiberlegt werden, ob die Uberpriifung von Antikérpern iiberhaupt sinnvoll

berichten
ist und nicht vielmehr oder zumindest erganzend die zellulare Immunitat getestet werden sollte™. Au-
Rerdem ist fraglich, ob die fortgesetzte Evolution der Antikdrper, wie von Gaebler et al. beschrieben,
mit Hilfe kommerzieller Assays erfasst werden kann'?®. Auch scheint die Art der Antikorper-Induktion
(Infektion oder Impfung) einen qualitativen Unterschied zu machen, wie Greaney et al. berichten®®.
So zielen durch Impfung mit mMRNA-1273 induzierte Antikorper im Vergleich zu durch Infektion in-
duzierten Antikdrpern primar auf eine Region, ndmlich die RBD, fokussieren sich dabei aber auf eine
groRere Anzahl an Epitopen. Die Autorinnen und Autoren bewerteten dies als vorteilhaft. Es ist frag-
lich, ob diese Beobachtung einerseits mit einer klinischen Konsequenz verbunden ist und Impfstoff-
induzierte Antikorper beispielsweise robuster gegeniiber Mutationen in der RBD sind, andererseits
von kommerziellen Assays wie denjenigen von Roche differenziert werden kann. Krammer et al. hin-
gegen beobachten einen méglicherweise effektiveren Immunschutz nach Infektion, auch wenn, wie die
Autorinnen und Autoren beschreiben, dieser Zustand mit einer groReren Variabilitat und geringerem
Level von Antikdrperkonzentrationen einhergeht als der Zustand nach Impfung'’. Lucas et al. konn-
ten bei Geimpften eine hohere Neutralisationskapazitat gegeniiber Virusvarianten beobachten, wenn
diese zuvor eine SARS-CoV-2-Infektion durchlebt hatten®”. Der Schliissel kénnte in der Induktion
einer mukosalen Immunitét sowie Immunantwort gegen andere Strukturen des Virus liegen, die durch
Impfung nicht erreicht werden'™ — und durch die in dieser Arbeit verwendeten Assays nicht differen-
ziert werden kdnnen. Erneut waére eine alleinige Interpretation der Antikérperkonzentration unzurei-

chend, um eine Aussage Uber den Immunschutz zu treffen.

Auch die Differenzierung zwischen verschiedenen Antikérperklassen kénnte relevant sein: So zeigten
Menschen mit Uberstandener SARS-CoV-2-Infektion (berwiegend Antikorper gegen das Spike-
Protein, wdahrend bei schwer Erkrankten oder Verstorbenen héaufiger Antikorper gegen die
Nukleokapsid-Struktur nachweisbar waren’®%. Antikérper gegen die RBD werden als zehn- bis 100-

fach potenter beschrieben als Antikorper gegen die N-terminale Domane®.

Zusammenfassend lasst sich derzeit sagen: Auch wenn Antikdrper nicht das einzige Schutzkorrelat
gegenuber einer (Re-)Infektion mit SARS-CoV-2 darstellen, sind sie deutlich einfacher zu messen als

eine zelluldre Reaktion und daher in der klinischen Anwendung praktikabler®’. Da 1gG-
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Konzentrationen mit SARS-CoV-2 spezifischen T-Zellen korrelieren™, liefern Antikorper zudem ei-

nen Hinweis auf die zellulare Immunantwort.

5.3  Seropravalenzstudien mittels DBS

5.3.1. Das Potential seroepidemiologischer Daten angesichts statistischer Unsicherheit

Das wahre Ausmal} der Pandemie ist unbekannt und wird sich womdglich erst in der Rickschau of-
fenbaren. Naturgemal? werden in den Fallzahlen nur diejenigen Menschen abgebildet, die sich einer
Testung unterzogen haben — diese jedoch sind oft limitiert, verzégert implementiert, unzureichend
koordiniert, zugunsten symptomatischer und schwer verlaufender Félle verzerrt oder werden unvoll-
stdndig berichtet. Bewegungseinschrénkungen zur Einddmmung der Virusausbreitung erschweren
zudem die Durchfiihrung von Feldstudien®. Schatzungen der Dunkelziffer in unterschiedlichen Regi-
onen oder Populationen weisen eine hohe Streuung auf®®. Unstrittig ist, dass die dokumentierten In-
fektionszahlen das Ausmald der Verbreitung von SARS-CoV-2 stark unterreprasentieren — und damit
epidemiologische GréBen wie die Infektions-Sterbe-Rate iiberschitzen®?**%7 Gleichsam ist anzu-
merken, dass Verzerrungen der eingeschlossenen Personen die ermittelte Seropravalenz stark beein-
flussen und Studien mit einem geringeren Verzerrungsrisiko eine hoéhere Infektions-Sterbe-Rate zu

zeigen scheinen als solche mit einem hoheren Verzerrungsrisiko®%.

