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Kurzreferat 

In der Arbeit wurde die humorale Immunantwort des Menschen auf SARS-CoV-2 

untersucht. Die Serumproben, die in dieser Arbeit untersucht wurden, wurden klinisch und 

infektionsserologisch charakterisiert. Vier kommerzielle Assays wurden für die Bestimmung 

von Antikörpern gegen SARS-CoV-2 und weitere Coronaviren verwendet. Die 

Untersuchung der Antikörper Titer von SARS-CoV-2 positiven Personen zeigte signifikante 

Unterschiede je nach Schweregrad der Coronavirus-Erkrankung (COVID-19). In der Gruppe 

moderat bis schwer erkrankter Patienten fanden sich mehr neutralisierende Antikörper als 

in der asymptomatisch und leicht erkrankten Gruppe. Die Untersuchung der 

Patientenproben mit einem Peptid Microarray führte zur Identifizierung von 

immundominanten Epitopen. Die identifizierten Peptidsequenzen wurden mit den 

homologen Peptidsequenzen weiterer auf dem Peptid Microarray erfassten Coronaviren 

verglichen und auf kreuzreaktive Antikörper untersucht. Auf dem S und N Protein wurden 

Epitope identifiziert, die ausdrücklich Antikörperreaktivität für SARS-CoV-2 zeigten. Diese 

können für die Entwicklung eines Peptid-ELISA verwendet werden. 
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Einführung 

1.1 Corona Pandemie 

Im Dezember 2019 sind in der Stadt Wuhan in China Lungenentzündungen ohne 

erkennbare Ursache aufgetreten. Der Augenarzt Dr. Li Wenliang informierte Ende 

Dezember 2019 seine Kollegen über Patienten, im Zentral-Krankenhaus in Wuhan, die 

Symptome ähnlich einer Erkrankung mit dem SARS-Virus aufwiesen. Drei Wochen später 

starb Dr. Li Wenliang an den Folgen von COVID-19 (Green, 2020). Bereits am 27.01.2020 

erkrankte die erste Person in Deutschland an COVID-19. Kurze Zeit später, am 10.03.2020 

sind die ersten Patienten in Deutschland durch COVID-19 gestorben (Rothe et al., 2020). 

Am 11.03.2020 ruft die Weltgesundheitsorganisation die Pandemie aus (WHO, 2020). Zum 

Zeitpunkt der Finalisierung dieser Arbeit sind laut dem interaktiven Dashboard von Dong et 

al. (2020) am 12.12.2021, 6.53 Millionen Infektionen in Deutschland gemeldet und 106.000 

Menschen an den Folgen der Erkrankung mit COVID-19 gestorben. Im Vergleich dazu sind 

weltweit über 206 Millionen SARS-CoV-2 Infektionen gemeldet und 4,34 Millionen 

Menschen an der Erkrankung gestorben. 

1.2 Humanpathogene Coronaviren 

Vermutet wird, dass SARS-CoV-2 von Coronaviren mit Erregerreservoir in Fledermäusen 

abstammt. Infolge des Antigendrift entwickelte das Virus die notwendigen Strukturen für 

Infektionen menschlicher Zellen (Andersen et al., 2020). Vermutet wird eine klassische 

Zoonose. Diese Annahme begründet sich aus der strukturellen Ähnlichkeit von Coronaviren, 

die aus Fledermäusen der Gattung Hufeisennase isoliert wurden, aber noch deutliche 

Unterschiede des Spike-Protein (S-Protein) für die Bindung an den Angiotensin-

konvertierendes Enzym 2-Rezeptor (ACE2-Rezeptor) menschlicher Zellen aufweisen (Zhou 

et al., 2020). Das Spike Gen aus Proben einer Virusvariante von Pangolinen ist nahezu 

identisch zum Spike Gen von SARS-CoV-2 und zeigt, dass Coronaviren, die in Tieren 

vorkommen, die notwendige genetische Variabilität für die Infektion menschlicher Zellen 

besitzen (Touati et al., 2020). Dieses „Überspringen“ der Barriere eines zoonotischen 

Regelkreislaufs stellt die Menschheit bei steigender Weltbevölkerung vor große 

Herausforderungen. Coronaviren, die beim Menschen Erkrankungen hervorrufen, gibt es 

schon vor SARS-CoV-2. 2002 führt SARS-CoV-1 in Südostasien zum Ausbruch der SARS 

Krankheit (Peiris et al., 2003). 2012 führt MERS-CoV, eine Virusvariante, die auf der 

arabischen Halbinsel aufgetreten ist, zu neuen SARS Fällen (Kim et al., 2017). Ein MERS-

CoV Ausbruch im Jahr 2012 führte zu einer Sterblichkeitsrate von bis zu 38,7%, wobei der 
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erneute Ausbruch 2015 in Südkorea lediglich in 19,9% der Fälle zum Tod führte (Kim et al., 

2017). Eine Infektion durch ein Coronavirus verläuft nicht immer schwerwiegend. Die 

Rhinitis acuta, auch umgangssprachlich „Schnupfen“, wird auch durch Coronaviren (HCoV-

229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43, und HCoV-HKU1) ausgelöst. Die meisten Menschen 

machen eine solche Infektion im Laufe ihres Lebens durch. Insgesamt kennen wir bis jetzt 

7 humanpathogene Coronaviren (Paules et al., 2020). 

1.3 Aufbau und Invasionsverhalten von SARS-CoV-2 

Fehr und Perlman (2015) beschreiben in wissenschaftlichen Untersuchungen die Struktur 

von SARS-CoV-1 und MERS-CoV, analog dazu beschreibt Li et al. (2020) den Aufbau von 

SARS-CoV-2 wie folgt: Das behüllte SARS-CoV-2 gehört zu der Gattung der Beta 

Coronaviren. Die genetische Information dieser Viren ist als einzelsträngige und positiv 

orientierte RNA gespeichert. 10 offene Leserahmen (ORF) liefern den Bauplan für die 

typischen Proteine des Virus. 16 Proteine bilden den Replikase-Transkriptase-Komplex. In 

der Literatur sind diese Proteine als non-structural proteins bekannt und abgekürzt (nsp1-

nsp16). Das Virus setzt sich aus 4 Struktur Proteinen zusammen (Abbildung 1). Das S-

Protein, für die Namensgebung des Virus verantwortlich, dient als Bindungsstelle für das 

ACE2 Membranprotein auf der Zelloberfläche menschlicher Zellen. Die Interaktion des S-

Proteins mit dem ACE2-Rezeptor wurde bereits bei SARS-CoV-1 beschrieben (Li et al., 

2003). In Folge einer Proteolyse durch die Transmembrane Serin Protease 2 (TMPRSS2) 

wird das S-Protein so verändert, dass das Virus die Zellmembran penetrieren kann (Bestle 

et al., 2020). TMPRSS2 und ACE2 sind Membranproteine, die in Zellen verschiedener 

Organe des Menschen zu finden sind. Die Schädigung dieser Organe korreliert mit den 

durch SARS-CoV-2 verursachten Symptomen. Die Membranproteine sind in Lunge, Herz, 

Darm, Niere, Leber, Ösophagus, Gehirn, Gallenblase, Hoden, Nase, Brust, Pankreas und 

Schilddrüse exprimiert (Hamming et al., 2004). Die drei weiteren Strukturproteine sind das 

envelope-protein (E-protein), das nucleocapsid-protein (N-Protein) und das membrane-

protein (M-Protein) (Yao et al., 2020). 
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1.4 Spezifische Immunantwort auf die Virusinfektion 

Im Blut eines Patienten lassen sich Antikörper, die von B-Lymphozyten gebildet werden, 

nachweisen. Antikörper sind Proteine, die von Plasmazellen produziert werden und im 

Rahmen der Immunabwehr spezifische Antigene binden. Die Interaktion von 

antigenspezifischen T-Zellen und B-Zellen über den MHC-2-Rezeptor und Kostimulation 

über CD40 bildet die Grundlage für die Differenzierung einer Plasmazelle. Die Auswirkung 

dieser Beziehung ist bei der Immunreaktion gegen SARS-CoV-2 anhand der Korrelation von 

S-Protein spezifischen CD4+ T-Zellen mit Serum IgG und IgA Titern gegen das S-Protein 

zu erkennen (Grifoni et al., 2020). Damit T-Helfer Zellen und B-Zellen miteinander 

interagieren können, müssen sie zuvor aktiviert werden. T-Zellen können durch den MHC-

Rezeptor auf körpereigenen Zellen aktiviert werden, deshalb wird eine naive T-Zelle durch 

die Antigenpräsentation einer Antigen-präsentierenden Zelle aktiviert. Die dendritischen 

Zellen scheinen bei der Immunreaktion gegen SARS-CoV-2 beeinträchtigt zu sein, was 

einen negativen Effekt auf die T-Zell Immunreaktion hat (Zhou et al., 2020). B-Zellen können 

entweder selber Antigene erkennen oder durch Antigen präsentierende Zellen aktiviert 

werden. Die B-Zellen und die T-Zellen, die für dasselbe Antigen spezifisch sind, bilden ein 

Keimzentrum. Nach der Reifung im Keimzentrum entstehen aus B-Lymphozyten 

Plasmazellen oder Gedächtniszellen. Die Antikörper sind sowohl gegen lineare Epitope als 

auch Konformationsepitope gerichtet (Gressner & Arndt, 2019). Zunächst wird IgM 

produziert und kann somit als Hinweis auf eine frische Infektion genutzt werden (Gressner 

& Arndt, 2019). Nach dem Klassenswitch (IgM zu IgG) lässt sich der Zeitpunkt der Infektion 

nicht mehr genau nachvollziehen (Gressner & Arndt, 2019). Grundlegend kann man zur 

Diagnostik von COVID-19 Antikörper der IgA, IgM und IgG Typen nachweisen (Abbildung 

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Coronavirus (Lexikon der Biologie: Coronaviren, 1999). 
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2). Neben der humoralen Immunantwort reagiert das Immunsystem auf SARS-CoV-2 mit 

einer zellulären Immunantwort. SARS-CoV-2 spezifische CD4+ und CD8+ T-Zellen können 

bei COVID-19 Patienten nachgewiesen werden. Die CD4+ T-Zell Antwort ist überwiegend 

gegen das S-Protein, N-Protein und M-Protein gerichtet, CD8+ T-Zellen reagieren primär 

auf das S-Protein und M-Protein (Grifoni et al., 2020). 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Nachweiswahrscheinlichkeit der Immunglobulinklassen über die Zeit 
(skizziert mit GraphPad Prism 9). Die in dieser Abbildung gezeigten Kurven sind aus dem Grundwissen über die 
Immunreaktion abstrahiert, unter der Annahme, dass ein direkter Erregernachweis in der frühen Infektionsphase gelingt. 
Die Dynamik der tatsächlich nachweisbaren Antikörper und Viruslast unterscheidet sich zwischen Individuen und Art der 
Infektion. 

