Advertisement

PROTEOMICS - Clinical Applications / Early View / 2300048

SCHNELLE KOMMUNIKATION - @Freier zugang @ @ @ @

Nachweis von rekombinantem Spike-Protein im Blut von gegen SARS-CoV-2
geimpften Personen: Mégliche molekulare Mechanismen

Carlo Brogna i, Simone Cristoni, Giuliano Marino, Luigi Montano, Valentina Viduto, Mark Fabrowski,
Gennaro Lettieri, Marina Piscapo B2«

Erstverdffentlichung: 31. August 2023
https://doi.org/10.1002/prca.202300048

Carlo Brogna und Simone Cristoni trugen zu gleichen Teilen zu dieser Studie bei.

Abstrakt

Zweck

Die SARS-CoV-2-Pandemie war der AnstoR fiir die Entwicklung und den Einsatz von
Impfstoffen der néchsten Generation. Unter diesen bestehen MRNA-basierte Impfstoffe
aus injizierbaren mMRNA-L8sungen, die fiir einen rekombinanten Spike kodieren, der sich
vom Wildtyp-Protein durch spezifische Aminosdurevariationen unterscheidet, die
eingeflhrt werden, um das Protein in einem verweigerten Zustand zu halten. In dieser
Arbeit wird ein proteomischer Ansatz vorgestellt, um das Vorhandensein von
rekombinantem Spike-Protein bei geimpften Probanden unabhangig vom Antikorpertiter
aufzudecken.

Versuchsplanung

Die massenspektrometrische Untersuchung biologischer Proben wurde verwendet, um
das Vorhandensein spezifischer Fragmente des rekombinanten Spike-Proteins bei
Probanden nachzuweisen, die mRNA-basierte Impfstoffe erhielten.

Befund



Das spezifische PP-Spike-Fragment wurde in 50 % der analysierten biologischen Proben
gefunden und war unabhingig vom SARS-CoV-2-IgG-Antikérpertiter. Der minimale und
maximale Zeitpunkt, zu dem PP-Spike nach der Impfung nachgewiesen wurde, betrug 69
bzw. 187 Tage.

Schlussfolgerungen und klinische Relevanz

Die vorgestelite Methode erméglicht es, die Halbwertszeit des Spike-Proteinmolekdils
"PP" zu bewerten und die Risiken oder Vorteile der weiteren Verabreichung zusatzlicher
Auffrischungsdosen des SARS-CoV-2-mRNA-Impfstoffs zu berticksichtigen. Dieser Ansatz
ist eine wertvolle Unterstiitzung bei der Ergéanzung zur Uberwachung des
Antikorperspiegels und stellt den ersten proteomischen Nachweis von rekombinantem
Spike bei geimpften Probanden dar.
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1 EINLEITUNG

Das schwere akute respiratorische Syndrom Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) ist das ursachliche
Coronavirus der COVID-1 9-Atemwegserkrankung (Coronavirus-Krankheit 201 9), das fur die
anhaltende Pandemie verantwortlich ist, die die ganze Welt in Schach halt. Forscher auf der
ganzen Welt haben in diesen Pandemiejahren dieses Virus untersucht und versucht, seinen