Dariiber hinaus fehlen detaillierte Daten (iber geographische, sozio6konomische und demographische
Aspekte des Infektionsgeschehens'®: Welche Berufsgruppen sind besonders haufig infiziert? In wel-
chem MaR tragt der universitdre oder Schulbetrieb zum Infektionsgeschehen bei? Wie groR ist der
Einfluss der Wohnsituation? Welchen Effekt haben Lockdown, Telearbeit oder Ausgangsbeschran-
kungen? Da nicht-pharmakologische Interventionen mit einer hohen Belastung fiir die physische und
psychische Gesundheit, Wirtschaft und das 6ffentliche Leben einhergehen, kdnnen sie nur als tempo-
rare Losung dienen und bediirfen einer empirischen Legitimation®”. Sie benétigen Daten. Erst damit

lassen sich GegenmaRnahmen zielgerichtet einleiten und beurteilen'.

Serologische Assays kénnen eine frithere Infektion mit SARS-CoV-2 anzeigen und haben aufgrund

%30 Daher wurden sie in zahlrei-

ihrer geringen Kosten das Potential einer groRvolumigen Anwendung
chen Studien eingesetzt, um die Verbreitung von SARS-CoV-2 und die durch das Virus ausgeltste
Immunreaktion zu untersuchen’®?*3%31 - Ayf Populationsebene konnten Gudbjartsson et al. durch
Testung von ber 30.000 Teilnehmenden in Island eine Prévalenz von 0,9 Prozent wahrend der ersten
Pandemiewelle ermitteln. Nur die Halfte der Infektionen war vorab durch PCR-Testungen bekannt’.
Pollan et al. fanden nach der ersten Pandemiewelle in Spanien bei Untersuchung von (ber 60.000
Menschen eine Pravalenz von anndhernd funf Prozent. Ein Drittel der Seropositiven hatte zuvor keine

Symptome gezeigt®*

. Ward et al. konnten in GroRbritannien durch wiederholte Testungen reprasenta-
tiver Populationen (insgesamt 100.000 Menschen) eine Seropravalenz von sechs Prozent wahrend der

ersten Pandemiewelle beobachten®*?, die nach drei Monaten auf 4,5 Prozent abfiel und im Rahmen der
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Impfkampagne im Mai 2021 auf iiber 60 Prozent anstieg®*****. Eine deutlich hohere Seroprévalenz lieR
sich unter Menschen schwarzer und asiatischer Ethnizitat nachweisen®*. Die im Kontext der briti-

schen Studie erhobenen Daten stellten die Entscheidungsgrundlage fir die Einfuhrung regionaler

330 336

Lockdowns dar*”. Auch in Deutschland wurden und werden Seropréavalenzstudien durchgefihrt™.
Hé&ufig beziehen sich diese auf ausgewéhlte Bevdlkerungs- oder Berufsgruppen. Populationsbasierte
Studien wurden beispielsweise von der Universitdt Mainz mit 10.000 Teilnehmenden oder multilokal
vom Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung mit fast 20.000 Teilnehmenden durchgefiihrt®"3%,
Neben der Untererfassung unterstreichen die Studienergebnisse, dass ein zeitnaher flachendeckender
Immunschutz durch alleinige Durchseuchung kaum erreicht werden kann. Hierfir sind Impfungen

unabdingbar.

Vereinzelte Initiativen, beispielsweise in Schweden®’, Luxemburg®®, den USA?® oder Kanada®®,

haben zur Untersuchung der Seroprdvalenz getrocknete Blutstropfen eingesetzt. In Kanada konnte
unter Einschluss von mehr als 10.000 Probanden festgestellt werden, dass insbesondere Kinder und
Jugendliche sowie Einwohner, die ,,zu visuellen Minderheiten z&hlten“, hohere Seropravalenzraten
aufwiesen®”. Ein Drittel aller Seropositiven hatte — meist aus Mangel an Symptomen — zuvor keinen
PCR-Test durchgefiihrt. Der Einsatz getrockneter Blutstropfen erwies sich als extrem hilfreich, grolie
Distanzen zu tberwinden und in Regionen mit eingeschrénkten diagnostischen Kapazitaten Testungen

durchzufihren.