1.5 Erkrankungsverlauf von COVID-19 

In der Anfangsphase von COVID-19 vermehrt sich das Virus in den Zellen der Atemwege 

und schädigt dabei die infizierten Zellen (Xu et al., 2020). Das Immunsystem reagiert auf 

die Infektion und dieser Prozess löst eine Entzündungsreaktion aus. Husten und 

Halsschmerzen sind häufige Symptome dieser oftmals begrenzten Entzündungsreaktion. 

Wenn die Entzündungsreaktion jedoch überschießt kann die Erkrankung schwer verlaufen. 

Dyspnoe und Fieber sind Symptome, die aufgrund der ausgedehnten Schädigung des 

Lungenepithels und der systemischen Entzündungsreaktion entstehen und auf einen 

schweren Verlauf hinweisen können (Ruan et al., 2020). Die klinische Klassifikation der 

Schweregrade von COVID-19 wird mit zunehmendem Wissen über die Erkrankung 

regelmäßig überarbeitet. In der letzten Fassung der Richtlinien bezüglich der klinischen 

Klassifikation von COVID-19, verfasst von der Weltgesundheitsorganisation, ist die 

Erkrankung in die Stadien mild, moderat, schwer und kritisch eingeteilt (WHO, 2021). Bei 
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einer milden Infektion zeigen sich die typischen Symptome von COVID-19: Fieber, Husten, 

Abgeschlagenheit, Muskelschmerzen, Halsschmerzen, Kopfschmerzen, Übelkeit, 

Erbrechen, Anosmie und Ageusie. Eine moderate Erkrankung ist durch klinische Symptome 

einer Pneumonie definiert. Dazu gehören Dyspnoe, erhöhte Atemfrequenz, Fieber und eine 

reduzierte Sauerstoffsättigung. Fällt die Sauerstoffsättigung unter 90% und liegen 

Symptome einer COVID-19 Pneumonie vor, wird die Erkrankung als schwer definiert. Ein 

kritischer Erkrankungsgrad ist erreicht, wenn der Patient ein Akutes Respiratorisches 

Distress Syndrom (ARDS) entwickelt. 

1.6 Nachweismethoden einer Infektion mit SARS-CoV-2 

Liegt der vermutete Infektionszeitpunkt mit SARS-CoV-2 nur wenige Tage zurück, ist der 

direkte Virusnachweis mit der Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 

der Goldstandard (Lauer et al., 2020). Seit Beginn der Pandemie sind in Deutschland über 

80 Millionen PCR Untersuchungen durchgeführt worden (Robert Koch-Institut, 2021a). Im 

Rahmen der humoralen Immunantwort bildet der Körper Antikörper gegen Antigene des 

Virus. Diese Antikörper sind mit einem Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) in 

Serumproben der Patienten nachweisbar (Abbildung 3). In der Akutdiagnostik spielt der 

Nachweis von Antikörpern gegen SARS-CoV-2 keine Rolle. Im Rahmen der Impfkampagne 

ist der Antikörperstatus hinsichtlich der Qualität der gebildeten Antikörper zur Ermittlung des 

Impfstatus von großer Bedeutung. Zahlreiche Hersteller haben daher sowohl qualitative als 

auch quantitative Nachweisverfahren etabliert, um die Entwicklung der humoralen 

Immunantwort vom Beginn der Infektion verfolgen zu können (Shuren & Stenzel, 2021). 

Derzeit ist es noch weitgehend unklar, warum Infektionen ohne Erkrankungszeichen 

ablaufen und warum Patienten milde, moderate, schwere und kritische Verläufe der 

Erkrankung aufweisen. Ein potenziell den Schweregrad bestimmender Faktor, ist die 

aufgenommene Virusmenge (van Damme et al., 2021). Möglicherweise spielt der 

stattgefundene Kontakt mit anderen Coronaviren ebenfalls eine Rolle (Ladner et al., 2021). 
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Abbildung 3: Typischer Aufbau eines ELISA-Verfahrens 

1.7 Epitopkartierung von SARS-CoV-2 

Die Literatur zeigt, dass viele Arbeiten die humorale Immunantwort auf SARS-CoV-2 

untersuchen (Siracusano et al., 2020). Anfangs wurden für die meisten dieser 

Untersuchungen rekombinante Proteine von SARS-CoV-2 als Antigen für den Nachweis 

von Antikörpern gegen SARS-CoV-2 verwendet. Verschiedenen Epitope können mit einem 

Peptid Microarray identifiziert werden (Abbildung 4). Jedoch waren in der Anfangsphase der 

Pandemie Untersuchungen bezüglich der genauen Antikörperbindungsstellen selten. 

Nachdem die Ergebnisse der Epitopkartierung aus dieser Arbeit veröffentlicht wurden, sind 

zwei Publikationen zu dem Thema erschienen (Amrun et al., 2020, Poh et al., 2020). Weitere 

Arbeiten wurden zum Zeitpunkt der Finalisierung der Dissertation ebenfalls publiziert (Wang 

et al., 2020, Farrera-Soler et al., 2020, Heidepriem et al., 2021). Der Nachweis von 

Antikörpern gegen spezifische Epitope besitzt somit Potenzial, das Verständnis der 

humoralen Immunantwort verschiedener Erkrankungen zu verbessern (Andresen & 

Grotzinger, 2009). 

 

Abbildung 4: Prinzipien eines Peptid Microarray 
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1.8 Zielsetzung der Dissertation 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Immunantwort des Menschen gegen Coronaviren, 

insbesondere SARS-CoV-2 im Verlauf einer Infektion im Detail mit unterschiedlichen 

serologischen Methoden zu analysieren und mit der Ausprägung der Erkrankungen zu 

korrelieren. Die Studie wurde so angelegt, dass für weitere Versuchsansätze ein 

Untersuchungskollektiv klinisch und infektionsserologisch charakterisierter Proben zur 

Verfügung steht. Für unsere Forschergruppe aber auch für in vitro Diagnostika Hersteller 

sollte die Basis geschaffen werden, neue Testsysteme zu entwickeln und unter 

standardisierten Rahmenbedingungen zu validieren. Aus der Problemstellung wurden die 

folgenden Hypothesen abgeleitet. 

1. Der Schweregrad der Erkrankung nach Infektion mit SARS-CoV-2 beeinflusst die 

Anzahl und Qualität der nachweisbaren Antikörper gegen SARS-CoV-2 

2. Genesene mit asymptomatischen und leichten COVID-19 Verläufen sind nicht 

ausreichend gegen eine erneute Erkrankung geschützt 

3. Das Immunsystem von Erkrankten reagiert bezüglich der humoralen Immunantwort 

individuell auf SARS-CoV-2 

4.  Die Nachweismethode mittels Peptid Microarray ist gegenüber herkömmlicher 

serologischer Verfahren geeignet, die Individualität der Immunantwort auf SARS-

CoV-2 darzustellen 

Material und Methoden 

2.1 Rekrutierung der Probanden 

Es wurden 165 Probanden in die Studie eingeschlossen (Abbildung 5). Voraussetzung für 

die Teilnahme war neben der unterschriebenen Einwilligungserklärung, der klinische 

Verdacht auf eine Infektion mit SARS-CoV-2. Patienten mit schwerer Form von COVID-19 

wurden auf der Intensivstation im AMEOS Klinikum Bernburg identifiziert und in die Studie 

aufgenommen. Probanden mit leichter und milder Symptomatik konnten in den Fieber- und 

Testzentren, die in Kooperation mit den Gesundheitsämtern des Landkreis Börde, Landkreis 

Salzland, Landkreis Harz und der KH-Labor geführt, rekrutiert und untersucht werden. 

Ausschlusskriterien waren: Primäre Immundefekte, schwere Leber- oder 

Nierenerkrankungen, Probanden, die immunmodulierende Medikamente einnehmen, 

Schwangere und Personen, die an einer onkologischen Erkrankung leiden. Um 
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sicherzustellen, dass die Probanden an COVID-19 erkrankt waren, wurden die Resultate 

der RT-PCR, die klinische Diagnose und die Informationen des standardisierten 

Anamnesebogens berücksichtigt.  

2.2 Auswahlkriterien für die Epitopkartierung 

Für die umfangreiche Epitopkartierung von 5512 Peptiden des gesamten Proteoms von 

SARS-CoV-2 und des S, N, E, und M Proteins der Coronaviren: SARS-CoV-1, MERS-CoV, 

HCoV-229, HCoV-OC43 standen nur begrenzt finanzielle Mittel im Rahmen des Projektes 

zu Verfügung. Daher mussten aus der Gesamtheit der 73 SARS-CoV-2 positiven Proben, 

24 Patientenproben ausgewählt werden. Die 24 (n = 13 weiblich, n = 11 männlich) Patienten 

wurden ausgewählt, um das Spektrum der Schweregrade repräsentativ abzudecken. Die 

serologischen und klinischen Parameter wurden tabellarisch zusammengefasst (Tabelle 2). 

Eine Kontrollgruppe (n = 12) wurde mitgeführt. Die Untersuchungsmaterialen entstammten 

der Biobank des Zentrallabors, die vor der Pandemie gesammelt wurden.  

2.3 Probenlogistik und Sammlung 

Nach dem Einschluss der Patienten in die Studie wurde das Blut durch eine venöse 

Blutabnahme oder aus einem peripheren venösen Katheter entnommen. Das Blut wurde in 

6 S-Monovetten, Serum-Gel mit 4,9 ml Volumen abgenommen. Das gewonnene Blut war 

ungekühlt bis zu 48 Stunden stabil. Das Material wurde mindestens für eine viertel Stunde 

Abbildung 5: Selektionsprozess der Studienteilnehmer 

n=165 
Studienteilnehmer

n=73 SARS-CoV-2 
positiv

n=24 Messung 
mittels Peptide 

Microarray
n=13 Follow-up 1 

nach drei Montaten; 
n=31 Follow-up 2 
nach einem Jahr

n=40 RT-PCR (-) 
n=52 vermutete 

Infektion jedoch kein 
direkter Nachweis 

n=12 Kontrollgruppe 
Peptide Microarray 
aus Restproben vor 

der Pandemie
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koaguliert und dann durch einen Zentrifugationsschritt getrennt. Um mit dem Material 

mehrere Messreihen durchzuführen, stellte das Labor mehrere Aliquots her. Diese Aliquots 

wurden bei -80 °C aufbewahrt. Das Untersuchungsmaterial für den direkten 

Erregernachweis wurde entsprechend der Vorschrift des Centers for Disease Control (CDC) 

gesammelt. Proben wurden aus den oberen Atemwegen entnommen. Die 

Abstrichentnahme erfolgte als tiefer Nasen- und Rachenabstrich mit dem Abstrich- und 

Transportsystem, Universal Transport Medium (UTM®) der Firma Copan. Das gewonnene 

Material wurde gekühlt gelagert und binnen 48 Stunden getestet (Centers for Disease 

Control and Prevention, 2021b).  