Wirkmechanismus zu verstehen [1-1 1]. Das RNA-Genom von SARS-CoV-2 besteht aus etwa
30.000 Nukleotiden und enthélt 11 wichtige kodierende Gene. Aus struktureller Sicht
zeichnet sich SARS-CoV-2 durch eine groRe Anzahl von glykosylierten Spike (S)-Proteinen aus,
die seine Oberflache bedecken und die Bindung an den Angiotensin-konvertierenden Enzym
2 (ACE2)-Rezeptor der Wirtszelle erleichtern und den Eintritt in virale Zellen vermitteln [12].
Das Spike-Protein (S) ist eines der vier Hauptproteine von SARS-CoV-2 [13]. Es ermoglicht die
Erkennung des Wirtszellrezeptors und das anschlieRende Eindringen in die Wirtszelle. Sie
besteht aus der distalen S1-Untereinheit, die fir die Erkennung natzlich ist, und der
proximalen S2-Untereinheit, die fiir die Fusion mit der Wirtszellmembran essentiell ist [13].
Bei der Entwicklung der beiden am weitesten verbreiteten mRNA-basierten Impfstoffe
Pfizer-BioNTech (BNT1 62b2-Comirnaty) und Moderna (MRNA-1273) wurden alle Uridin-
Stickstoffbasen durch Methylpseudouridin (m1¥) ersetzt — eine weniger immunogene [14],
aber stabilere Stickstoffbase [15]. Gleichzeitig wurden Mutationen innerhalb der 4284
Nukleotide, aus denen das Spike-Protein besteht, an den Positionen K986P und Vo87pP
vorgenommen, um das nach ribosomalem Ablesen produzierte Protein zu einer stabilen
Prafusionsform zu machen, die eine erhéhte Produktion von humanen Antikdrpern
stimuliert (Abbildung 1A) [15]. Das S-Protein von SARS-CoV-2 ist unter allen humanen
Coronaviren (HCoV) hochkonserviert und an der Rezeptorerkennung, der Virusanheftung
und dem Eintritt in die Wirtszellen beteiligt. Aus diesem Grund stellt es fiir einen Teil der
Wissenschaftler eines der wichtigsten Ziele fiir die Entwicklung von Impfstoffen und
Therapieanséatzen gegen COVID-19 dar. Unter den entwickelten und getesteten COVID-19-
Impfstoffen haben diejenigen die vielversprechendsten Ergebnisse bei der Verhinderung
einer COVID-19-Infektion gezeigt, eine neuartige Klasse von Impfstoffprodukten, die aus
Boten-Ribonukleinsiure-Filamenten (MRNA) bestehen, die in Lipid-Nanopartikeln (LNPs)
eingekapselt sind. Zwei von ihnen haben eine "Notfallzulassung" (von der Federal and Drug
Administration) und eine "bedingte Zulassung" (von der Europaischen Arzneimittel-Agentur)
erhalten. Beide bestehen aus einer rekombinanten mRNA, die als Impfstoff beimpft werden
soll und fir ein rekombinantes SARS-CoV-2-Spike-Protein kodiert. Obwohl die mRNAs
unterschiedlich sind, kodieren beide fiir dasselbe rekombinante Spike-Protein (hier PP-Spike
genannt). Diese unterscheidet sich von der natirlichen (wt-Spike, Abbildung 1B) durch einen
doppelten Aminosgurewechsel an Position 986 und 987 (K986P und V987P, d.h. die
Aminosauren Lysin und Valin werden beide durch zwei Prolin-Aminosauren ersetzt) [16, 17],
um die Spike-Konformation in einem inaktiven Prafusionszustand zu stabilisieren (Abbildung
1A). Die eingefiihrte doppelte Aminosaurevariation hebt eine tryptische Verdauungsstelle
auf. Infolgedessen ist es méglich, durch tryptischen Aufschluss [18] und anschlielRende
massenspektrometrische Analyse [19-22] synthetische Spike-Proteine zu unterscheiden, die
aus der Translation der mRNA-Impfstoffe aus natiirlichem Spike stammen, das in
biologischen Flissigkeiten zirkuliert. Hier stellen wir einen methodischen Ansatz vor, mit
dem das Vorhandensein von PP-Spike in biologischen Flussigkeiten menschlicher und
tierischer Organismen, wie Blut, Urin, Speichel und bronchoalveolaren Lavageflussigkeiten,
spezifisch nachgewiesen werden kann.