Prinzipiell kdnnen gut konzipierte seroepidemiologische Studien als Pars pro toto der Allgemeinbe-
volkerung verstanden oder zur Untersuchung einer spezifischen Kohorte oder Fragestellung eingesetzt
werden. Auch wenn von der WHO ein Protokoll zur Durchfiihrung populationsbasierter, altersge-

schichteter seroepidemiologischer Studien vorgelegt wurde®”’

, sind die bislang durchgefiihrten
seroepidemiologischen Studien haufig nicht repréasentativ fir ihre Zielpopulation®>*%, Unter Einsatz
von DBS ware es denkbar, eine représentative Kohorte von beispielsweise 30.000 Menschen ein Jahr
lang zu verfolgen und alle zwei Wochen mittels Selbstentnahme auf Vorliegen von Antikérpern zu
testen. So konnten wichtige Informationen tber Untererfassung, Impffortschritt, soziodemografische
Aspekte, Auswirkungen implementierter MaRnahmen oder Infektionsketten gesammelt werden. Eine
regelmalige Testung in kurzen Intervallen wirde der Antikérperabnahme im Zeitverlauf zuvorkom-
men. Bei geringerer Entnahmefrequenz lieRRe sich die Abnahme mdglicherweise mittels mathemati-

31 Alternativ konnten

scher Modelle korrigieren, wie beispielsweise von Kayoko et al. vorgeschlagen
DBS eingesetzt werden, um eine eng umschriebene Kohorte, beispielsweise Angehdrige einer be-
stimmten Berufsgruppe, zu untersuchen. So ermittelten McDade et al. die Seropravalenz unter Haus-
haltsangehérigen essentieller Berufsgruppen mittels DBS?. Durch Auswahl eines definierten Clusters
lieRe sich die Auswirkung einer fur eine spezifische Gruppe getroffenen MalRnahme, beispielsweise

die Einfuhrung des Wechselunterrichts in Schulen, beurteilen — und im Zweifelsfall wieder verwerfen.
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5.3.2. Untersuchung des Infektionsgeschehens an der DSHS

Um das Infektionsgeschehen unter den DSHS-Beschéftigten mit dem in der Stadt KoIn zu vergleichen
und damit den potentiellen Einfluss des Semesters zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit
folgende Zahlen erhoben: Am 03.11.20 beziehungsweise 06.04.21 waren jeweils 90 Prozent der Pro-
ben von DSHS | beziehungsweise 11 eingegangen und wurden als Referenztage fiir den Vergleich mit
dem Infektionsgeschehen im Koélner Stadtgebiet festgesetzt. Diese MalRnahme war notwendig, da die
restlichen Proben mit teilweise deutlichem zeitlichen Verzug eingingen. Bis zum ersten Stichtag gab
es in Kéln 11.647 laborbestatigte Corona-Falle, bis zum zweiten 40.232%*%, Wie das Amt fiir Stadtent-
wicklung und Statistik der Stadt K6ln auf Anfrage am 5. Mai 2021 mitteilte, lag die Bevolkerungszahl
zu den jeweiligen Terminen bei 1.087.867 beziehungsweise 1.085.365. Der Anteil bestétigter Falle an
der Gesamtbevolkerung der Stadt Koln betrug vor dem Wintersemester somit 1,08 Prozent, nach dem
Wintersemester 3,71 Prozent. Die Seropravalenz in den DSHS-Kohorten betrug zu den zwei Zeitpunk-
ten 1,53 beziehungsweise 2,61 Prozent. Wahrend die kumulative Inzidenz in der Stadt Kéln um den
Faktor 3,4 zunahm, stieg die Seroprdvalenz an der DSHS um den Faktor 1,7. Aufgrund der unter-
schiedlichen Erfassungsmodalitdten und Nachweisverfahren, Vorselektion der Teilnehmenden der
DSHS-Studie, geringen Zahl detektierter Infektionen unter den DSHS-Mitarbeiterinnen und Mitarbei-
tern sowie unabhéangigen Stichproben sind die Zahlen nur eingeschrankt miteinander vergleichbar.
Jedoch kann in Bezug auf das Infektionsgeschehen der Stadt K6ln davon ausgegangen werden, dass
eine héhere kumulative Inzidenz gemeldeter Félle auch mit einer héheren Seropravalenz verbunden
ist”. Unter der Voraussetzung, dass die DSHS-Kohorten reprasentativ fir die Gesamtheit der Mitar-
beiterschaft sind, hat die Aufrechterhaltung des Semesterbetriebs mit reduziertem Studierendenkontakt
nicht zu einer unverhéltnismaRigen Zunahme der Infektionen an der DSHS gefuihrt. Dies korrespon-
diert mit den Beobachtungen von Chen et al., die in GroRbritannien anhand genomischer Daten die
Ansteckungswahrscheinlichkeit in spezifischen Umgebungen untersucht haben. Der universitire Be-
trieb war dabei mit einer unterdurchschnittlichen Ansteckungswahrscheinlichkeit assoziiert. Das
hdchste Ansteckungsrisiko zeigte sich im Kontext personlicher Kontakte, Freundes- oder Verwand-

tenbesuche, Kitas und Schulen®?°.