2.4 Probandenbefragung 

Die Befragung erfolgte strukturiert anhand eines Fragebogen. Der Fragebogen beinhaltete 

die folgenden Abschnitte: Infektionszeitpunkt, Symptome, Hospitalisierung, 

Vorerkrankungen, Medikamente/Noxen, Patientenumfeld und körperliche Untersuchung. 

Für die Ermittlung des Infektionszeitpunkts wurden die Patienten nach Ort und Zeit der 

vermuteten Infektion befragt. Außerdem wurde der Zeitpunkt des Symptombeginns und die 

Dauer der bestehenden Symptome erfragt. Folgende Symptome wurden ermittelt: Fieber, 

Husten, Schnupfen, Abgeschlagenheit, Gliederschmerzen, Durchfall, Erbrechen, 

Kopfschmerzen, Halsschmerzen, Luftnot und Ausfall von Geruch oder Geschmack. Im 

Anamnesegespräch wurde expliziert nach Folgenden Vorerkrankungen gefragt: 

Bluthochdruck, koronare Herzkrankheit, Herzleiden, Lungenerkrankungen, 

Lebererkrankungen, Rheuma, Krebs, Diabetes, Nierenleiden, Infektanfälligkeit (häufige 

Infektionen), Asthma und Allergien. In der Untersuchung wurde bei Patienten mit Verdacht 

auf einen moderaten und schweren Verlauf die Sauerstoffsättigung mit einem Pulsoximeter 

gemessen. Durchschnittlich dauerte die Anamneseerhebung 20 Minuten. Wenn ein Patient 

aufgrund der Infektion stationär aufgenommen wurde, wurde zusätzlich der Arztbrief für die 

Auswertung hinzugezogen. Zum Zeitpunkt der zweiten Blutabnahme wurde eine zweite 

Befragung durchgeführt. 

2.5 Schweregrad Einteilung innerhalb der Studie 

Der Schweregrad der Infektion wurde in asymptomatisch, leicht (Schnupfen), moderat 

(Dyspnoe, Symptome wie bei einer Grippe) und schwer (Sauerstofftherapie, Akutes 

Respiratorisches Distress Syndrom, ARDS) eingeteilt (Tabelle 1). Die Einteilung weicht von 

der heutigen Definition der WHO Richtlinie ab. Asymptomatische Patienten zeigten keine 

Symptome wurden jedoch mit der RT-PCR positiv auf SARS-CoV-2 getestet. Patienten mit 
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leichten Symptomen zeigten Symptome von COVID-19, aber keine Anzeichen auf Luftnot 

oder einer Infektion der tiefen Atemwege. Patienten die Luftnot angegeben und Fieber 

hatten, wurden der Gruppe moderat zugeteilt. Alle Patienten die aufgrund von COVID-19 

stationär aufgenommen wurden, wurden der Gruppe schwer zugeteilt. Als Kontrollgruppe 

dienten Restproben aus dem Labor, diese Proben wurden vor der Pandemie gesammelt. 

Tabelle 1: Übersicht und Angaben zur Patientenkohorte 

Abnahmephase Zeitpunkt 0 Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 

Patientenanzahl, davon RT-

PCR (+) (%) 

165, 44,24 % 13, 100 % 31, 100 % 

Probenentnahme nach 

Infektion, Tage 

M=34,76, 

SD=16,20 

M=94,17, 

SD=28,79 

M=335,71, 

SD=20,49 

Geschlecht, w/m 89 w, 76 m 8 w, 5 m 17 w, 14 m 

Alter, Jahren M=50,21, 

SD=14,64 

M=52,16, 

SD=12,78 

M=49,08, 

SD=14,55 

Verlauf, asymptomatisch 12 1 5 

Verlauf, leicht 35 5 17 

Verlauf, mild 12 2 3 

Verlauf, schwer 14 5 6 

M: Mittelwert, SD: Standardabweichung 

 

Tabelle 2: Übersicht und Angaben der ausgewählten Proben für die Epitopkartierung 

Geschlecht w/m 13 w,11 m 

Alter, Jahren M=55, SD=11 

Probenentnahme nach Infektion, Tage M=27, SD=12 

Verlauf, asymptomatisch 2 

Verlauf, leicht 12 

Verlauf, mild 2 

Verlauf, schwer 8 

M: Mittelwert, SD: Standardabweichung 

. 
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2.6 Verwendete ELISA 

Zu Beginn der Pandemie erfolgte die Messung der Antikörper gegen das S-Protein mittels 

qualitativem Euroimmun anti-SARS-CoV-2-S1-IgG ELISA. Das Antigen für diesen ELISA 

war ein rekombinantes Spike (S1) Protein von SARS-CoV-2, welches auf HEK293 Zellen 

exprimiert wird. Als Bindungsnachweis diente ein Enzym-markierter IgG Antikörper. Dies 

war zu diesem Zeitpunkt der einzige kommerziell verfügbare Assay.  Mit dem Erscheinen 

quantitativer ELISA-Methoden (SARS-CoV-2-NeutraLISA, Anti-SARS-CoV-2-QuantiVac-

ELISA (IgG) und Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 ) wurden diese ELISA für die Analyse der 

Proben verwendet. Alle Proben wurden in Doppelbestimmung gemessen. Die verwendeten 

ELISA sind in Tabelle 3 zusammengefasst, die Informationen bezüglich der Hersteller der 

Testsysteme sind in Tabelle 4 dargestellt. 

 

Tabelle 3: Übersicht der verwendeten ELISA 

                               Test-Eigenschaften 

ELISA Antigen Leistungsmerkmale 

Euroimmun anti-

SARS-CoV-2-S1-

IgG ELISA 
EUROIMMUN 

Medizinische 

Labordiagnostika AG, 

Lübeck  

Rekombinante S1-

Domäne des Spike 

Proteins 

Nachweis spezifischer Antikörper [ > 10 Tage 

nach Symptombeginn oder PCR (+) ]: 

Sensitivität = 94,4%; Spezifität = 99,6% 

SARS-CoV-2-

NeutraLISA 

EUROIMMUN 

Medizinische 

Labordiagnostika AG, 

Lübeck 

S1-/RBD-Domäne 

des Spike-Proteins; 

humane ACE2 liegt 

als Konzentrat in 

Lösung vor 

Nachweis neutralisierender Antikörper [ > 14 

Tage nach Symptombeginn oder PCR (+) ]:   

Sensitivität = 95,9% und Spezifität = 99,7% 

Anti-SARS-CoV-

2-QuantiVac-

ELISA (IgG) 
EUROIMMUN 

Medizinische 

Labordiagnostika AG, 

Lübeck 

Rekombinante S1-

Domäne des Spike 

Proteins 

Nachweis spezifischer Antikörper [ > 21 Tage 

nach Symptombeginn oder PCR (+) ]: 

Sensitivität = 93,2%; Spezifität = 99,8% 

Elecsys Anti-

SARS-CoV-2 

Roche Diagnostics 

Deutschland GmbH, 

Mannheim 

RBD-Antigen Sensitivität = 99,96%, Spezifität = 98,80% 

S1: S-Protein Untereinheit 1, S2: S-Protein Untereinheit 2, RBD: Receptor Binding Domain, NP: Nucleocapsid-protein. 
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2.7 SARS-CoV-2-NeutraLISA 

Mit diesem ELISA wurden semiquantitativ neutralisierende Antikörper gegen die RBD-

Domäne des Spike-Proteins von SARS-CoV-2 bestimmt. Neutralisierende Antiköper sind 

hierbei definiert als Antikörper, die an die Rezeptorbindungsdomäne von SARS-CoV-2 S1 

binden und somit SARS-CoV-2 daran hindern über den ACE-2 Rezeptor in die Wirtszelle 

einzudringen. Wenn in der Patientenprobe neutralisierende Antikörper vorhanden waren, 

konkurrierten diese mit dem hinzugegebenen ACE-2 um die Bindungsstellen in den mit S1-

/RBD-Domäne beschichteten Reagenzgefäßen. Die Detektion des gebundenen ACE-2 

erfolgte durch Peroxidase-markiertes Streptavidin, welches eine Farbreaktion katalysierte. 

In Vorbereitung auf einen Testdurchlauf wurde das Patientenserum in einem Verhältnis 1:5 

mit dem Probenpuffer verdünnt und mit einem Vortex Mixer durchmischt. Das ACE-2-

Konzentrat wurde in einem Verhältnis von 1:20 verdünnt und der Waschpuffer wurde in 

einem Verhältnis von 1:10 verdünnt. Ein Testdurchlauf bestand aus acht Schritten (Proben 

Inkubation, Waschen, Konjugat Inkubation, Waschen, Substrat Inkubation, Stoppen und 

Messen). Entsprechend dem vorgegebenen Pipettierschema wurden 100 μl Probenpuffer, 

verdünnte Kontrollen und Proben mit einer Mikroliterpipette des Herstellers Eppendorf in die 

Reagenzgefäße überführt. Die Proben wurden 60 Minuten lang in den Reagenzgefäßen bei 

37°C inkubiert. Anschließend wurden die Reagenzgefäße entleert und dreimal mit 300 μl 

verdünntem Waschpuffer gewaschen. Im dritten Schritt wurde 100 μl Enzymkonjugat 

hinzugegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde der 

Waschvorgang wiederholt. Zum Schluss wurden 100 μl Substratlösung in die 

Reagenzgefäße pipettiert und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion 

wurde mit der Stopplösung beendet und die fotometrische Auswertung erfolgte innerhalb 

von 30 Minuten nach dem Stoppen mit Hilfe des Fotometers Infinite 200 PRO der Firma 

Tecan. Die Auswertung bezieht sich auf den Vergleich zwischen der Extinktion der Blank-

Messung (Probenpuffer) und der Extinktion der Patientenproben: 100% - Extinktion der 

Patientenprobe x 100% / Extinktion des Blanks = % IH. Die Befundinterpretation erfolgte 

anhand des Schemas: % IH < 20 = negativ; % IH 20 – 35 = grenzwertig; % IH > 35 positiv. 