Aussagekraft der Studie

Obwonhl die COVID-19-Pandemie die ganze Welt in die Knie zwang, erméglichte sie
es auch vielen Wissenschaftlern, Ideen und Losungen gegen Viren zu entwickeln.
Dazu gehéren mRNA-Impfstoffe, die aufgrund ihrer Vielseitigkeit in der
Herstellung einen neuen Impfstandard darstellen kénnten. Es ist jedoch die
Pflicht des Wissenschaftlers, die Kontrollen nicht zu vernachlassigen. Hierin liegt
die Bedeutung der Uberwachung des impfstoffinduzierten Spike-Proteins "PpP"
nach einer bestimmten Zeit nach der Impfung in humanen biologischen Proben.
Die vorgestellte Methode erméglicht es, die Halbwertszeit des Spike-
Proteinmolekuls "PP" zu bewerten und die Risiken oder Vorteile bei der
Fortsetzung weiterer Auffrischungsdosen des SARS-CoV-2-m RNA-Impfstoffs zu
berlcksichtigen.
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ABBILDUNG 1

Im Figuren-Viewer 6ffnen | $PowerPoint
Schematische Darstellung der PP-Spike-Proteinproduktion. (A) Bildung des Spike-PP-Proteins nach Injektion von
Impfstoff-mRNA. (B) Beispiel fiir ein unmodifiziertes Spike-Protein vom Wildtyp. (C) Extraktions- und Nachweisschema
(wéitere Einzelheiten im Text). (D) Quantifizierung des Antikorpertiters der 20 geimpften Fille. (E) Zeit vom Tag des

Abschlusses der Impfung bis zur Entdeckung des mRNA-induzierten Spike-Proteins "PP" des Impfstoffs.

Die Studiengruppe aus Suditalien bestand aus 40 Probanden, von denen 20 im April 2022
mit dem vollstéandigen Zyklus des MRNA-Impfstoffs geimpft wurden und Teil des
Gesundheitssektors waren, und 20 waren ungeimpft mit Negativitat auf COVID-19 zum
Nasopharynx-Test und ohne Titer von Antikorpern. Weitere 20 ungeimpfte Personen, die
positiv auf COVID-19 getestet wurden, kamen hinzu. Das spezifische PP-Spike-Fragment
wurde in 50 % der analysierten biologischen Proben gefunden (Abbildungen 1C-E und 2).
Diese Prasenz war unabhéingig vom SARS-CoV-2 IgG-Antikdrpertiter. Die Antikdrpertiter



wiesen ein geometrisches Mittel von 629,86 BAU/mI auf (Abbildung 1E). Die minimale Zeit, in
der PP-Spike nachgewiesen wurde, betrug 69 Tage nach der Impfung, wéahrend die
maximale Zeit 187 Tage betrug. Alle Kontrollen (Proben von ungeimpften Personen) waren
negativ. Die Kontrollgruppe (20 ungeimpfte Personen) wurde ebenfalls getestet, nachdem
sie sich mit COVID-19 infiziert hatte, und war negativ fur PP-Spike.
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ABBILDUNG 2

Im Figuren-Viewer 6ffnen | #PowerPoint
Molekulion der Sequenz LDPPEAEVQIDR-Spike "PP". (A) Zeigt das m/z-Verhaltnis {Molekdlionen) der SEQ ID NO:1-
Detektion an. Zeigt ein Beispiel fir das Spektrum der Peptidzone, die durch das enzymatische Versagen gekennzeichnet
ist, die "PP"-Aminosauren des "Spike"-Proteins zu schneiden, das durch mRNA-Impfstoffe induziert wird. (B-E)
Extraktionsmassenchromatogramme von (B) geimpften Probanden und (D) Kontrollproben wurden durch
Fragmentierung des [M+3H]3+-lons bei m/z 461 und Uberwachung des einfach geladenen Signals bei m/z 851 erhalten.
Ebenfalls gezeigt sind die Tandem-Massenspektren, die durch die Analyse (C) des geimpften Probanden und (E) des
Kontrollsubjekts erhalten wurden. Fiinf Mikroliter aufgeschlossener Proben wurden injiziert, und die Fligenflussrate

betrug 250 Mikroliter/min,

Einige Studien [23] haben das Vorhandensein des Spike-Proteins des Impfstoffs unmittelbar
nach der Injektion beobachtet.