In DSHS | konnte bei der einzigen Probandin mit zuvor positivem PCR-Test mittels Messung von
DBS und Uberpriifung im Plasma keine Seropositivitat nachgewiesen werden. Angesichts ihrer nega-
tiven Krankheitsanamnese ist dies ein Hinweis darauf, dass eine subklinische Infektion entweder zu
einer geringen Antikorperantwort oder -persistenz fiihrt oder PCR-Ergebnisse mit Hilfe serologischer
Tests Uberprift werden kdnnen. Gleichsam kénnte die frustrane Nachweisbarkeit von Antikdrpern mit
einer variablen Antikorperproduktion oder -affinitdt gegen verschiedene virale Antigene zusammen-
héngen oder durch Testeigenschaften wie das verwendete Antigen oder die Inkubationsdauer beein-

flusst worden sein?®

. Die ,,Bestatigung”“ nicht-reaktiver Proben unter Verwendung des gleichen
Assays ist dementsprechend problematisch: Was bereits einmal nicht detektiert wurde, wird ohne Ver-

&nderung des Testverfahrens schlichtweg erneut nicht detektiert. Bei Vorliegen klinischer Merkmale
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oder einer suggestiven Anamnese sollte ein negatives Antikdrperergebnis daher mit einem alternativen
Assay analysiert werden, um ein falsch negatives Ergebnis zu vermeiden®. Bei den als reaktiv identi-
fizierten Proben kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich um eine Kreuzreaktion mit zirkulie-

renden endemischen Coronaviren handelt**

. Da Roche die Kreuzreaktivitat der Assays getestet hat, ist
dies jedoch unwahrscheinlich®®"**2, Fiinf der 327 Probanden von DSHS | konnten mittels DBS-
Messung erstmalig als seropositiv identifiziert werden, ohne dass eine vorhergehende SARS-CoV-2-
Infektion bekannt war. Diese Beobachtung in einer — im Vergleich zur Gesamtbevélkerung — kleinen

Kohorte unterstreicht den Mehrwert von DBS-Testungen zur Aufkl&rung des Infektionsgeschehens.

Zum Zeitpunkt von DSHS Il war die epidemiologische Lage eine andere, Deutschland nicht im An-
stieg seiner zweiten, sondern dritten Pandemiewelle begriffen, erste Teile der Bevolkerung geimpft,
PCR- und Antikorper-Testungen ein weniger rares Gut. Die Teilnehmerzahl von DSHS |1 war kleiner
als die von DSHS I. Acht Probanden hatten eine positive Testanamnese. VVon diesen konnten lediglich
fiinf mittels DBS bestétigt werden. Die fehlende Reaktivitat der restlichen drei Proben mit positiver
Testanamnese (PCR-Test ein bis drei Monate vor Antikdrpermessung) war im Einklang mit der jewei-
ligen Krankengeschichte und zeigte sich bei Wiederholungsmessung von DBS oder Plasma konsistent,
wobei die oben genannten Einschrankungen beriicksichtigt werden missen. Eine der 230 Proben
konnte erstmalig als reaktiv identifiziert werden. Fraglich ist, ob die hohere Verfugbarkeit von PCR-
und Antikorper-Tests zum Zeitpunkt von DSHS 1l einen Einfluss auf die Studienteilnahme hatte,
Menschen mit PCR- und klinisch gesicherter Diagnose beispielsweise weniger motiviert waren, an
einer experimentellen Studie teilzunehmen oder eine Selektion zugunsten von Beschéftigten stattfand,

die die Stichhaltigkeit ihrer PCR-Diagnose bezweifelten.

Fir die zwei Proben mit in DSHS | uneindeutigem Befund zeigte sich in der Messung nach dem Win-
tersemester, dass eine Probandin niedrigere Werte in DBS- und Plasmaprobe aufwies als in der Mes-
sung vor dem Wintersemester (wohlwissend, dass der N-Assay lediglich eine semiquantitative Aussa-
ge zulésst), wahrend der DBS-Wert der anderen Probandin unter die Nachweisgrenze gefallen war.
Diese Indizien fiir eine Antikdrperabnahme unterstreichen den Mehrwert von Wiederholungsmessun-

gen und sind mittels DBS leicht umzusetzen.

Die WHO hat in ihrem Protokoll zur Durchfiihrung seroepidemiologischer Studien drei Studientypen
skizziert: Einmalige Querschnittuntersuchungen, wiederholte Querschnittuntersuchungen mit nicht
zwangslaufig den gleichen Probanden sowie Kohorten-Langsschnittuntersuchung mit seriellen Stich-
proben derselben Personen®’. Die DSHS-Studie folgt dem zweiten Modell. Bei erneuter Durchfiih-
rung waére es sinnvoll, die gleichen Probanden einzuschlieRen und mit personifizierten Fragebdgen zu
arbeiten, um virologische und verhaltensbezogene Daten miteinander in Bezug setzen zu kdnnen. Da-
riber hinaus wadre eine systematische Erfassung der Krankheitsanamnese (Beschreibung von
Symptomintensitdt und —dauer sowie moglicher Krankenhausaufenthalte) interessant, insbesondere
nach Implementierung des durch diese Arbeit kreuzvalidierten quantitativen S-Assays. Um einer Ver-
zerrung der Teilnehmenden durch eine notwendige aktive Registrierung vorzubeugen, kénnten DBS-
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Testpakete proaktiv an alle Hochschulbeschaftigte versendet werden und dadurch die Hemmschwelle

der Teilnahme gesenkt werden. DBS-Pakete passen in jeden Briefkasten.