2.8 Anti-SARS-CoV-2-QuantiVac-ELISA (IgG) 

Für die quantitative Bestimmung der Antikörper im Patientenserum wurde der Anti-SARS-

CoV-2-QuantiVac-ELISA verwendet. Mit diesem Test wurde die Anzahl humaner Antikörper 

der Immunglobulinklasse IgG bestimmt. Als Antigen dient bei diesem ELISA die 

rekombinant hergestellte S1-Domäne des Spike-Proteins von SARS-CoV-2. Die 

beschichteten Reagenzgefäße wurden mit verdünnter Patientenprobe inkubiert, bei 
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positiven Proben banden spezifische Antikörper an die Antigene. Um diese Reaktion 

darzustellen, wurde in einem zweiten Schritt ein Enzym markierter Anti-human-IgG 

hinzugegeben, der als Nachweis eine Farbreaktion katalysierte. Die Proben wurden 

zunächst im Verhältnis von 1:100 mit dem Probenpuffer verdünnt (10 μl Probe in 1 ml 

Probenpuffer) und mit einem Vortex Mixer durchmischt. Im ersten Schritt wurden je 100 μl 

Kalibratoren, Positiv-und Negativkontrolle und verdünnte Patientenproben nach dem 

Pipettierschema in die Reagenzgefäße pipettiert. Die Proben wurden 60 Minuten lang in 

den Reagenzgefäßen bei 37°C inkubiert. Daraufhin folgte das Waschen. Die 

Reagenzgefäße wurden dreimal mit jeweils 300 μl verdünntem Waschpuffer gewaschen. Im 

nächsten Schritt wurde jeweils 100 μl Enzymkonjugat in die Reagenzgefäße pipettiert. 

Dieses Gemisch inkubierte für 30 Minuten bei 37°C. Nach dem erneuten Waschen wurde 

im dritten Schritt 100 μl Substratlösung in die Reagenzgefäße pipettiert und 30 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Zum Schluss wurde 100 μl Stopplösung in die Reagenzgefäße 

pipettiert und innerhalb von 30 Minuten die photometrische Auswertung durchgeführt. Um 

den Test auszuwerten, wurden zunächst die Extinktionen der 6 Kalibratoren gegen die 

entsprechenden Konzentrationen aufgetragen und eine Standardkurve erstellt. Anhand 

dieser Standardkurve wurden die Konzentrationen in den unbekannten Proben ermittelt. 

Proben unter 25,6 IE/ml wurden als negativ gewertet. Proben zwischen 25,6 und 35,2 IE/ml 

wurden als grenzwertig bewertet. Proben größer 35,2 IE/ml wurden als positiv bewertet.  

2.9 Elecsys Anti-SARS-CoV-2 

Der Elecsys Anti-SARS-CoV-2 Assay funktioniert nach dem Doppel Sandwich Prinzip 

(Abbildung 6). Im ersten Schritt wurde die Patientenprobe mit ruthenylierten 

(lumineszierendes Metallchelat) und biotinylierten rekombinanten Receptor Binding Domain 

(RBD)-Antigenen inkubiert. Waren Antikörper gegen die Antigene vorhanden, bildeten diese 

einen Komplex. Im zweiten Schritt wurde der Komplex mit Streptavidin-beschichteten 

Mikropartikeln inkubiert. Biotin bindet mit einer hohen Affinität an Streptavidin. Das 

Abbildung 6: Testprinzip des Elecsys Anti-SARS-CoV-2 (Roche Deutschland Holding GmbH, 2021) 
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Rektionsgemisch wurde in die Messzelle überführt und magnetisch fixiert. Im dritten Schritt 

wurden ungebundene Substanzen entfernt und die Messung durch das Anlegen einer 

Spannung, welche die Chemilumineszenzreaktion erzeugte, durchgeführt. Die 

Lichtemission wurde gemessen. Interpretiert wurden die Befunde wie folgt: <0.8 U/mL = 

nicht-reaktiv, ≥0.8 U/mL = reaktiv. Die Untersuchung erfolgte auf dem vollautomatisierten 

System Roche e411 (Firma). 

2.10 Peptide Microarray 

Die Peptide waren 15 Aminosäuren lang und wurden so angeordnet, dass jeweils 11 

Aminosäuren der nächsten Sequenz überlappten. Jedes Peptid wurde dreifach hinterlegt. 

Aus den Signalintensitäten der dreifach hinterlegten Peptide wurde der Mittelwert 

ausgewählt, um die Signalintensität der Aminosäuresequenz zu repräsentieren. Der Peptid 

Microarray wurde mit 1:200 verdünntem Serum mithilfe der HS4800 Microarray Station 

(Tecan) für 2 Stunden bei 30 °C inkubiert. Diesem Schritt folgte die Inkubation mit 0,1 µg/ml 

fluoreszenz-markiertem-antihumanem IgG Antikörper. Gescannt wurde das Microarray 

durch das Auswertungssystem GENE PIX 4300 SL50 der Firma Molecular Devices, San 

Jose, Kalifornien. Die Signalintensität wurde mit der dazugehörigen Analysesoftware 

GenePix Pro 7.0 (Molecular Devices, San Jose, Kalifornien) evaluiert. Grafisch und 

statistisch wurden die Intensitäten mit der Software R (Version 4.0.2. www.r-project.org) 

ausgewertet. Die Untersuchungen wurden als Auftragsarbeit im Labor der JPT Peptide 

Technologies (Berlin) durchgeführt. 

2.11 EUROLINE Anti-SARS-CoV-2-Profil (IgG) Immunblot 

Die Proben aus dem Follow-up 2 wurden mit dem EUROLINE Anti-SARS-CoV-2-Profil (IgG) 

gemessen, um Antikörper gegen andere humanpathogene Coronaviren, HCoV-HKU1, 

HCoV-OC43, HCoV-NL63 und HCoV-229E in den Seren nachzuweisen. Der EUROLINE 

Anti-SARS-CoV-2-Profil (IgG) ist ein Immunblot zur qualitativen Bestimmung von 

Antikörpern der Immunglobulinklasse IgG gegen Antigene verschiedener Coronaviren. Mit 

dem Test wurden Antikörper gegen Antigene von SARS-CoV-2 und Antikörper gegen 

Antigene der humanen Coronaviren HCoV-HKU1, HCoV-OC43, HCoV-NL63 und HCoV-

229E nachgewiesen. Die Antigene sind auf den Teststreifen vorbeschichtet und wurden mit 

verdünntem Patientenserum bei Raumtemperatur nach der Herstellerrichtlinie inkubiert. 

Wenn Antikörper gegen die Antigene im Patientenserum vorhanden waren, banden diese 

IgG Antikörper an die Antigene auf den Teststreifen. Dargestellt wurden die Immunkomplexe 

mittels enzymmarkiertem Anti-human-IgG durch eine Farbreaktion. Obwohl die Auswertung 
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auch analog gelingt, wurde hierbei auf die Empfehlung des Herstellers geachtet und das 

EUROIMMUN-Kamerasystem mit der EUROLineScan-Software genutzt. In dem Test wurde 

mit 1:51 (entsprechend 30 μl Probe in 1,5 ml Puffer) verdünnten Patientenproben gearbeitet. 

Außerdem wurde die Kontrolle, das Enzymkonzentrat und der Universalpuffer vor dem 

Testbeginn verdünnt. Die anderen Materialien wurden gebrauchsfertig eingesetzt. 

Durchgeführt wurden acht Arbeitsschritte (Vorbehandeln, Proben Inkubation, Waschen, 

Konjugat Inkubation, Waschen, Substrat Inkubation, Stoppen und Auswerten). Als 

Vorbereitung wurden die Teststreifen in mit jeweils 1,5 ml Probenpuffer befüllten 

Inkubationsrinnen gelegt und dort 15 Minuten auf einem Vertikalschüttler inkubiert. Danach 

erfolgte die Inkubation mit den verdünnten Proben, die 30 Minuten auf einem 

Vertikalschüttler inkubiert wurden. Beim Waschen wurde darauf geachtet, den Vorgang 3 

mal 5 Minuten mit dem Universalpuffer zu wiederholen. Das Konjugat wurde danach 30 

Minuten auf einem Vertikalschüttler inkubiert. Der nächste Waschschritt erfolgte analog zum 

Ersten. Zum Schluss erfolgte die Substrat-Inkubation für 10 Minuten auf einem 

Vertikalschüttler. Gestoppt wurde die Reaktion durch das Spülen mit destilliertem Wasser. 

Bevor das Kamerasystem die Analyse starten konnte, wurden die Teststreifen auf das 

Auswertungsprotokoll gelegt und mit Filterpapier getrocknet. Die Auswertung erfolgte 

anhand von Signalintensitäten, die durch die Software bestimmt wurden. Eine 

Signalintensität von 0-11 wurde als negativ bewertet. Eine Signalintensität von 12-18 als 

grenzwertig interpretiert und eine Intensität von > 18 wurde positiv bewertet.  
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2.12 Zusammenfassung der verwendeten kommerziellen Assays 

Tabelle 4: Überblick der verwendeten Assays  

Assay Firma Abkürzung 

innerhalb 

der Arbeit 

Verwendungszweck  

Euroimmun anti-

SARS-CoV-2-S1-

IgG ELISA 

EUROIMMUN 

Medizinische 

Labordiagnostika AG • 

23560 Lübeck (Germany)  

Seekamp 31 

- Erster verfügbarer Test, die 

ersten Messungen wurden 

deshalb mit diesem Test 

durchgeführt.  

SARS-CoV-2-

NeutraLISA 

EUROIMMUN 

Medizinische 

Labordiagnostika AG •  

Assay_NAK Test für den Nachweis der 

neutralisierenden Antikörper 

Anti-SARS-CoV-2-

QuantiVac-ELISA 

(IgG) 

EUROIMMUN 

Medizinische 

Labordiagnostika AG •  

ELISA_E Quantitativer Nachweis der 

Antikörper (IgG) 

Elecsys Anti-

SARS-CoV-2 

Roche Diagnostics 

Deutschland GmbH 

Sandhofer Straße 116 

68305 Mannheim 

ELISA_R Quantitativer Nachweis der 

Antikörper (IgG) 

EUROLINE Anti-

SARS-CoV-2-Profil 

(IgG) Immunblot 

EUROIMMUN 

Medizinische 

Labordiagnostika AG •  

- Immunblot zur Bestimmung 

der Antikörper der 

Immunglobulinklasse IgG 

gegen Antigene verschiedener 

Coronaviren 

 

 

2.13 Polymerase Kettenreaktion 

Da es sich bei SARS-CoV-2 um ein RNA-Virus handelt, wurden zum Nachweis zwei 

Verfahren kombiniert. Da es sich bei SARS-CoV-2 um ein RNA-Virus handelt, wurden zum 

Nachweis zwei Verfahren kombiniert. Daraufhin wurde ein Abschnitt der DNA zyklisch 

vervielfältigt. Da es sich bei SARS-CoV-2 um ein RNA-Virus handelt, wurden zum Nachweis 

zwei Verfahren kombiniert. Gekennzeichnet wird dies in der Befundung durch den Cycle 

threshold-Wert (Ct-Wert). Ein hoher Ct-Wert entspricht einer geringen Virusmenge, ein 

niedriger Ct-Wert einer hohen Virusmenge in der Probe (Singanayagam et al., 2020). Beim 

Nachweis von SARS-Cov-2 war der Nachweis bis zu einem Ct-Wert von 40 möglich. In jeder 

Probe wurde bakterielle 16S RNA als Kontrolle amplifiziert. Zum Nachweis von SARS-CoV-

2 wurden die spezifischen Genabschnitte 2019-nCoV N1 und N2 amplifiziert. Wenn nach 

40 Amplifikationszyklen die spezifischen N1 und N2 Gene nicht parallel amplifiziert werden 

konnten, wurde das Ergebnis als negativ bewertet. Konnte die 16S-RNA nach 40 
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Amplifikationszyklen nicht amplifiziert werden, handelte es sich um ein ungültiges Ergebnis. 