Den Autoren zufolge [15] sollten die Impfstoff-Boten-RNA-Nanopartikeimolekiile nach der
Injektion in den Muskel von den Immunzellen in den Lymphknoten aufgenommen werden.
Kirzlich haben andere Autoren Impfstoff-Boten-RNA-Sequenzen nach 28 Tagen nach der
Injektion aus peripherem Plasma isoliert [24]. Die Frage, ob die Impfstoff-RNA in die
Lymphozyten oder andere Kérperzellen eingebaut werden kann, ist umstritten. Die
Beobachtung des produzierten Proteins, wie sie in diesem Manuskript vorgestellt wird, geht
jedoch Uber den rein kognitiven Aspekt hinaus und definiert eine Methode, um nicht nur die
Persistenz der Impfstoff-RNA, sondern auch die Quantifizierung des Produkts, d.h. des
Proteins, das die Antikdrperproduktion induzieren soll, zu Uberprifen, um die korrekte
Halbwertszeit und eine mégliche Notwendigkeit der Aktualisierung des Impfstoffstatus zu
Uberprufen. Mittels massenspektrometrischer Untersuchung biologischer Proben wiesen
wir bei etwa 50 % der Probanden, die mRNA-basierte Impfstoffe erhielten, das
Vorhandensein spezifischer Fragmente des rekombinanten Spike-Proteins nach. In einigen
Fallen fanden wir den PP-Spike-Marker bei geimpften Personen mehr als 30 Tage nach der
Impfung, was darauf hindeutet, dass es moglich ist, das "Spike"-Protein des Impfstoffs auch
einige Zeit nach der Impfung und in jedem organischen Gewebe nachzuweisen (Daten in
Vorbereitung). Basierend auf den gewonnenen Ergebnissen kénnen Hypothesen fiir
mogliche molekulare Mechanismen der Persistenz von "Spike PP" aufgestellt werden.
Insbesondere sind drei Hypothesen moglich, die in Abbildung 3 dargestelit sind.

1. Es ist moglich, dass die mRNA in einigen Zellen integriert oder retranskribiert wird.

2. ks ist méglich, dass Pseudo-Uridine an einer bestimmten Sequenzposition, wie im
Artikel beschrieben, die Bildung eines Spike-Proteins induzieren, das immer konstitutiv
aktiv ist. Aber es scheint als Hypothese sehr weit entfernt zu sein.

3. Es ist moglich, dass die mRNA-haltigen Nanopartikel von Bakterien aufgenommen
werden, die normalerweise auf basaler Ebene im Blut vorhanden sind. Tatsachlich
wurde die Existenz von Blutmikrobiota bei klinisch gesunden Personen in den letzten



50 Jahren nachgewiesen. In der Tat deuteten indirekte Hinweise durch radiometrische
Analysen auf die Existenz lebender mikrobieller Formen in Erythrozyten hin [25].
Dariber hinaus konnte die Beobachtung des PP-Spike-Markers bei Personen, die mehr
als 30 Tage nach der Impfung geimpft wurden, bei etwa 50 % der Probanden auch
durch die groBe Artenvielfalt der eukaryotischen und prokaryotischen Mikrobiota
erklart werden, die durch Next-Generation-Sequencing-Technologien im Blut
identifiziert wurde [25].
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ABBILDUNG 3

Im Figuren-Viewer 6ffnen | $PowerPoint

Magliche molekulare Mechanismen der Persistenz von "Spike PP,

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass die Maglichkeit, das Vorhandensein spezifischer
Fragmente des rekombinanten Spike-Proteins nachzuweisen, neue Szenarien fiir die
Uberwachung des Vorhandenseins und der Halbwertszeit des Spike-Proteins des Impfstoffs
bei geimpften Personen eréffnet. Die aufgestellten Hypothesen bedurfen weiterer und
umfangreicherer Studien. Gegenwartig beschranken sich diese ersten Beobachtungen nur
auf die Beurteilung des Vorhandenseins des Impfstoffproteins mit dem Ziel, dem Einzelnen
bei der Entscheidung tber die Verabreichung von Auffrischungsimpfungen oder eine
vorubergehende Impfung behilflich sein zu wollen.