Technisch ist hervorzuheben, dass die Verwendung von DBS die problemlose zeitnahe Analyse (meist
am Tag des Probeneingangs) von 557 Proben mit wenig Personal erlaubte (meist durch eine Arbeits-
kraft). Alle als uneindeutig klassifizierten Proben (COI zwischen 0,2 und 0,5) erwiesen sich bei Mes-
sung einer korrespondierenden Plasmaprobe als reaktiv, sodass eine weitere Absenkung des Schwel-

lenwerts erwogen werden konnte.

5.3.3. Limitationen der Aussagekraft serologischer Assays

%4 Die vom

Es ist es moglich, dass auch Antikdrperuntersuchungen die wahre Prévalenz unterschétzen
Robert Koch-Institut an vier Hotspots in Deutschland durchgefiihrte Studie ,,Corona-Monitoring lo-
kal*“ konnte bei 53, 37, 24 und 11 Prozent der Teilnehmenden mit in der Vergangenheit positivem
PCR-Test keine Antikérper nachweisen”®. Eine Studie aus Schweden zeigte, dass nach milder oder
asymptomatischer Infektion oder Kontakt zu Erkrankten mehr Menschen SARS-CoV-2-spezifische T-
Zellen aufwiesen als SARS-CoV-2-spezifische Antikdrper2. In DSHS Il zeigten drei der acht Proben
mit zuvor PCR-bestétigter SARS-CoV-2-Diagnose keine Reaktivitat. Eine Ursache hierfir kénnte
sein, dass serologische Tests oft mit Patienten evaluiert wurden, die einen schweren Krankheitsverlauf
und somit héhere Antikorpertiter hatten”®’"**, die Mehrzahl der SARS-CoV-2 Erkrankungen jedoch
milde oder gar asymptomatisch verlaufen®*?. Auch wenn sich fir die individuellen Teilnehmenden
der Hochschulstudie mdglicherweise nur eine eingeschrénkte Aussage (ber eine vergangene Infektion
treffen lasst, ermdglicht die groRere Skalierung der Studie jedoch eine Einschatzung der
Prévalenzentwicklung an der DSHS. Laut Kanadischer Gesellschaft klinischer Chemiker haben sero-
logische Tests auf individueller Ebene einen begrenzten klinischen Nutzen, kénnen jedoch fir
Seropréavalenzstudien hilfreich sein®®. Krammer et al. und die Deutsche Gesellschaft fiir Klinische
Chemie und Laboratoriumsmedizin rufen bei der Interpretation seroepidemiologischer Studien zu
Vorsicht auf: Neben der Dauer der Immunantwort und Intensitat der Erkrankung mussten auch die
Sensitivitat und Spezifitat des verwendeten Tests sowie die Pravalenz in der Bevélkerung berlicksich-
tigt werden"?*?, Firr Tests mit einer Spezifitat unter 100 Prozent verhalt sich die Rate falsch positiver
Ergebnisse umgekehrt proportional zur Pravalenz'’. Diese ist in Deutschland wahrscheinlich im nied-

rigen einstelligen Bereich zu verorten®”’.

Einen Einfluss hat auBerdem der Zeitpunkt der Testung: Wird zu friih nach Infektion getestet, sind
Antikérper méglicherweise noch nicht nachweisbar'’. Wird zu spét getestet, kénnen sie bereits nicht
mehr nachweisbar sein'?. Ferner spielen die zu detektierenden Antikorperklassen und Zielantigene
eine Rolle: Die ublicherweise chronologische Reihenfolge von IgM und 1gG scheint bei SARS-CoV-2
variabel zu sein™. Fiir IgG wurde eine langere Persistenz beobachtet als fiir lgM und 1gA™%. Antikér-

per gegen das Nukleokapsid-Protein scheinen schneller abzunehmen als Antikdrper gegen das Spike-
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Protein’""813%22  7usitzlich préasentieren sich Antikorperkinetiken je nach Krankheitsverlauf unter-
schiedlich”®. Chen et al. kritisieren, dass die groRe Heterogenitat verwendeter Antikorperklassen,
Antigene und Schwellenwerte sowie fehlende externe Validierung von Sensitivitat und Spezifitat dazu

fihrt, dass die Ergebnisse von Seropravalenzstudien kaum miteinander vergleichbar sind®®.