Wenn nur eines der beiden N-Gene amplifiziert wurde, musste die Probe erneut prozessiert 

werden. Der Nachweis wurde im Zentrallabor der KH Labor GmbH (Bernburg) mithilfe 

etablierter Standardmethoden routinemäßig geführt.  

2.14 Statistische Analyse 

Die Datenanalyse und Auswertung des Peptid Microarray wurde mit der Statistik-Software 

R (Version 4.0.2. www.r-project.org) durchgeführt. Die ermittelten Signalintensitäten der 

Gruppen SARS-CoV-2 positiv und SARS-CoV-2 negativ (Kontrolle) wurden mithilfe des 

Wilcoxon-Rangsummentest verglichen. Für die Berechnung der diagnostischen 

Genauigkeit wurden zuvor die Schwellenwerte durch eine ROC-Analyse bestimmt, dabei 

wurde auf eine Balance von Sensitivität (TPR) und Spezifität (TNR) geachtet 

((Sensitivität+Spezifität)/2). 

Die Datenanalyse und Auswertung der ELISA wurde mit der Analyse-Software GraphPad 

Prism 9 (GraphPad Software, Inc.) durchgeführt. Für den Vergleich der unterschiedlichen 

Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Für den Vergleich der gepaarten 

Stichproben wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verwendet. 

2.15 Ethikvotum 

Die Arbeit wurde nach der Deklaration von Helsinki - Ethische Grundsätze für die 

medizinische Forschung am Menschen durchgeführt. Der Ethikantrag wurde durch die 

Ärztekammer Sachsen-Anhalt (Aktenzeichen 64/20) geprüft und bewilligt. 

Ergebnisse 

3.1 Infektionsserologische Charakterisierung von SARS-CoV-2 Antikörpern in 

unterschiedlichen ELISA Systemen 

Die Gegenüberstellung der qualitativen  Auswertung der ELISA Daten mittels Elecsys Anti-

SARS-CoV-2 (ELISA_R), Anti-SARS-CoV-2-QuantiVac-ELISA (IgG) (ELISA_E) und SARS-

CoV-2-NeutraLISA (Assay_NAK) der 73 RT-PCR positiven Patienten zeigte, dass der 

Nachweis von Antikörper gegen das S-Protein vom Nachweis neutralisierender Antikörper 

abwich. Mit dem ELISA_E wurden in 68 von 73 Seren Antikörper gegen die rekombinante 

S1-Domäne des S-Proteins identifiziert. Mit dem ELISA_R wurden vergleichbare 

Ergebnisse erzielt und in 69 von 73 Seren Antikörper gegen das RBD-Antigen identifiziert.   
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Mit dem Assay_NAK wurden in 54 von 73 Seren neutralisierende Antikörper identifiziert 

(Abbildung 7). 

 

Abbildung 7: Vergleich der Befundinterpretation und qualitative Ergebnisse von (A) ELISA_E, (B) Assay_NAK und (C) 

ELISA_R.  

Die Auswertung der quantitativen Ergebnisse von den 73 Seren, gemessen mit dem 

ELISA_E, im Mittel 37 Tage (SD=17) nach angenommenem Infektionszeitpunkt, ergab eine 

weite Streuung der gemessenen Titer. Im Mittelwert lag der Titer der Proben bei 683,92 

IE/ml mit einer Standardabweichung von 982,51 IE/ml. Der höchste gemessene Titer einer 

Serumprobe lag bei 5133 IE/ml. Es zeigten sich zwei Gruppen, die sich in der 

durchschnittlichen Titer Höhe deutlich unterschieden. In der einen Gruppe fanden sich die 

Patienten mit klinischem Schweregrad asymptomatisch und leicht, in der anderen Gruppe 

die moderat und schwer betroffenen Patienten wieder. Seren von Patienten mit 

asymptomatischem oder leichtem Verlauf wurden der Gruppe 0+1 zugeteilt. Seren von 

Patienten mit moderatem oder schwerem Verlauf wurden der Gruppe 2+3 zugeteilt. Mit Hilfe 
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des Mann Whitney Tests wurden die beiden Gruppen verglichen. Ein statistisch signifikanter 

Unterschied der Menge von IgG Antikörper gegen die rekombinante S1-Domäne des S-

Proteins wurde nachgewiesen (Abbildung 8). Patienten, die einen asymptomatischen oder 

leichten Verlauf der Erkrankung zeigten, hatten im Median 680,3 IE/ml weniger Antikörper, 

als Patienten die einen moderaten oder schweren Verlauf aufwiesen, U = 246.5, p < .001. 

   

Abbildung 8: Vergleich der Titer der Gruppen 0+1 vs. 2+3 gemessen mit dem ELISA_E. Gruppe 0+1: Asymptomatisch 

oder leichter Verlauf, Gruppe 2+3: Moderater oder schwerer Verlauf 
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Abbildung 9 Korrelation der Ergebnisse des Assay_NAK mit dem ELISA_E (A, B, C) und ELISA_R (D, E, F). A, D: 
Messwerte unabhängig vom klinischen Ausprägungsgrad. B, E: Messwerte der asymptomatischen und leichten Fälle. C, 
F: Messwerte der moderaten und schweren Fälle. Die Linien kennzeichnen den Grenzwert des Referenzbereichs des 
Assay_NAK. 

Darüber hinaus erlaubte die Messung neutralisierender Antikörper eine weitere Separation 

im Reaktionsmuster des untersuchten Patientenkollektivs. In der Gruppe moderat bis 
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schwer erkrankter Patienten fanden sich mehr neutralisierende Antikörper als in der 

asymptomatisch und leicht erkrankten Gruppe. 

Abbildung 9 vergleicht die Messwerte des Assay_NAK mit dem ELISA_E und ELISA R. 

Beide Tests zeigen eine klare positive Korrelation mit den Ergebnissen des Tests für 

neutralisierende Antikörper. Wir sahen eine Übereinstimmung der Messwerte unabhängig 

vom klinischen Ausprägungsgrad, die statistisch signifikant war, r = 0.9548, p < .001, 

0.9159, p < .001. Asymptomatisch und leichte Fälle konnten von moderaten und schweren 

Fällen unterschieden werden. Patienten der Gruppe 2 + 3 besaßen mit Ausnahme von zwei 

Patienten (n=1 negative und n=1 grenzwertig) neutralisierende Antikörper (92,3 %). Im 

Vergleich dazu konnte festgestellt werden, dass in 17 von 47 Patienten keine 

neutralisierenden Antikörper (36,2 %) nachweisbar waren.  

Die initial eingeschlossenen Patienten wurden gebeten, sich im Verlauf nach 6 (Zeitpunkt 

1) und 12 Monaten (Zeitpunkt 2) erneut vorzustellen. Sie wurden hinsichtlich des 

Krankheitsverlaufs und des serologischen Status untersucht. In unserer Ambulanz stellten 

sich 44 Patienten vor. 13 zum Zeitpunkt 1 und 31 zum Zeitpunkt 2. Die Fallzahl zum 

Zeitpunkt 1 reichte nicht zur statistischen Auswertung aus. Deshalb wurden nur die zum 

Zeitpunkt 2 erhobenen Daten in die Arbeit einbezogen. Klinischer Status sowie der 

Titerverlauf wurden erhoben. Der Zeitpunkt 2 lag im Mittel bei 336 Tagen (SD=20). Es zeigte 

sich eine deutliche Abnahme des Antikörpertiters (Abbildung 10). Der Unterschied war 
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statistisch signifikant, p < .0013, p < .0195. Die Anzahl neutralisierender Antikörper sowie 

die Titer Höhe nahm im Beobachtungszeitraum ab (Abbildung 11). 

Abbildung 10: Vergleich der Titer 37 (SD=17) Tage nach der Infektion und 336 (SD=20) Tage nach der Infektion 
gemessen mit dem ELISA_E (Anti-SARS-CoV-2-QuantiVac-ELISA (IgG)).  

 

 

Abbildung 11: Vergleich der Ergebnisse des Assay_NAK im Beobachtungszeitraum. Darstellung der Zentralwerte mit 
Standardabweichung. 

Die zum Zeitpunkt 2 untersuchten Seren wurden ergänzend mithilfe des EUROLINE Anti-

SARS-CoV-2-Profil (IgG) Immunblots zum Nachweis anderer Antikörper untersucht. Ein 

großer Anteil (81%) der Patienten wies Antikörper gegen ein oder mehrere 

humanpathogene Coronaviren auf (Tabelle 5).  
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Tabelle 5: Auswertung der Antikörperanalyse mit dem EUROLINE Anti-SARS-CoV-2-
Profil (IgG) Immunblot von n=31 Proben 

Virus Anteil der positiven Proben 

HCoV-229E 17 von 31 

HCoV-NL53 17 von 31 

HCoV-OC43 14 von 31 

HCoV-HKU1 12 von 31 

Mindestens 1 Virus nachweisbar 26 von 31 

 

Alle Untersuchungsmaterialien, die klinisch und infektionsserologisch vollständig 

charakterisiert wurden, stehen weiteren Untersuchungen zur Verfügung.  

3.2 Epitopkartierung mit dem Peptid Microarray 

Wie in den Auswahlkriterien für die Epitopkartierung (2.2) ausgeführt, wurden für die 

Epitopkartierung 24 Seren (Zeitpunkt 0) ausgewählt (Tabelle 2).  

Serum-Proben der COVID-19 Patienten, die im Microarray untersucht wurden (n=24), 

zeigten starke Immunogenität im Gegenteil zu den Patienten in der Kontrollgruppe (n=12). 

Die immundominanten Regionen wurden primär auf dem S und N Protein von SARS-CoV-

2 lokalisiert. Außerdem zeigten lineare Epitope auf dem M, AP2A und R1AB Proteinen IgG 

Reaktivität. Epitope anderer Proteine von SARS-CoV-2 zeigten keine oder nur geringe 

Immunogenität. Insgesamt wurden 81 immunogene Peptide im Peptid-Array gefunden. Mit 

dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test wurde die Signalintensität der einzelnen Peptide 

zwischen der SARS-CoV-2 positiven Gruppe und der Kontrollgruppe verglichen. Zusätzlich 

wurden für die jeweiligen Peptide um die Gruppen zu unterscheiden, die diagnostische 

Genauigkeit ((richtig positive + richtig negative) / Gesamtzahl der Ereignisse) errechnet. 33 

Peptide mit der höchsten diagnostischen Genauigkeit wurden ausgewählt und die 

Peptidsequenzen der immunogenen Peptide miteinander verglichen. Daraus wurde auf die 

immundominanten Epitopsequenzen geschlossen (Tabelle 6). Auf dem S-Protein konnten 

die immundominanten Epitope: 0557-KKFLPFQQFGR-0567 (#1), 0661-ECDIPIGAGIC-

0671 (#2), 0789-YKTPPIKDFGG-0799 (#3), 0813-SKRSFIEDLLF-0823 (#4), 1145-

LDSFKEELDKYFKNH-1159 (#5), 1259-DDSEPVLKGVKLH-1271 (#6) identifiziert werden. 