2 ZUGEHORIGE DATEN



Statistische Analyse: Der t-Test mit © der GraphPad-Software 2023 wurde zwischen den
beiden Gruppen durchgefiihrt, geimpft und nicht geimpft auf das Vorhandensein des
Peptids von Spike namens PP. "P-Wert und statistische Signifikanz: Der zweiseitige P-Wert ist
gleich 0,0010. Konfidenzintervall: Der Mittelwert von Gruppe eins minus Gruppe zwei ist
gleich 0,40, 95%-Konfidenzintervall dieser Differenz: 0,17-0,63. Bei Berechnungen
verwendete Zwischenwerte: t = 35.590, df = 38, Standardfehler der Differenz = 0,112. Der
Unterschied im Titer-Antikérper zwischen den beiden Gruppen ist nicht signifikant.

3 EXPERIMENTELLE VERFAHREN

In Ubereinstimmung mit den geltenden territorialen Vorschriften bediirfen Fallberichte,
Fallserien und retrospektive Beobachtungsstudien keiner Genehmigung durch die
Ethikkommission. Die von allen Teilnehmern in Stditalien zum Ausdruck gebrachte
Einverstandniserklarung wurde eingeholt. Zwanzig menschliche biologische Proben wurden
von geimpften Probanden mit ausdriicklicher, kostenloser und informierter Zustimmung zur
Entnahme und Verwendung entnommen. Das geometrische Mittel des Antikérpertiters im
Vergleich zum Spike-Protein betrug 629,86 BAU/mI nach 60 Tagen nach der Impfung.
Dardber hinaus wurden 20 menschliche biologische Proben von ungeimpften Probanden
(Kontrollgruppe, negativ) mit ausdriicklicher, kostenloser und informierter Zustimmung zur
Entnahme und Verwendung entnommen. Die Kandidaten hatten sich zuvor nicht an COVID-
19 erkrankt und waren negativ fiir molekulare Tests mittels Nasen-Rachen-Abstrich, und der
Antikorpertiter war negativ. Weitere 20 humanbiologische Proben von ungeimpften
Patienten, die an COVID-19 erkrankt waren, wurden entnommen (geometrisches Mittel des
Antikorpertiters im Vergleich zum Spike-Protein betrug 187,89 BAU/mI spéter 105 Tage nach
der Erkrankung).

3.1 Voranalytisch

Die praklinische Trockenblutentnahme wurde in Ubereinstimmung mit der
wissenschaftlichen Literatur durchgefuhrt: Die Dry Blood Spot (DBS)-Technik ist fiir die
Entnahme kleiner Blutmengen, insbesondere von Neugeborenen, fiir die Screening-Anwendung
ublich. Diese Methode wurde erstmals in den friihen 1960er Jahren von Robert Guthrie
verdffentlicht und basiert darauf. einen kleinen Blutfleck auf ein Filterpapier zu entnehmen,
anstatt ein paar Milliliter Blut in ein Flaschchen zu entnehmen. Mit der DBS-Technik ist die
Probenahme einfach und schnell, ohne dass geschulte Fachkrdfte erforderlich sind. Die geringen
Blutentnahmemengen (~20-40 uL) machen diesen Ansatz Jjedoch im Vergleich zur traditionellen
Blutentnahme analytisch anspruchsvoller in Bezug auf Probenvorbereitung und Sensitivitit [26,
27]. Die Blutstropfen wurden steril entnommen. Um die Proteinstruktur zu erhalten, wurde
der Trockenblutfilter bis zur Verarbeitung bei -20°C gehalten [28].

3.2 Begrindung



Trypsin [18] ist ein Enzym aus der Klasse der Hydrolasen, das in der Lage ist, Proteine durch
proteolytische Schnitte mit Spezifitt fiir Arginin (R) und Lysin (K) zu kleineren Polypeptiden
zu reduzieren. Synthetisches Spike-Protein und natiirliches Spike-Protein kénnen daher
unterschieden werden, da sie unterschiedliche tryptische Verdauungsprodukte produzieren:

— Bei der Verdauung durch Trypsin produziert der von der Impfstoff-mRNA kodierte
PP-Spike ein LDPPEAEVQIDR-Fragment (PP-Spike-Marker) (Abbildung 2C).

— Das Wildtyp-SAR-CoV-2-Protein produziert, wenn es von Trypsin verdaut wird, zwei
kleinere Fragmente, namlich LDK + VEAEVQIDR.