Ein zuverlassigeres Resultat serologischer Untersuchungen kann erreicht werden, indem mehrere An-
tikdrperklassen gegen unabhangige Antigene beriicksichtigt werden®?'®%". Das Testen auf verschie-
dene Antigenstrukuren (zum Beispiel die S2-Einheit und RBD) gabe zudem grdRere Sicherheit Uber
das Vorliegen neutralisierender Antikorper”’. Hinsichtlich der Assays von Roche, die beide Pan-
Immunglobulin-Assays sind, jedoch unterschiedliche Antigene detektieren, kénnte in einer kombinier-

ten Anwendung maoglicherweise eine hdhere Sensitivitat erreicht werden.

54  Fazit

SARS-CoV-2 ist auch eine Krankheit der sozialen, globalen, kulturellen und 6konomischen Ungleich-
heit. DBS haben das Potential, einige dieser Faktoren zu umgehen und dank ihrer einfachen Zugéang-
lichkeit eine Briicke zwischen Biomedizin und Sozialwissenschaften herzustellen®. Diese funktio-
niert in zwei Richtungen: Einerseits erhalten Patientengruppen, die moglicherweise von laborchemi-
scher Versorgung ausgeschlossen waren, Zugang zu dieser. Andererseits erhalten Virologen, Biome-
diziner, Epidemiologen und Statistiker einen Einblick ,,unter die Haut* zahlreicher und diverser Men-
schen. All das kann nur hilfreich sein, die Ausbreitung von SARS-CoV-2 besser zu verstehen — mit

dem Ziel, sie moderieren und schlussendlich kontrollieren zu kénnen.

2018 skizzierte die WHO eine Ubersicht prioritar zu behandelnder Krankheiten, die aufgrund ihres
epidemischen Potentials oder fehlender GegenmalRnahmen beschleunigte Forschung und Entwicklung
erfordern, darunter eine bis dahin unspezifizierte ,,Disease X“**’. 2020 ist SARS-CoV-2 an die Stelle

dieses Platzhalters getreten. Es ist davon auszugehen, dass ,,Disease Y* und ,,Z" folgen werden.

Um ein Déja-vu zu vermeiden und neuen Pandemien nicht schutzlos gegentiberzutreten, appelliert das
Independent Panel for Pandemic Preparedness and Response, dass die Welt ein neues internationales
System zur Pandemievorsorge und -bekampfung brauche, um zu verhindern, dass zukinftige Ausbri-
che von Infektionskrankheiten zu katastrophalen Pandemien werden. In diesem System kdnnten DBS

als Baustein fungieren.

Bereits zum jetzigen Zeitpunkt kénnten DBS im Rahmen von SARS-CoV-2 als preiswertes Instrument

mit vielfaltigen Anwendungsmdglichkeiten eingesetzt werden.

Denn noch gilt: Die Pandemie ist nicht vorbei.
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7.3 Zusatztabellen
Messwerte von Proben unterhalb der Nachweisgrenze werden von Roche und daher auch in dieser
Arbeit mit 0,4 U/mL angegeben.

Zusatztabelle 1: DBS-Uberwachung nach zweifacher Impfung mit BNT162b2 (BT) im Zeitverlauf. Dargestellt sind die
absoluten Messwerte in zeitlicher Relation zu erstem und zweitem Impftermin. Alle Probanden entnahmen die Proben stets
zum gleichen Zeitpunkt.

Tage nach Tage nach BT-1 BT-2 BT-3 BT-4 BT-5 BT-6

Erstimpfung  Zweitimpfung
2 -14 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
9 -12 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
16 -5 0,4 0,4 0,537 1,55 0,4 0,4
26 5 16,69 64,02 11,23 124,2 9,23 55
30 9 130,7 123,2 146 250 47,74 45,19
37 16 63,67 73,25 60,44 250 20,45 21,97
44 23 73,42 50,98 55,54 178,4 49,34 27,14
70 49 29,79 61,73 25,45 81,75 19,37 33,32
7 56 27,44 52,75 24,91 102,4 22,95 19,37
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Zusatztabelle 2: DBS-Uberwachung nach zweifacher Impfung mit mRNA-1273 (Mod) im Zeitverlauf. Dargestellt sind die absoluten Messwerte. Bei der selbstandigen Probenentnahme kam es
zu individuellen Abweichungen von den vorgegebenen Entnahmeterminen, weshalb die Messwerte in Abhangigkeit vom zeitlichen Abstand zu erster und zweiter Impfung fiir jeden Probanden

einzeln aufgefiihrt sind.