Auf dem N-Protein konnten die immundominanten Epitope: 0013-PRITFGGPSDS-0023 

(#7), 0037-SKQRRPQGLPN-0047 (#8), 0161-LPQGTTLPKGF-0171 (#9), 0221-

LLLLDRLNQLE-0231 (#10), 0357-IDAYKTFPPTEPKKD-0371 (#11), 0377-

DETQALPQRQK-0387 (#12), 0393-TLLPAADLDDFSKQL-0407 (#13) identifiziert werden.  
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Tabelle 6: Nachweis von immundominanten Peptiden im Peptid-Array  

Peptide Sequenz Epitope # 

SPIKE_0553-0567  

SPIKE_0557-0571 

TESNKKFLPFQQFGR 

KKFLPFQQFGRDIAD 

0557-KKFLPFQQFGR-0567 1 

SPIKE_0657-0671 

SPIKE_0661-0675 

NNSYECDIPIGAGIC 

ECDIPIGAGICASYQ 

0661-ECDIPIGAGIC-0671 2 

SPIKE_0785-0799  

SPIKE_0789-0803 

VKQIYKTPPIKDFGG 

YKTPPIKDFGGFNFS 

0789-YKTPPIKDFGG-0799 3 

SPIKE_0809-0823 

SPIKE_0813-0827 

PSKPSKRSFIEDLLF 

SKRSFIEDLLFNKVT 

0813-SKRSFIEDLLF-0823 4 

SPIKE_1145-1159 LDSFKEELDKYFKNH 1145-LDSFKEELDKYFKNH-1159 5 

SPIKE_1253-1267 

SPIKE_1257-1271 

SPIKE_1259-1273 

CCKFDEDDSEPVLKG 

DEDDSEPVLKGVKLH 

DDSEPVLKGVKLHYT 

1259-DDSEPVLKGVKLH-1271 6 

NCAP_0009-0023 

NCAP_0013-0027 

QRNAPRITFGGPSDS    

PRITFGGPSDSTGSN 

0013-PRITFGGPSDS-0023 7 

NCAP_0033-0047 

NCAP_0037-0051 

SGARSKQRRPQGLPN   

SKQRRPQGLPNNTAS 

0037-SKQRRPQGLPN-0047 8 

NCAP_0157-0171 

NCAP_0161-0175 

IVLQLPQGTTLPKGF    

LPQGTTLPKGFYAEG 

0161-LPQGTTLPKGF-0171 9 

NCAP_0217-0231 

NCAP_0221-0235 

AALALLLLDRLNQLE      

LLLLDRLNQLESKMS 

0221-LLLLDRLNQLE-0231 10 

NCAP_0357-0371 IDAYKTFPPTEPKKD 0357-IDAYKTFPPTEPKKD-0371  11 

NCAP_0373-0387 

NCAP_0377-0391 

KKKADETQALPQRQK     

DETQALPQRQKKQQT 

0377-DETQALPQRQK-0387 

 

12 

NCAP_0385-0399 

NCAP_0389-0403 

NCAP_0393-0407 

NCAP_0397-0411 

RQKKQQTVTLLPAAD      

QQTVTLLPAADLDDF 

TLLPAADLDDFSKQL            

AADLDDFSKQLQQSM 

0393-TLLPAADLDDFSKQL-0407 13 

AP3A_0253-0267 

AP3A_0257-0271 

AP3A_0261-0275 

SGVVNPVMEPIYDEP      

NPVMEPIYDEPTTTT         

EPIYDEPTTTTSVPL 

0261-EPIYDEP-0267 14 

R1AB_1657-1671 KYPQVNGLTSIKWAD 1657-KYPQVNGLTSIKWAD-1671 15 

R1AB_2153-2167 TTNIVTRCLNRVCTN 0005-TTNIVTRCLNRVCTN-0019 16 

VME1_0005-0019 NGTITVEELKKLLEQ 0005-NGTITVEELKKLLEQ-0019 17 

SPIKE: S-Protein; NCAP: N-Protein; AP3A: Protein 3a; VME1: M-Protein; Die Zahlen bei den Peptidsequenzen 
bezeichnen  Beginn und Endposition des Peptids innerhalb der Proteinsequenz. #: Bezeichnet die Nummerierung der 
Epitopsequenz, auf die innerhalb der Arbeit verwiesen wird. Die P-Werte und die diagnostische Genauigkeit wurden 
übersichtshalber nicht in dieser Tabelle dargestellt. Die komplette Liste der Peptidsequenzen mit den statistischen 
Angaben sind in Anlage I. 

Um das diagnostische Potenzial der identifizierten immunogenen Peptide zu beurteilen, 

wurde das Ergebnis des Microarray mit dem kommerziellen Euroimmun anti-SARS-CoV-2-
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S1-IgG ELISA verglichen. Mithilfe des Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman wurden 

die aus dem kommerziellen ELISA ermittelten Extinktionsquotienten (Tabelle 7) der SARS-

CoV-2 Gruppe mit der Summe der Peptid Microarray Signale des S und N Proteins 

verglichen. Die Ergebnisse der Tests korrelierten miteinander R = 0.88; p = 2.5 × 10−6. 

Tabelle 7: Extinktionsquotienten der Serumproben des Anti-SARS-CoV-2-ELISA (IgG) 

Serum SAR_1 SAR_2 SAR_3 SAR_4 SAR_5 SAR_6 SAR_7 SAR_8 SAR_9 

Ratio  6,07 8,41 8,46 12,19 12,81 8,71 0,61 0,15 6,4 

Serum SAR_10 SAR_11 SAR_12 SAR_13 SAR_14 SAR_15 SAR_16 SAR_17 SAR_18 

Ratio  5,37 7,26 0,39 7,61 1,12 9,02 2,95 0,96 1,24 

Serum SAR_19 SAR_20 SAR_21 SAR_22 SAR_23 SAR_24 KTR_1 KTR_2 KTR_3 

Ratio  10,01 10,8 4,29 3,88 5,88 5,98 0,38 0,24 0,21 

Serum KTR_4 KTR_5 KTR_6 KTR_7 KTR_8 KTR_9 KTR_10 KTR_11 KTR_12 

Ratio  0,4 0,27 0,25 0,4 0,37 0,31 0,32 0,2 - 

SAR_X: Bezeichnung der Serumprobe aus der SARS-CoV-2 positiven Gruppe. KTR_X: Bezeichnung der Serumprobe 
aus der Kontrollgruppe. Ratio: Berechnung der Ratio aus der Extinktion der Probe und der Extinktion des Kalibrators. Ratio 
< 0,8: negativ, Ratio ≥ 0,8 - < 1,1: grenzwertig, Ratio ≥ 1,1: positiv. 

 

3.3 Prüfung der immundominanten Epitopsequenzen auf Kreuzreaktivität 

Die Proben der Kontrollgruppe und der mit SARS-CoV-2 infizierten Personen wurden auf 

Reaktionen gegenüber vier weiterer Coronaviren geprüft. Speziell wurde nach Reaktionen 

auf Epitope im S, N, E und M Protein von SARS-CoV, MERS, HCoV_OC43 und HCoV-229E 

gesucht. Kreuzreaktive Epitope wurden auf dem N und M Protein der Viren SARS-CoV-1 

und SARS-CoV-2 identifiziert. Für die anderen Viren konnte für diese Proteine keine Kreuz-

Reaktivität gefunden werden. Besonders klar waren die Signale auf dem S Protein für alle 

getesteten Viren. Zwei Regionen im S Protein zeigten sich besonders immunogen. R0815S-

IED-LF0823 zeigte Reaktivität für alle getesteten Viren und F1148--ELD--FKN1158 zeigte 

Reaktivität für SARS-CoV-2, SARS-CoV, MERS-CoV und HCoV-OC43, aber nicht für 

HCoV-229E. 

Die Aminosäuresequenzen der immundominanten Epitope #1 - #13 wurden mit den 

gleichlaufenden Aminosäuresequenzen von HCoV-229E, HCoV-OC43, MERS-CoV und 

SARS-CoV-1 verglichen (Tabelle 8). Für die Aminosäuren, die in den Epitopsequenzen aller 

untersuchten Viren vorkommen, wurde die ermittelte Signalintensität gegeneinander 

aufgetragen und mithilfe eines graduierten Farbcodes visualisiert (Abbildung 12). Die 

immundominanten Regionen #12 und #13 auf dem N Protein und #1 und #3 auf dem S 

Protein zeigten hauptsächlich Reaktivität für SARS-CoV-2. Die Signalintensitäten der 

Epitope #1 und #13 zeigten die deutlichsten Unterschiede zwischen SARS-CoV-1 und 
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SARS-CoV-2 und können damit als charakteristisch für das Virus angesehen werden. 

Epitop #7 und #9 auf dem N Protein und #2 und #6 auf den S Protein wiesen analoge 

Signalmuster für SARS-CoV-1 und SARS-CoV-2 auf. Hier kam es zu Kreuz-Reaktivität. 

Epitope, die Reaktivität für alle Viren zeigten, sind Epitop #4 und #5 auf dem S-Protein.  

 

Tabelle 8: Prozentuale Übereinstimmung zwischen den gefundenen Epitopsequenzen 

von SARS-CoV-2 mit anderen Coronaviren. 

                                                                    % Homologie der Epitopsequenz 

Epitopsequenz HCoV-229E HCoV-

OC43 

MERS-

CoV 

SARS-

CoV-1 

# 

0557-KKFLPFQQFGR-0567 0 9 20 82 1 

0661-ECDIPIGAGIC-0671 33 36 46 100 2 

0789-YKTPPIKDFGG-0799 9 18 46 73 3 

0813-SKRSFIEDLLF-0823 64 82 82 91 4 

1145-LDSFKEELDKYFKNH-1159 15 69 46 100 5 

1259-DDSEPVLKGVKLH-1271 17 23 8 100 6 

0013-PRITFGGPSDS-0023 10 18 36 91 7 

0037-SKQRRPQGLPN-0047 0 8 56 91 8 

0161-LPQGTTLPKGF-0171 36 55 55 100 9 

0221-LLLLDRLNQLE-0231 0 9 64 100 10 

0357-IDAYKTFPPTEPKKD-0371 0 13 91 100 11 

0377-DETQALPQRQK-0387 0 9 9 91 12 

0393-TLLPAADLDDFSKQL-0407 0 13 7 87 13 

Die prozentuale Homologie der Sequenzen wurde anhand der Proteinsequenzen mittels Uniprot Align (Align (uniprot.org)) 
ermittelt. 