Mehr als 6.600.000 SARS-CoV-2-Genome wurden sequenziert, und es scheint, dass keines
von ihnen K986P- und V987P-Mutationen aufweist, einschlieRlich der Omikron-Variante [29].

Verwendete Puffer: Doppelt destilliertes Wasser (VWR); Ammoniumhydrogencarbonat
(NH4HCO3) (Sigma Aldrich). Reagenzien: Trypsin von Promega.

Reagenzienzubereitung: Trypsinlésung 25 ng/pl.

Zubereitungsverfahren: Resuspendieren Sie in einer Durchstechflasche 20 pg festes Trypsin
in 800 pl 50 MM NH4HCO, Losung. Wirbeln Sie die Durchstechflasche, bis sich das Trypsin
vollsténdig aufgelést hat.

Das Standardpeptid, das dem Fragment LDPPEAEVQIDR (Sigma Aldrich, UK) entspricht,
wurde in bidestilliertem Wasser auf eine Konzentration von 10 ng/ml verdiinnt. Zehn
Mikroliter wurden zu Kontrollzwecken in die LC-MS-Apparatur injiziert. Das im Plasma
nachgewiesene Peptid wurde anhand von EU-Verordnungen charakterisiert [30].

3.3 Enzymatische Verdauung

Der enzymatische Aufschluss von Blutstropfen wird unter einem Abzug durchgefihrt, um
die Exposition des Bedieners gegenlber jeglicher Form chemischer biologischer Gefahren
zu minimieren. Fir jede Blutprobe wurde die folgende Methode angewendet. Geben Sie 2 ul
Kapillarblut in ein beschriftetes Eppendorf-Réhrchen; 40 pl Trypsin (Promega, Italien) in
einem 50 mmolL NH solubilisiert,HCO5 Losung fur die Blutprobe; Wirbel fur 30 s: Testen Sie
den pH-Wert, der zwischen 7 und 8 liegen muss. Ubertragen Sie den Eppendorf-Schlauch in
den Thermoblock; 2 Tage bei 37°C inkubieren; 40 pl NH hinzufligen,HCO3; 50 mmolL. 40 pl
des nach der Zentrifugation erhaltenen Uberstandes bei 13000 G fir 10 min auffangen und
in ein Eppendorf-Réhrchen Gberfihren. Fagen Sie 2 pl reine Ameisensaure hinzu und geben
Sie die Losung in eine Injektionsdurchstechflasche. Das Flaschchen wird in den Autosampler
eingefihrt, der mit dem Massenspektrometer gekoppelt ist, und 5 ML werden in die
chromatographische Saule injiziert.

3.4 LC-SACI-MS-Messgerite



Die Analyse wurde mit einem Surveyor MS HPLC (Thermofisher, USA) durchgefiihrt. Als
Saule kam eine Kinetex 50 x 4,6 mm 2,6 ym zum Einsatz. Die Analyse wurde mit einem Zwei-
Phasen-Gradienten durchgeflihrt: Phase A (H,0 + 0,2 % Ameisensaure (HCOOH)) und Phase
C (CH3CN) (Tabelle 1). Der verwendete chromatographische Gradient ist in Tabelle 1
dargestelit. Das Volumen der injizierten Probe betrdgt 5 ul. Als lonisationsquelle kommt ein
SACI-ESI zum Einsatz. Es wurde ein Oberflachenpotential von 0 V, ein Verneblergasdruck von
75 PSI und ein Trockengasdurchfluss von 1,0 I/min verwendet. Die Trockengastemperatur
liegt bei 320°C [19-22].

TABELLE 1. Chromatographische Bedingungen der Gradientenelution.

Zeit (min) % C Durchfluss (ml/min)
) 2% 0.250
25 2% 0.250
3 80% 0.250
7 80% 0.250
8 2% 0.250

Hinweis:; Der prozentuale Anteil der Eluentenphase C (CH3CN) wird zusammen mit der Flussrate des Eluenten bei

verschiedenen Gradientenelutionszeiten angegeben.
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