Mod-1
Tage
nach
Erst-
Impfung
1
8
15
22
29
36
43
50
57

Tage
nach
Zweit-
Impfung
-27
-20
-13
-6
1
8
15
22
29

DBS-
Wert

0,4
0,4
50,92
138,9
131,6
250
250
250
250

Mod-2
Tage
nach
Erst-
Impfung
3
10
17
24
31
38
45
52
59

Tage
nach
Zweit-
Impfung
-33
-26
-19
-12
-5
2
9
16
23

DBS-
Wert

0,4
0,4
2,49
5,35
5,62
52,17
250
250
250

Mod-3
Tage
nach
Erst-
Impfung
4
11
18
25
32
39
46

Tage
nach
Zweit-
Impfung
-24
-17
-10
-3
4
11
18

DBS-
Wert

0,4
0,553
15,69
24,22
40,09

250

250

Mod-4
Tage
nach
Erst-
Impfung
1
8
15
22
29
36
43
50
57

Tage
nach
Zweit-
Impfung
-29
-22
-15
-8
-1
6
13
20
27

DBS-
Wert

0,4
3,36
15,29
9,77
10,83

250

250

250

250

Mod-5
Tage
nach
Erst-
Impfung
2
9
16
23
30
37
44
51
58

Tage DBS-
nach Wert
Zweit-
Impfung
-33 0,4
-26 0,4
-19 2,73
-12 3,94
-5 7,1
2 13,56
9 250
16 250
23 250

Mod-6
Tage
nach
Erst-
Impfung
-1
7
13
21
28
36
42
49
56
65
75

Tage DBS-
nach Wert
Zweit-
Impfung
-29 0,4
-21 0,4
-15 1,47
-7 2,37
0 3,52
8 173,2
14 166,9
21 222
28 192,9
37 216
47 250



Zusatztabelle 3: DBS-Uberwachung nach zweifacher Impfung mit ChAdOx1 nCoV-19 (AZ) im Zeitverlauf. Dargestellt sind die absoluten Messwerte. Bei der selbsténdigen Probenentnahme
kam es zu individuellen Abweichungen von den vorgegebenen Entnahmeterminen, weshalb die Messwerte in Abhangigkeit vom zeitlichen Abstand zu erster und zweiter Impfung fiir jeden Proban-
den einzeln aufgefiihrt sind. Probandin AZ-6 konnte nur bis sechs Wochen nach Erstimpfung verfolgt werden.

AZ-1 AZ-2 AZ-3 AZ-4 AZ-5 AZ-6
Tage Tage DBS- | Tage Tage DBS- | Tage Tage DBS- | Tage Tage DBS- | Tage Tage DBS- | Tage Tage DBS-
nach nach Wert | nach nach Wert | nach nach Wert | nach nach Wert | nach nach Wert | nach nach Wert
Erst- Zweit- Erst- Zweit- Erst- Zweit- Erst- Zweit- Erst- Zweit- Erst- Zweit-
Impfung Impfung Impfung Impfung Impfung Impfung Impfung Impfung Impfung Impfung Impfung Impfung
6 -55 0,4 6 -78 0,4 6 -84 0,4 7 / 0,4
14 -47 0,4 14 -70 7,59 13 =77 0,4 15 -49 0,4 15 -49 0,4 14 / 0,4
21 -40 3,56 21 -63 8,95 19 -71 0,4 22 -42 0,989 22 -42 0,4 21 / 0,4
28 -33 271,717 28 -56 9,98 27 -63 1,48 29 -35 3,09 29 -35 1,18 28 / 0,478
35 -26 15,7 35 -49 7,05 34 -56 1,82 36 -28 2,46 36 -28 1,42 35 / 0,525
42 -19 17,12 42 -42 7,56 41 -49 2,09 43 -21 3,15 43 -21 2,19 42 / 1,2
48 -13 13,14 48 -42 2,43 51 -13 2,74 51 -13 2,76
54 -7 16,13 55 -29 8,84 54 -36 2,54 56 -8 3,98 56 -8 3,69
61 0 9,12 63 -21 6,69 64 0 2,93 64 0 3,14
68 7 250 70 -14 6,26 69 21 2 71 7 72,99 71 7 6,76
75 14 250 77 -7 9,77 78 14 207,6 78 14 13,01
83 -1 6,87
89 28 1344 91 7 146 90 6 11,39 94 30 185 94 30 10,11
98 14 130,8 97 13 19,98
105 21 113,6 104 20 202,9
110 49 101.2 112 28 1217 111 27 250 113 49 250 117 53 12,52




Zusatztabelle 4: DBS-Uberwachung nach heterologer Impfung von ChAdOx1 nCoV-19 mit BNT162b2 (AZ-BT) im Zeitverlauf. Dargestellt sind die absoluten Messwerte. Bei der selbstandi-
gen Probenentnahme kam es zu individuellen Abweichungen von den vorgegebenen Entnahmeterminen, weshalb die Messwerte in Abhangigkeit vom zeitlichen Abstand zu erster und zweiter Imp-
fung fir jeden Probanden einzeln aufgefiihrt sind.