Epitop #1 

HCoV-229E T F L N - - G I T Y T 

HCoV-OC43 T Y Y N S W Q N L L Y 

MERS-CoV V G V R - Q Q R F V Y 

SARS-CoV-1 K R F Q P F Q Q F G R 

SARS-CoV-2 K K F L P F Q Q F G R 
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Epitop #2 

HCoV-229E - - - - - S S F G V C 

HCoV-OC43 T C D L T V G S G Y C 

MERS-CoV D C K L P L G Q S L C 

SARS-CoV-1 E C D I P I G A G I C 

SARS-CoV-2 E C D I P I G A G I C 

 

Epitop #3 

HCoV-229E F T L A N V S S F G D 

HCoV-OC43 V T L S T K L K D G V 

MERS-CoV Q S S P I I P G F G G 

SARS-CoV-1 Y K T P T L K Y F G G 

SARS-CoV-2 Y K T P P I K D F G G 

 

Epitop #4 

HCoV-229E A G R S A I E D I L F 

HCoV-OC43 S S R S A I E D L L F 

MERS-CoV S A R S A I E D L L F 

SARS-CoV-1 T K R S F I E D L L F 

SARS-CoV-2 S K R S F I E D L L F 
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Epitop #5 

HCoV-229E Y I D V N K T L Q E L S Y K L P N Y 

HCoV-OC43 L P - - - D F K E E L D Q W F K N Q 

MERS-CoV S T G I - D F Q D E L D E F F K N V 

SARS-CoV-1 L D - - - S F K E E L D K Y F K N H 

SARS-CoV-2 L D - - - S F K E E L D K Y F K N H 

 

Epitop #6 

HCoV-229E L P Y Y D V E K I H I Q - 

HCoV-OC43 G Y Q E L V I K T S H D D 

MERS-CoV E Y D L E P H K V H V H - 

SARS-CoV-1 D D S E P V L K G V K L H 

SARS-CoV-2 D D S E P V L K G V K L H 

 

Epitop #7 

HCoV-229E M A T V K W A D A S E - 

HCoV-OC43 N G I L K W A D Q S D Q 

MERS-CoV P R A V S F A D N N D I 

SARS-CoV-1 P R - I T F G G P T D S 

SARS-CoV-2 P R - I T F G G P S D S 
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Epitop #9 

HCoV-229E L P N G V T V V E E P D 

HCoV-OC43 F P P G T V L P Q G - Y 

MERS-CoV F A P G T K L P K N - F 

SARS-CoV-1 L P Q G T T L P K G - F 

SARS-CoV-2 L P Q G T T L P K G - F 

 

Epitop #12 

HCoV-229E S A L E F N P S Q T S 

HCoV-OC43 Q G E N D N I S V A V 

MERS-CoV P K E E S T D Q M S E 

SARS-CoV-1 D E A Q P L P Q R Q K 

SARS-CoV-2 D E T Q A L P Q R Q K 
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Epitop #13 

HCoV-229E P V R D E V S I E T D I I D E 

HCoV-OC43 Q Q N K S R E L T A E D I S L 

MERS-CoV R V Q G T Q R T R T R P S V Q 

SARS-CoV-1 T L L P A A D M D D F S R Q L 

SARS-CoV-2 T L L P A A D L D D F S K Q L 

Abbildung 12: Farbgraduierte Visualisierung der gleichlaufenden Epitopsequenzen (#1, #2, #3. #4 .#5. #6, #7, #9, #12, 
#13 von HCoV-229E, HCoV-OC43, MERS-CoV, SARS-CoV-1 und SARS-CoV-2. Die Aminosäuresequenz ist im FASTA-
Format dargestellt (Pearson & Lipman, 1988). Die Farbgraduierung der Aminosäuren entspricht dem Medianwert aller 
Peptidsignale der SARS-CoV-2 positiven Gruppe. Die Farbskala reicht von Weiß (kein Signal = 0 Lichteinheiten) über Gelb 
(mittlere Signalstärke) bis zu Rot (maximale Signalstärke = 65535 Lichteinheiten). Eine rote Farbkcodierung steht für eine 
starke Antikörperreaktion gegen die Aminosäure, analog dazu steht eine gelbe und weiße Farbcodierung für eine 
mittelstarke und schwache Antikörperreaktion auf die Aminosäure. 

Diskussion 

4.1 Der Schweregrad der Erkrankung nach Infektion mit SARS-CoV-2 beeinflusst die 

Anzahl und Qualität der nachweisbaren Antikörper gegen SARS-CoV-2 

Betrachten wir die Ergebnisse aus den ELISA-Daten, ist ein deutlicher Unterschied 

bezüglich der Quantität der gebildeten Antikörper zu erkennen (Abbildung 9 A,D). Patienten 

deren Erkrankung asymptomatisch oder leicht verlaufen ist, bilden weniger Antikörper als 

Patienten, deren Erkrankung moderat oder schwer verlaufen ist. Dieses Ergebnis entspricht 

der allgemeinen Erwartungshaltung und bestätigen sich in den Arbeiten von Yan et al. 

(2021) sowie Moradi et al. (2021). In den Forschungsergebnissen von Pujadas et al. (2020) 

ist beschrieben, dass die Virusdosis als unabhängiger Risikofaktor anzusehen ist und eine 

hohe Dosis mit einer erhöhten Mortalität einhergeht. Die Menge an IgG Antikörpern korreliert 

außerdem mit den neutralisierenden Antikörpern. In der vorliegenden Arbeit zeigt sich dieser 

Befund ebenfalls. Patienten mit moderatem und schwerem Verlauf besitzen im Trend 

häufiger neutralisierende Antikörper (Abbildung 9). In den Forschungsergebnissen von 

Legros et al. (2021) ist die positive Korrelation des Schweregrads von COVID-19 und der 

Quantität gebildeter neutralisierender Antikörper beschrieben. Ein neutralisierender 

Antikörper verhindert den Eintritt in die Wirtszelle, in dem er Zielstrukturen des Virus besetzt, 

die für das Eindringen in die menschliche Zelle notwendig sind. Im Falle von SARS-CoV-2 

bindet das Virus mit dem S-Protein an den menschlichen ACE2 Rezeptor (Frankowska et 
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al., 2021). Die Erforschung der Qualität dieser Antikörper ist derzeit ein wichtiges Ziel, da 

im Rahmen der Vakzinierung der Bevölkerung ein Test, der es erlaubt, eine Abschätzung 

zum Beispiel einer 3. Impfung zu treffen, die verfolgte Impfstrategie optimieren könnte. 

Derzeit empfiehlt die Ständige Impfkommission (STIKO) die Erhebung eines Antikörper 

Status als Indikator für Impfungen noch nicht (Vygen-Bonnet et al., 2021). 

Momentan ist es schwer zu beurteilen, ob und welche Personen tatsächlich bei erneutem 

Kontakt mit dem Virus vor einer Erkrankung geschützt sind. Möglicherweise hängt das auch 

von den in der Bevölkerung kursierenden Virusvarianten ab. Derzeit ist die Delta-Variante, 

die für eine höhere Ansteckungsrate verantwortlich gemacht wird im Umlauf (Lopez Bernal 

et al., 2021). Die hohe Mutationsrate von SARS-CoV-2 führt hier zu einer Verschärfung des 

Infektionsgeschehens. Die Delta-Variante scheint bereits jetzt zu Impfdurchbrüchen zu 

führen (Farinholt et al., 2021). Analog zur Erfahrung mit der Influenza Schutzimpfung mit 

jährlicher Anpassung an die im Umlauf befindlichen Viren ist die Beobachtung der 

Modifikationen der SARS-CoV-2 Viren notwendig und es gibt bereits 

Handlungsanweisungen in der Coronavirus-Surveillanceverordnung (CorSurV) die 

Ausbreitung zu überwachen (Robert Koch-Institut, 2021b). Die Messung von 

neutralisierenden Antikörpern und deren Qualität hinsichtlich der neutralisierenden Wirkung 

von Virusvarianten in der Bevölkerung könnte wichtige Hinweise für gesundheitliche Risiken 

liefern.  

4.2 Genesene mit asymptomatischen und leichten COVID-19 Verläufen sind nicht 

ausreichend gegen eine erneute Erkrankung geschützt 

Die vorliegenden Daten zeigen, dass Patienten, die einen milden Verlauf der Erkrankung 

ausgeprägt haben, im Verlauf der Nachbeobachtung einen deutlichen Verlust der Höhe des 

Antikörper Titers erfahren haben (Abbildung 10). In der nationalen Strategie wird deshalb 

die Impfung von Genesenen 6 Monate nach der Erkrankung empfohlen. Die derzeit 

propagierte 2 respektive 3G Regel trägt diesem Umstand nur teilweise Rechnung. 

Genesene sollten auf der Grundlage der vorliegenden Ergebnisse nur so lange den Status 

“Genesen” erhalten wie ausreichend neutralisierende Antikörper im Blut nachweisbar sind. 

Inwieweit neben der humoralen Immunantwort eine T-Zell Immunantwort im Sinne eines 

immunologischen Gedächtnisses die Genesenen trotzdem schützt, war nicht Bestandteil 

dieser Arbeit. In der Literatur findet sich hierzu folgendes Bild. Das T-Zell Gedächtnis scheint 

bei Coronaviren langanhaltend zu sein (Ng et al., 2016). In der Arbeit von Ni et al. (2020) ist 

eine Korrelation der neutralisierenden Antikörper mit den der Anzahl von N Protein 

spezifischen T-Zellen beschrieben. In einer weiteren Arbeit von Bonifacius et al. (2021) 
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konnte diese Korrelation nicht gestützt werden, jedoch haben die Ergebnisse eine 

Korrelation der Anzahl von S Protein spezifischer T-Zellen und der Menge an Antikörpern 

gegen das S-Protein gezeigt. Aus dem Grundwissen der Immunologie wissen wir, dass T-

Zellen und B-Zellen miteinander interagieren müssen, damit die spezifische Immunantwort 

effektiv ablaufen kann. Das Screening für T-Zellen ist bis heute jedoch noch nicht 

flächendeckend möglich. Wenn wir jedoch eine direkte Korrelation der gut messbaren 

humoralen Immunantwort mit der zellulären Immunantwort belegen, könnten wir den 

Immunstatus besser einschätzen und auf eine T-Zellmessung verzichten. Screening auf T-

Zell Immunität kann womöglich auch abgelaufene Infektionen von asymptomatischen und 

leichten COVID-19 Verläufen detektieren, deren humorale Immunantwort nicht nachweisbar 

ist (Kruse et al., 2021). Leider ist noch nicht bekannt, ob Patienten mit einem positiven Test 

auf spezifische T-Zellen effektiv gegen eine erneute Infektion mit SARS-CoV-2 geschützt 

sind. Zielführend ist es auf beiden Seiten der spezifischen Immunantwort weitere 

Forschungsarbeit zu leisten und die Ergebnisse in der Gesamtheit bezüglich des Nutzens 

zur Bekämpfung von SARS-COV-2 einzusetzen. Möchte man Personen identifizieren, die 

nach einer Infektion oder einer Impfung unzureichend auf einen erneuten Kontakt mit SARS-

CoV-2 vorbereitet sind, gilt es prognostische Marker zu finden. Das sollte ebenfalls auf 

Seiten der zellulären oder humoralen Immunantwort oder in Kombination geschehen. 