AZ-BT1
Tage
nach
Erst-
Impfung
0
7
14
21
28
35
42
56

70

80
87
94
101

Tage
nach
Zweit-
Impfung
-73

14
21
28

DBS-
Wert

0,4
0,4
04
0,4
0,787
2,13
3,11
4,56

8,19

250
250
250
250

AZ-BT2
Tage
nach
Erst-
Impfung

11
18
26
33
39
53

67
74
81
88
95

Tage
nach
Zweit-

Impfung

DBS-
Wert

0,4
0,4
0,4
1,08
2,1
2,1
2,64

2,7
4,28
15,18
250
250

AZ-BT3
Tage
nach
Erst-
Impfung

11
18
24

46
52

65

79

100

107
143

Tage
nach
Zweit-

Impfung
-90
-82

-75
-69

-28

-14

14
50

DBS-
Wert

0,4
0,4
0,4
0,4

1,28
1,69

1,42

3,16

250

250
1248

AZ-BT4
Tage
nach
Erst-
Impfung
2
8
14
22
29
36

50
65
80
86

93
101

Tage

nach

Zweit-

Impfung

-82
-76
-70
-62

DBS-

Wert

0,4
0,4
0,836
6,22
2,79
2,46

2,73

1,97
9,2
250
250

AZ-BT5
Tage
nach
Erst-
Impfung

10
17
24
31
38
45
52
59
66
73
80

Tage

nach

Zweit-

Impfung

DBS-

Wert

04
2,44
32
411
3,45
4,16
4,09
3,25
218,8
250
232,8

AZ-BT6
Tage
nach
Erst-
Impfung

16

38
49
58
65

79

92

Tage

nach

Zweit-

Impfung

DBS-
Wert

0,4

4,05

4,95

5,37

6,35

3,31

250



Zusatztabelle 5: DBS-Uberwachung nach heterologer Impfung von ChAdOx1 nCoV-19 mit mMRNA-1273 (AZ-Mod)
im Zeitverlauf. Dargestellt sind die absoluten Messwerte. Bei der selbstdndigen Probenentnahme kam es zu individuellen
Abweichungen von den vorgegebenen Entnahmeterminen, weshalb die Messwerte in Abhangigkeit vom zeitlichen Abstand
zu erster und zweiter Impfung fiir jeden Probanden einzeln aufgefiihrt sind.

AZ-Mod1
Tage nach
Erst-
Impfung

-1

7

14

21

28

35

44

56

70

84

91
99

Tage nach

Zweit-

Impfung
-85
=77
-70
-63
-56
-49
-40

-28

-14

15

DBS-
Wert

0,4
0,4
0.4
0,4

0,547
2.4

6,17

6,32

8,81

9,98

250
250

AZ-Mod?2

Tage nach Tage nach DBS-

Erst- Zweit- Wert

Impfung Impfung
0 -84 0,4
6 -78 0,4
13 71 04
21 -63 0,939
28 -56 3,84
35 -49 3,68
43 -41 5,05
50 -34 4,67
56 -28 5,26
70 -14 3,89
84 0 3,55
91 7 250

AZ-Mod3

Tage nach

Erst-

Impfung

0
6
13
23
29
36
44
50
57
64
71
78
84
92
99

Tage nach

Zweit-

Impfung
-84
-78
71
-61

DBS-
Wert

0,4
0,4
0.4

0,599

0,839
1,2
1,32

2,17
1,25
15
1,98
1,01
1,96
250
250

Zusatztabelle 6: Antikdrperwerte der DSHS-Beschéftigten in DBS nach Impfung, gemessen mit dem S-Assay. Ab drei
Wochen nach Erstimpfung mit Impfstoff der Firma ChAdOx1 nCoV-19 (AZ) sind elf von zwdlf Proben reaktiv. Die Probe
nach Zweifachimpfung mit BNT162b2 (BT) hat einen deutlich hoheren Wert.

ID

552
441
564
381
533
474
377
472
506
422
512
540
400
576
483

AZ 01
AZ 02
AZ 03
AZ 04
AZ 05
AZ 06
AZ 07
AZ 08
AZ 09
AZ 10
AZ 11
AZ 12
AZ 13
AZ 14
BT 01

Datum Impfung  Datum Probe

22.3.21 30.3.21
15.3.21 29.3.21
28.3.21 19.4.21
07.3.21 31.3.21
25.3.21 19.4.21
11.3.21 08.4.21
23.3.21 19.4.21
23.3.21 19.4.21
23.3.21 19.4.21
22.3.21 19.4.21
22.3.21 19.4.21
22.3.21 19.4.21
24321 234.21
03.2.21 29.3.21

02. und 23.2.21 29.3.21

Tage nach Erst-

impfung

8

14
22
24
25
26
27
27
27
28
28
28
30
55
59

Messwert DBS

[U/mL]

0,4
0,4
129,1
1,01
4,01
0,794
6,35
0,941
1,32
4,66
0,4
0,514
4,06
2,0
17,83
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