4.3 Das Immunsystem von Erkrankten reagiert bezüglich der humoralen 

Immunantwort individuell auf SARS-CoV-2 

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der Peptid Microarray Technologie die Qualität 

der aufgetretenen Antikörper hinsichtlich der Antikörperbindungsstellen auf Peptid-Ebene 

im Detail untersucht. Die Methode des “Peptid Scans” um Antikörperbindungsstellen zu 

charakterisieren wird mittlerweile seit 30 Jahren in der medizinischen Forschung erfolgreich 

angewendet (Schneider et al., 1990). Schneider und Kollegen identifizierten zum Beispiel 

immundominante Epitope des HIV-1 spezifischen vpu Proteins und setzten diese in 

Korrelation mit klinischen Stadien von AIDS. Mit Hilfe von Mikroarray-Technologie ist man 

heute in der Lage, im Hochdurchsatz Patientenkollektive hinsichtlich auftretender 

Antikörpermotive zu screenen. Die Nachweismethode mittels Peptid Microarray ist 

gegenüber herkömmlichem serologischem Verfahren geeignet, das individuelle 

Antikörperspektrum von Patienten gegen SARS-CoV-2 zu bestimmen. Die Firma JPT 

Peptide Technologies hatte im Frühjahr 2020 entsprechende Arrays entwickelt, um vor 

allem für die Suche von Medikamenten für die Behandlung von SARS-CoV-2 Erkrankten 

geeignete Werkzeuge zur Verfügung zu stellen. Diese kommerzielle Plattform wurde in der 
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vorliegenden Arbeit zur Suche nach Antikörperbindungsstellen genutzt. Sofern sich 

unterschiedliche Antikörpermotive im Verlauf der Infektion und Erkrankung feststellen 

lassen, war das Ziel diese Strukturen für spezifische Testsysteme einzusetzen, die 

kostengünstig zum „Screenen“ von Kollektiven nutzen zu können. Wesentliche 

Voraussetzung für diese Untersuchung war die Qualität der eingesetzten 

Untersuchungsmaterialien.  

Die eingesetzten Serumproben, die für diese Untersuchung genutzt wurden, wurden 

hinsichtlich klinischer Status und mit herkömmlichen serologischen Verfahren 

charakterisiert. Die Reaktivität der eingesetzten Seren wurde über das gesamte Proteom 

von SARS-CoV-2 und weiterer humanpathogener Coronaviren untersucht. Das Auftreten 

von kreuzreagierenden Antikörpern konnte so in einem Arbeitsgang analysiert werden. 

Antikörper gegen die Epitope auf dem S Protein (1148-FKEELDKYFKN-1158 und 0815-

RSFIEDLLF-0823) zeigten Kreuzreaktivität mit den Viren HCoV-OC43 und HCoV-229E. 

Diese Epitope wurden auch in der Arbeit von Ladner et al. (2021) identifiziert. In dem 

untersuchten Kollektiv konnten immundominante Epitope in hoher Auflösung entdeckt 

werden. Primär richtet sich die humorale Immunantwort der IgG Antikörper gegen Epitope 

auf dem S- und N-Protein. Diese Proteine zeigen literaturübergreifend Immundominanz 

(Farrera-Soler et al., 2020; Lu et al., 2021; Premkumar et al., 2020). Die humorale 

Immunantwort richtet sich jedoch nicht ausschließlich gegen diese Proteine, sondern auch 

gegen Epitope des M, AP2A und R1ab Protein. Die Mechanismen, eine Erkrankung zu 

verhindern, sind komplex und es bedarf der Zusammenarbeit verschiedener Spezialisten. 

Wie bereits weiter oben ausgeführt, müssen Aspekte der zellulären Immunantwort im 

Kontext weiterer Untersuchungen einbezogen werden. Möglicherweise können die 

spezifischen Peptide auch für einen Lymphozytentransformationstest verwendet werden. 

Bei einem Lymphozytentransformationstest, der heutzutage bei latenten, reaktivierenden 

Virusinfektion wie zum Beispiel Herpesvirus Infektionen verwendet wird, werden 

antigenspezifische T-Lymphozyten im Blut nachgewiesen (Møller-Larsen et al., 1975). 

Dieser ist geeignet, eine abgelaufene Infektion ohne die ausreichende Bildung von 

Antikörpern nur auf Basis der T-Zellimmunität zu bestimmen. Betrachtet man die 

identifizierten immundominanten Epitope und vergleicht diese mit den Epitopen aus 

anderen Arbeiten zeigt sich eine Übereinstimmung der Ergebnisse. Die Epitope aus den 

Arbeiten von Amrun et al. (2020) und Poh et al. (2020) ähneln den Epitopen #3 auf dem N 

Protein und #1, #4 auf dem S Protein dieser Arbeit (Abbildung 12). Die hier beschriebenen 
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Epitope ergänzen nicht nur die Liste der bereits identifizierten Epitope, sondern erweitern 

die Möglichkeiten zur Entwicklung neuer Nachweisverfahren auf Peptidebene.  

Für die Entwicklung eines diagnostischen Tests müssen Peptide ausgewählt werden, die 

eine hohe Sensitivität und Spezifität hinsichtlich der Erkennung von SARS-CoV-2 Patienten 

besitzen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass solche Peptide existieren. Die 

gefundenen Peptide sind geeignet, klar zwischen infizierten und gesunden Personen zu 

unterscheiden. Im Vergleich zu einem kommerziellen ELISA zeigt sich eine klare positive 

Korrelation der Ergebnisse.  

Die vorliegenden Ergebnisse werden derzeit genutzt, Peptid-ELISA Systeme zum Nachweis 

spezifischer Antikörper aufzubauen, die eine differenzierte Beobachtung der 

Antikörperbildung im Rahmen der Entwicklung der Immunantwort gegen SARS-CoV-2 

zulassen Eine Kombination unterschiedlicher Peptide für den diagnostischen Einsatz ist 

zum Patent angemeldet. 

Zusammenfassung  

In dieser Arbeit ist es gelungen, die individuelle humorale Reaktion von Corona Patienten 

exemplarisch mit Hilfe unterschiedlicher serologischer Verfahren über einen Verlauf von 

einem Jahr zu beschreiben und immundominante Epitope aus dem Proteom von SARS-

CoV-2 zu identifizieren.  

Die Ergebnisse der ELISA zeigen einen deutlichen Unterschied bezüglich der Quantität der 

gebildeten Antikörper bei den infizierten Personen. Patienten mit schweren und mittleren 

Krankheitsverläufen zeigten statistisch signifikant mehr Antikörper als Patienten die einen 

asymptomatischen oder leichten Verlauf aufwiesen U = 246.5, p < .001.  

In Bezug auf die neutralisierenden Antikörper zeigte die Gruppe moderat bis schwer 

erkrankter Patienten mehr neutralisierende Antikörper als in der asymptomatisch und leicht 

erkrankten Gruppe. Patienten mit moderatem und schwerem Verlauf besaßen mit 

Ausnahme von zwei Patienten neutralisierende Antikörper (92,3 %). Im Vergleich dazu 

wurde festgestellt, dass in 17 von 47 Patienten mit asymptomatischem und leichtem Verlauf 

keine neutralisierenden Antikörper (36,2 %) nachweisbar waren. Die Anzahl 

neutralisierender Antikörper sowie die Höhe der Titer nahm im Beobachtungszeitraum von 

einem Jahr ab (Abbildung 10, 11). 

Ein großer Anteil (81%) der Patienten wies Antikörper gegen ein oder mehrere 

humanpathogene Coronaviren auf (Tabelle 5) 



38 
 
Im Peptid Microarray zeigten sich 81 immunogene Peptide. 33 Peptide mit der höchsten 

diagnostischen Genauigkeit wurden ausgewählt und die Peptidsequenzen der 

immunogenen Peptide miteinander verglichen. Die immundominanten Regionen wurden 

primär auf dem S und N Protein von SARS-CoV-2 lokalisiert. Außerdem zeigten lineare 

Epitope auf dem M, AP2A und R1AB Proteinen IgG Reaktivität. Die Auswertung des Peptid 

Microarrays zeigte kreuzreaktive Antikörper, die Epitope verschiedener Coronaviren 

erkennen. Das bedeutet, dass vermutlich jede Art von Corona-Infektion auch gegen eine 

SARS-COV-2 Infektion schützen kann. Jedoch gibt es auch Hinweise darauf, dass bereits 

bestehende Antikörper einen negativen Effekt auf die Produktion neuer Antikörper hat 

(Baraniak et al., 2019). Die immundominanten Regionen #12 und #13 (Abbildung 12) auf 

dem N Protein und #1 und #3 (Abbildung 12) auf dem S Protein zeigten hauptsächlich 

Reaktivität für SARS-CoV-2. 

Die Signalintensitäten der Epitope #1 und #13 (Abbildung 12) zeigten die deutlichsten 

Unterschiede zwischen SARS-CoV-1 und SARS-CoV-2 und können damit als 

charakteristisch für das Virus angesehen werden. Epitope, die Reaktivität für alle Viren 

zeigten, sind Epitop #4 und #5 auf dem S-Protein. 

Auf der Grundlage der vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit sind weitere wissenschaftliche 

Projekte angeschlossen. Hierfür steht auch die im Rahmen der Arbeit etablierte Serumbank 

zur Verfügung. Um eine größere Aussagekraft zu erzielen, müssen weitere Untersuchungen 

mit größeren Kohorten durchgeführt werden, um die humorale Reaktion bei Patienten mit 

verschiedenen Schweregraden der COVID-19 Erkrankung zu charakterisieren, sowie 

Indikatoren zum Beispiel für Long COVID Erkrankungen zu finden.  
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	3.3 Prüfung der immundominanten Epitopsequenzen auf Kreuzreaktivität
	Diskussion
	4.1 Der Schweregrad der Erkrankung nach Infektion mit SARS-CoV-2 beeinflusst die Anzahl und Qualität der nachweisbaren Antikörper gegen SARS-CoV-2
	4.2 Genesene mit asymptomatischen und leichten COVID-19 Verläufen sind nicht ausreichend gegen eine erneute Erkrankung geschützt
	4.3 Das Immunsystem von Erkrankten reagiert bezüglich der humoralen Immunantwort individuell auf SARS-CoV-2
	Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis



