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1 Zusammenfassung

Impfungen sind eine essenzielle PraventionsmaBnahme zur Verhinderung oder Abschwachung
von Infektionen. Proteinbasierte Impfstoffe bieten als Totimpfstoffe die Moglichkeit auch
Menschen mit Immundefizienz zu impfen, die ein erhohtes Infektionsrisiko aufweisen. In dieser
Arbeit wurde die impfinduzierte humorale und zelluldre Immunantwort von zwei
proteinbasierten Impfstoffen untersucht. Spezifische T-Zellen wurden nach Antigen-
spezifischer Stimulation anhand der Induktion von Zytokinen (IFNy, IL-2, TNFa) und der CTLA-4
Expression mittels Durchflusszytometrie charakterisiert, wahrend spezifische Antikdrper mittels
ELISA und Neutralisationsassays quantifiziert wurden. Die Reaktogenitat der Impfstoffe wurde

mittels Fragebdgen erfasst.

Im ersten Teil der Arbeit erfolgte die Charakterisierung der Varizella Zoster Virus (VZV)
spezifischen Immunitat bei Dialysepatienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen nach
Impfung mit dem VZV-Glykoprotein E (gE) Subunit Totimpfstoff HZ/su. Uber die
Immunogenitat des HZ/su-Impfstoffs bei Dialysepatienten, die aufgrund ihrer uramischen
Immundefizienz ein erhdhtes Risiko fiir eine VZV-Reaktivierung haben, war bisher wenig
bekannt. Es zeigte sich sowohl bei immungesunden als auch bei dialysepflichtigen Probanden
im zeitlichen Verlauf ein Anstieg der VZV-gE-spezifischen CD4 T-Zell-Frequenzen (p<0,0001),
wobei die nach der zweiten Impfung erreichten Mediane bei den Patienten (0,177 % (IQR
0,21 %)) geringer waren als bei den Kontrollen (0,24 % (IQR 0,3 %), p=0,042). VZV-spezifische
CD8 T-Zellen wurden in beiden Gruppen nur im geringen MaBe induziert. Nach beiden
Impfungen wurde eine erhohte Proliferationsfahigkeit der VZV-spezifischen T-Zellen
beobachtet. VZV-spezifische CD4 T-Zellen waren in beiden Gruppen durch einen Anstieg der
Expression des inhibitorischen Rezeptors CTLA-4 sowie einer Multifunktionalitat durch
Expression der Zytokine IL-2, IFNy und TNFa charakterisiert. Wie bei den CD4 T-Zellen
erreichten die medianen VZV-spezifischen IgG-Level zwei Wochen nach der zweiten Impfung
ein Maximum, wobei diese bei den Patienten signifikant geringer waren (10796 (IQR 12482)
IU/l) als bei den Kontrollen (16899 (IQR 14019) IU/I, p=0,009). Trotz ahnlicher CD4 T-Zell-
Frequenzen nach einem Jahr waren die Antikorper-Level bei den Patienten signifikant geringer.
Der Impfstoff wurde von den Probanden beider Gruppen gut vertragen, wobei
Dialysepatienten Uber weniger Beschwerden nach den Impfungen berichteten. Quantitative

und qualitative Unterschiede in der impfinduzierten Immunitat bei Patienten kdnnte auf eine




verklrzte Schutzdauer hindeuten und mdglicherweise Auffrischimpfungen erforderlich
machen. Erste Daten bei Patienten mit Multipler Sklerose zeigten ebenfalls Beeintrachtigungen
in der durch die Impfung induzierten Immunitat in Abhangigkeit der verabreichten
immunmodulatorischen Therapie. Bei in vitro Experimenten zur Charakterisierung der
Hemmuwirkung der Immunsuppressiva Cyclosporin A, Tacrolimus und Methylprednisolon auf
die spezifische T-Zell-Antwort wurde mit steigender Konzentration eine Abnahme der
reaktiven T-Zell-Frequenzen beobachtet. Hingegen konnten Biologika keine Reduktion der

reaktiven T-Zell-Frequenzen in vitro induzieren.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Spike-spezifische Immunitat von Probanden nach Impfung
mit dem proteinbasierten COVID-19 Impfstoff NVX-CoV2373 untersucht, fir den bislang keine
Immunogenitatsdaten vorlagen. Dieser induzierte sowohl auf zellularer als auch auf humoraler
Ebene eine spezifische Immunantwort, wobei diese nach der zweiten Impfung deutlich starker
ausfiel. Wahrend Spike-spezifische CD4 T-Zellen deutlich induziert wurden, konnten spezifische
CD8 T-Zellen nur bei 3 von 22 Probanden nachgewiesen werden. Ein Vergleich mit den mRNA
Impfstoffen BNT162b2 und mRNA-1273 zeigte, dass die induzierte Immunantwort von NVX-
CoV2373 sowohl auf zellularer als auch auf humoraler Ebene deutlich schwacher ausfiel. Zudem
wurden bei den mRNA-Impfstoffen wesentlich mehr spezifische CD8 T-Zellen nachgewiesen.
Die Spike-spezifischen IgG Antikorper-Level waren im Vergleich zu den mRNA-geimpften
Probanden geringer. In Bezug auf die SARS-CoV-2 Virusvarianten (variants of concern, VOCs)
war die neutralisierende Aktivitat gegentiber Delta am hochsten, gefolgt von BA.2 und BA.1.
Auf zelluldrer Ebene induzierte der Impfstoff gleichermaBen Spike-spezifische CD4 T-Zellen
gegen alle getesteten VOCs. Nach Durchbruchsinfektionen wurden Anstiege der Spike-
spezifischen CD4 und CD8 T-Zellen sowie Antikorper beobachtet. Beide Impfdosen NVX-

CoV2373 wurde von den Probanden gut vertragen.

Auch wenn nach Impfung mit den beiden proteinbasierten Impfstoffen erwartungsgemaf
spezifische CD8 T-Zellen nur schwach induziert wurden, konnten die Impfstoffe eine spezifische
CD4 T-Zell-Antwort und Antikérper induzieren. Die gute Immunogenitat sowie eine gute
Vertraglichkeit konnten zur Steigerung der Impfbereitschaft und zum Schutz vulnerabler
Patientengruppen beitragen. Zukiinftig kdnnten Erkenntnisse dieser Arbeit als Strategien zum
Monitoring des Impferfolges sowie zur Erfassung der Notwendigkeit einer Auffrischimpfung

bei Risikopatienten entwickelt werden.




2 Summary

Vaccinations are essential to prevent or reduce infections. As inactivated vaccines, protein-
based vaccines also offer the possibility of vaccinating individuals with immunodeficiency who
are at particular risk for infectious complications. In this study, the vaccine-induced humoral
and cellular immune response of two protein-based vaccines was analyzed. Specific T cells were
characterized after antigen-specific stimulation based on the induction of cytokines (IFNy, IL-
2, TNFa) and CTLA-4 expression by flow cytometry, while specific antibodies were quantified
by ELISA and neutralization tests. The reactogenicity of the vaccines was assessed using a

questionnaire.

In the first part of this thesis, the varicella zoster virus (VZV) specific immunity in patients on
dialysis was characterized in comparison to healthy individuals after vaccination with the VZV
glycoprotein E (gE) subunit vaccine HZ/su. Previous knowledge about the immunogenicity of
the HZ/su vaccine in dialysis patients, who have an increased risk of VZV reactivation due to
their uraemic immunodeficiency, was limited. We found an increase in VZV-gE-specific CD4 T-
cell levels (p<0.0001) over time in both healthy controls and dialysis-patients, with the medians
achieved after the second vaccination being lower in patients (0.17% (IQR 0.21%)) than in
controls (0.24% (IQR 0.3%), p=0.042). VZV-specific CD8 T cells were only induced to a small
extent in both groups. An increased proliferation capacity of VZV-specific T cells was observed
after both vaccinations. VZV-specific CD4 T cells were characterized by an increase in the
expression of the inhibitory receptor CTLA-4 as well as multifunctionality based on expression
of the cytokines IL-2, IFNy and TNFa. As with CD4 T cells, median VZV-specific 1gG levels
reached a maximum two weeks after the second vaccination, although IgG levels were
significantly lower in patients (10796 (IQR 12482) 1U/I) than in controls (16899 (IQR 14019) 1U/I,
p=0.009). Despite similar CD4 T cell frequencies after one year, antibody levels were
significantly lower in patients. The vaccine was well tolerated in both groups, with dialysis
patients reporting less side effects after vaccination. Quantitative and qualitative differences in
vaccine-induced immunity in patients may indicate a shortened duration of protection, which
may necessitate booster vaccinations. First data in patients with multiple sclerosis show
impairments in the vaccine induced immunity that were dependent on the type of
immunomodulatory therapy. In in vitro experiments to characterize the inhibitory effect of the

immunosuppressive drugs cyclosporin A, tacrolimus and methylprednisolone on the specific T




cell response showed a decrease in reactive T cell frequencies with increasing concentration. In
contrast, the use of biologicals in the same assay system in vitro did not induce a reduction in

reactive T cell frequencies.

In the second part of the thesis, the SARS-CoV-2 spike-specific immunity was analysed after
vaccination with the protein-based COVID-19 vaccine NVX-CoV2373, where knowledge on
immunogenicity was limited. The vaccine induced a specific immune response at both the
cellular and humoral level, with a significantly stronger response after the second vaccination.
While spike-specific CD4 T cells were clearly induced, specific CD8 T cells were only detected
in 3 out of 22 individuals. A comparison with the mRNA vaccines BNT162b2 and mRNA-1273
showed that the NVX-CoV2373-induced immune response was significantly lower at both the
cellular and humoral level. In addition, significantly more specific CD8 T cells were detected
after mRNA vaccination. As with CD4 T cells, the spike-specific IgG levels were lower compared
to the mRNA-vaccinated individuals. With regard to the SARS-CoV-2 variants of concern
(VOCGs), the neutralizing activity against Delta was highest, followed by BA.2 and BA.1. At the
cellular level, the vaccine induced spike-specific CD4 T cells equally recognized all VOCs tested.
Increases in spike-specific CD4 and CD8 T cells and antibodies were observed after

breakthrough infections. NVX-CoV2373 was well tolerated by the individuals.

Even though specific CD8 T cells expectedly were only weakly induced after vaccination with
the two protein-based vaccines, the vaccines strongly induced a specific CD4 T cell response
and antibodies. The good immunogenicity and tolerability could contribute to increasing the
willingness to adhere to vaccinations and to protecting vulnerable patient groups. The findings
from this thesis may in future be developed as strategies for monitoring vaccination success

and for determining the need for booster vaccinations in high-risk patients.




3 Einleitung

3.1 Immunologische Grundlagen

Der menschliche Korper wird mit einer Vielzahl an Pathogenen wie Viren, Bakterien, Pilzen
sowie Parasiten konfrontiert. Zudem mussen neben exogenen Pathogenen auch entstehende
Tumorzellen bekampft werden. Dennoch kommt es nur selten zu Erkrankungen. Der Grund

hierfir ist eine effiziente Zusammenarbeit von angeborenem und adaptivem Immunsystem.

3.1.1 Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem charakterisiert sich durch eine schnelle, jedoch unspezifische
Eliminierung von Pathogenen. Ohne diese Spezifitat kann das angeborene Immunsystem in
sehr kurzer Zeit agieren und damit eine rasche Vermehrung der Erreger unspezifisch
unterbinden. Das Eindringen vieler Pathogene scheitert bereits an duBeren Schutzbarrieren wie
Haut und Schleimhdute des Verdauungs- oder Urogenitaltraktes, welche als physikalische
Barriere auch chemische Substanzen produziert, die Pathogene abtoten. Sollten dennoch
Pathogene die Schutzbarriere Uberwinden, treten verschiedene Zellen wie Monozyten,
Makrophagen, Granulozyten und Naturliche Killer-Zellen (NK-Zellen) sowie I6sliche
Komponenten des angeborenes Immunsystems in Aktion und bekampfen die Pathogene
unspezifisch. Die Erregererkennung erfolgt aufgrund von Strukturmerkmalen, die pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs), welche fir die Pathogene charakteristisch sind und im
menschlichen Korper nicht vorkommen. Zu den PAMPs zahlen unter anderem Liposaccharide,
Lipide, Peptidoglykan sowie doppelstrangige RNA. Diese werden von Membranrezeptoren,
den pattern recognition Rezeptoren (PRR), der Immunzellen erkannt und I6sen eine
Signalkaskade sowie die Ausschittung von Zytokinen und Mediatoren aus, was zu einer
weiteren Rekrutierung von Immunzellen flhrt, die Gber Phagozytose zur Eliminierung von
Erregern beitragen. Auch |6sliche Faktoren wie das Komplementsystem unterstiitzen Zellen des

angeborenen Immunsystems (MURPHY et al.,, 2018).

3.1.2 Adaptives Immunsystem

Im Gegensatz zum angeborenem Immunsystem kann das adaptive Immunsystem spezifisch
Erreger erkennen und eliminieren. Nach Erstkontakt mit dem Erreger bildet sich ein
immunologisches Gedachtnis aus, wodurch bei einer erneuten Exposition mit dem gleichen

Erreger eine schnelle und gezielte Immunantwort stattfinden kann. Die Etablierung der




spezifischen Immunantwort erfolgt zum einen auf humoraler Ebene durch Antikdrper, zum

anderen auf zellularer Ebene durch B- und T-Lymphozyten.

3.1.2.1 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten (T-Zellen) erkennen Antigene auf Oberflachen von kdrpereigenen Zellen und
kdnnen dadurch aktiviert werden. Die Aktivierung wird durch die Bindung des
membranstandigen T-Zell-Rezeptors (TCR) an den Haupthistokompatibilitatskomplex (Major
Histocompatibility Complex, MHC) der Zelle induziert, welcher prozessierte Peptide von
Antigenen prasentiert. Der TCR besteht aus zwei verschiedenen Polypeptidketten und besitzt
einen konstanten membrangebundenen sowie einen variablen Teil. Bei den Polypeptidketten
handelt es sich in der Regel um a- und B-Ketten, die Gber Disulfidbriicken verbunden sind und
fur die Antigenerkennung der T-Zelle essenziell sind. Ein weiterer kleinerer Teil der T-Zellen
tragt stattdessen y:5-Rezeptoren. Zusatzlich besitzen T-Zellen Oberflachenmolekile anhand
derer diese in zytotoxische T-Zellen (CD8 T-Zellen) und T-Helferzellen (CD4 T-Zellen)
unterschieden werden kdnnen. Sowohl das CD4 als auch das CD8-Molekil stabilisieren die

Verbindung von TCR an den Peptid-MHC-Komplex (MURPHY et al., 2018).

Wahrend die Vorlaufer-T-Zellen im Knochenmark lokalisiert sind, erfolgt die Reifung der Zellen
im Thymus. Dort werden die Zellen verschiedenen Tests, wie einer positiven und einer
negativen Selektion ausgesetzt. Die positive Selektion erfolgt im Cortex, wo epitheliale
Stromazellen MHC-1 und lI-Molekdle auf ihrer Oberflache exprimieren, welche von den T-Zellen
erkannt werden mussen. T-Zellen, die nicht in der Lage sind, die Molekile zu erkennen, sterben
durch Vernachlassigung (death of neglect). Weiterhin prasentieren dendritische Zellen
(dendritic cells, DCs) im Thymusmark MHC-Molekile mit Selbst-Antigenen des Korpers.
T-Zellen, welche diese Selbst-Antigene erkennen, werden durch Apoptose eliminiert, da sie
potenziell autoreaktiv sind. Die verbleibenden Zellen verlassen als reife naive T-Zellen den
Thymus und zirkulieren zwischen Blut und lymphatischem Gewebe, bis sie auf eine Antigen-
prasentierende Zelle (Antigen-presenting cell, APC) mit Peptid-MHC-Komplex auf der
Zelloberflache treffen und aktiviert werden. APCs nehmen Antigene im peripheren Gewebe auf
und wandern in sekunddre Lymphorgane wie Milz oder Lymphknoten, von wo aus sie spezifisch
B- und T-Zellen aktivieren kénnen. MHC-Molekile werden in zwei Klassen eingeteilt: MHC-I
und MHC-II (MURPHY et al,, 2018). MHC-I-Molekiile prasentieren Fragmente von Antigenen,

die im Cytosol infizierter Zellen vorkommen (Abbildung 1A). Diese intrazellularen Proteine
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werden in Proteasomen zu Peptiden abgebaut und Uber den Transporter associated with
antigen processing (TAP)-Transporter ins Endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert. Hier
findet die Beladung des MHC-I-Molekiils mit dem Peptid statt. Uber den Golgi-Apparat wird
der Peptid-MHC-I-Komplex zur Zelloberflache transportiert, dort prasentiert und kann vom
TCR einer spezifischen CD8 T-Zelle erkannt werden (BLUM et al., 2013; MURPHY et al.,, 2018).
Zusatzlich zum endogenen Weg kdnnen MHC-I-Komplexe auch extrazellular aufgenommene
Proteine prasentieren. Bestimmte APCs, insbesondere dendritische Zellen k&énnen
extrazelluldre Proteine phagozytieren, verarbeiten und diese Peptid-MHC-I-Komplexe den CD8
T-Zellen prasentieren. Dieser Prozess wird als Kreuzprasentation bezeichnet. Wahrend MHC-I-
Molekdle in allen kernhaltigen Zellen vorkommen, werden MHC-II-Molekiile von APCs wie
Makrophagen, dendritischen Zellen sowie B-Zellen exprimiert und prasentieren
Antigenfragmente, die aus extrazelluldrer Fliissigkeit aufgenommen wurden. Uber
Phagozytose oder rezeptorvermittelte Endozytose werden extrazellulare Erreger von den APCs
aufgenommen (Abbildung 1B). Die Antigene werden in den Endosomen in Peptidfragmente
prozessiert und an MHC-II-Molekile gebunden. Der Peptid-MHC-II-Komplex wird an die
Oberflache der APC transportiert, wo er vom TCR der CD4 T-Zellen erkannt wird (MURPHY et
al., 2018).
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Abbildung 1 Ubersicht iiber den Ablauf der intra-und extrazelluliren Antigenpozessierung sowie der T-Zell-
Aktivierung iiber MHC-Komplexe (A) Antigene, die innerhalb der Zelle lokalisiert sind, werden Uber den
endogenen Weg intrazellular prozessiert, indem sie in Proteasomen zu Peptiden abgebaut werden (1). Uber den
Transporter associated with antigen processing (TAP)-Transporter werden die Peptide ins Endoplasmatische
Retikulum (ER) transportiert, wo die Beladung des MHC-I-Molekiils mit dem Peptid stattfindet (2). Der Peptid-MHC-
I-Komplex wird iber den Golgi-Apparat zur Zelloberflache transportiert, dort prasentiert und kann vom TCR der
CD8 T-Zellen erkannt werden (3). (B) Extrazelluldre Erreger werden lber Phagozytose oder Endozytose von den
APCs aufgenommen (1). Die Antigene werden in den Endosomen in Peptidfragmente prozessiert (2). MHC-II-
Molekiile werden vom ER in Endosomen transportiert, die invariante Kette abgespalten und die Peptide gebunden
(3). Der Peptid-MHC-II-Komplex wird an die Oberflaiche der APC transportiert, wo er vom TCR der CD4 T-Zellen
erkannt wird (4). Erstellt mit der Vorlage von Akiko Iwasaki in BioRender.

Fir die Aktivierung naiver T-Zellen werden neben dem Peptid-MHC-Komplex zusatzlich
kostimulatorische Signale bendétigt, die von CD80/CD86 auf den APCs geliefert und von CD28
auf den T-Zellen erkannt werden. Die Bindung induziert die Produktion und Ausschittung
autokrin stimulierender Faktoren wie Interleukin (IL) 2 und die Aktivierung naiver T-Zellen. In
der Folge kommt es zu einer klonalen Expansion von identischen Tochterzellen, sowie zur
Differenzierung in Effektorzellen, die in infizierte Gewebe migrieren, um Pathogene spezifisch
zu eliminieren (MURPHY et al, 2018). Effektorzellen zeichnen sich durch Sekretion von
Effektormolekiilen wie Interferon (IFN) y aus und exprimieren verschiedene Aktivierungsmarker

wie CD69, anhand derer sie als aktivierte T-Zellen identifiziert werden kénnen. CD8 T-Zellen




differenzieren nach der Aktivierung zu zytotoxischen Effektor-T-Zellen, welche durch
Produktion und Sekretion von Effektormolekiilen wie Perforin und Granzym infizierte Zellen
toten kdnnen. Zusatzlich konnen CD8 T-Zellen auch Apoptose induzieren, indem sie mit ihrem
FAS-Rezeptor an den FAS-Liganden der Zielzelle binden. CD4 T-Zellen werden aufgrund ihrer
Unterstltzung des angeborenen Immunsystems sowie der humoralen Immunitat auch als T-
Helferzellen (Th-Zellen) bezeichnet. Je nach Erreger kdnnen sich CD4 T-Zellen in verschiedene
Subtypen von Effektor-T-Zellen wie Th1-, Th2-, Th17-Zellen, follikulare T-Helferzellen (Tfh),
oder regulatorische T-Helferzellen (Treg) differenzieren. Zudem wurden Th9 und Th22-Zellen
als weitere Subtypen identifiziert (CANO, LOPERA, 2013; GASPER et al., 2014). Th1-Zellen sind
durch die Produktion der Zytokine IFNy, IL-2 und Tumornekrosefaktor alpha (TNF oder TNFo)
charakterisiert. Das Zytokin IFNy spielt eine entscheidende Rolle bei der Abwehr von Viren und
Bakterien. TNFat ist an Entziindungsprozessen beteiligt. Zudem fihrt die Sekretion der beiden
Zytokine zur Aktivierung von Makrophagen. IL-2 induziert die B- und T-Zellproliferation.
Hingegen sind Th2-Zellen in die Eliminierung von Parasiten involviert und unterstiitzen B-
Zellen bei der Antikorper-Produktion. Zudem gelten Th2-Zellen als Gegenspieler der Th1-
Zellen, da sie unter anderem durch die Sekretion von IL-4 die Aktivierung von Makrophagen
reduzieren. Zusatzlich werden IL-5, IL-10 und IL-13 sezerniert. Th17-Zellen sezernieren IL-17
sowie IL-22 und tragen entscheidend zur Abwehr von bakteriellen Pathogenen bei, indem sie
unter anderem neutrophile Granulozyten zum Infektionsherd navigieren (KAIKO et al., 2008).
Follikulare T-Helferzellen (Tfh) unterstutzen die Aktivierung und Differenzierung von B-Zellen,
die aus dem Blut in B-Zell-Follikel des Keimzentrums der Lymphknoten migrieren. Dabei
induzieren Tfh-Zellen durch Sezernierung von IL-4 und IL-21 die Produktion von Antikdrpern
durch die B-Zellen (KING, 2009). Tfth-Zellen lassen sich durch Expression von Markern wie CXC-
Motiv-Chemokinrezeptor 5 (CXCR5), inducible T-cell costimulator (ICOS), Programmed Cell
Death Protein 1 (PD-1), B-cell Lymphoma 6 (BCL6) und IL-21 identifizieren (HAYNES et al., 2007;
WANG et al, 2017). Treg-Zellen besitzen eine regulierende Funktion, indem die Zellen
inhibitorische Zytokine produzieren, welche die Immunantwort begrenzen und zur

Verhinderung von Autoimmunreaktionen beitragen (CANO, LOPERA, 2013).

Im zeitlichen Verlauf nach Erregerbekampfung werden in den Effektor-T-Zellen inhibitorische
Molekiile wie zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4 (CTLA-4) oder PD-1 hochreguliert,

wodurch die Zelle weniger reaktiv und funktionell ist. Dieser Mechanismus dient dem Korper




als Schutz vor einer GbermaBigen Proliferation der T-Zellen und Autoimmunitat (KRUMMEL,
ALLISON, 1995; RILEY, JUNE, 2005). CTLA-4 konkurriert mit CD28 um die Bindung an CD80/86,
besitzt jedoch eine hohere Affinitat als CD28, wodurch eine CD28-abhdngige Kostimulation
unterbunden wird (BUCHBINDER, DESAI, 2016). Nach Erregereliminierung werden Effektor-T-
Zellen mehrheitlich durch Apoptose abgebaut, jedoch entwickelt sich ein kleiner Teil zu
langlebigen Gedachtnis-T-Zellen. Je nach Differenzierungsstatus konnen die T-Zellen in
Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (effector memory T cells, Tem), zentrale Gedachtnis-T-Zellen
(central memory T cells, Tcm) und terminal differenzierte Gedachtnis-T-Zellen (effector memory-
expressing CD45RA T cells, Temra) eingeteilt werden (MAHNKE et al., 2013). Tem wandern zu den
Entziindungsherden, wo sie ihre Effektorfunktion ausiiben. Hingegen exprimieren naive T-
Zellen und Tcm Homing-Rezeptoren, die es ihnen ermdoglichen, in die sekundaren
lymphatischen Organe zu wandern. Tcm haben eine geringe Effektorfunktion, kénnen jedoch
bei erneutem Erregerkontakt schnell proliferieren und zu Tem differenzieren. Temra zirkulieren

im Blut, Gewebe und sekundaren Lymphgewebe (GUPTA et al., 2004; SALLUSTO et al., 1999).

3.1.2.2 B-Lymphozyten und Antikorper

B-Lymphozyten (B-Zellen) reifen im Knochenmark heran und zirkulieren als naive B-Zellen
zwischen Blut und sekunddrem lymphatischen Gewebe. B-Zellen tragen auf ihrer Zelloberflache
Antigen-spezifische B-Zell-Rezeptoren (BCR) in Form von membranstdandigen Antikérpern. Die
Bindung des B-Zell-Rezeptors an spezifisches Antigen, welches in I6slicher unprozessierter
Form vorliegt, fUhrt zur Aktivierung der B-Zellen. Die Aktivierung erfolgt je nach Antigen T-Zell
abhangig oder unabhangig. Bei der T-Zell-abhdngigen Aktivierung wird das Antigen Uber
Endozytose aufgenommen, prozessiert und als Peptid-MHC-II-Komplex auf der Oberflache der
B-Zelle prasentiert. Bereits aktivierte Antigen-spezifische CD4 T-Zellen erkennen den Peptid-
MHC-II-Komplex und schiitten Zytokine wie IL-2 aus, wodurch in B-Zellen die Proliferation
sowie Differenzierung induziert wird. Zusatzlich bindet der CD40 Ligand (CD40L) der T-Zelle an
CD40 auf den B-Zellen und induziert deren Aktivierung (MURPHY et al., 2018). Im weiteren
Verlauf wird eine Genumlagerung in den B-Zellen induziert und es kommt zum
Isotypenwechsel der Immunglobulinklasse (switch), wodurch Antikorper ihre hochaffine
Spezifitat erhalten und in verschiedenen Klassen produziert werden. Nach der Aktivierung
kdnnen sich B-Zellen in kurzlebige, Antikérper produzierende Plasmazellen oder in Gedachtnis-

B-Zellen differenzieren, die im Blut zirkulieren. Gedachtnis-B-Zellen werden je nachdem ob




bereits ein Klassenwechsel stattgefunden hat, in switched memory oder non switched memory
Zellen eingeteilt. Aus switched memory B-Zellen entwickeln sich Plasmablasten, die sich
wiederum zu langlebigen Plasmazellen differenzieren. Die Plasmazellen wandern zurick ins
Knochenmark, um von dort aus AntikOrper zu sezernieren. Antikorper, auch Immunglobuline
genannt, besitzen die gleiche Spezifitdt wie der B-Zell-Rezeptor, der initial vom Antigen
stimuliert wurde, liegen jedoch in I6slicher Form vor und kénnen Antigene spezifisch binden.
Antikorper besitzen eine konstante (Fc-Fragment) sowie eine variable Region, die die
Antigenbindungsstelle darstellt und fir die Antigenspezifitdt verantwortlich ist. Durch
spezifische Bindung der Antikdrper an Antigene konnen Erreger neutralisiert werden, wodurch
das Eindringen des Erregers in die Zelle verhindert und damit eine Vermehrung unterbunden
wird. Weiterhin kann eine Opsonisierung der Antigene durch Bindung der spezifischen
Antikorper erfolgen, wodurch Immunzellen den Erreger phagozytieren konnen. Die Aktivierung
der Komplementkaskade durch Antikorper kann die Phagozytose zusatzlich erleichtern
(MURPHY et al., 2018). Neben dem BCR verfiigen B-Zellen auch Gber MHC-I und II-Klasse
Molekiile und kdénnen somit als APCs Antigene aufnehmen, prozessieren und prasentieren

(RASTOGI et al., 2022).

3.1.3 Immundefizienz

Ist das Immunsystem in seiner Funktion gestort, so spricht man von einer Immundefizienz,
welcher verschiedenste Ursachen zu Grunde liegen kdnnen. Aufgrund einer Immundefizienz
kann es zu einem erhéhten Infektionsrisiko mit schwereren Verlaufen oder einer verminderten
Immunantwort nach Impfungen kommen. Bei der primaren oder angeborenen Immundefizienz
handelt es sich in der Regel um genetische Defekte, die zum Beispiel verschiedene Typen von
Immunzellen betreffen. Hierzu zahlen unter anderem IgA-Mangel, Agammaglobulindmie und
das variable Immundefektsyndrom (PICARD et al., 2018). Sekundare, erworbene Immundefekte
kénnen sich unter anderem durch Infektionskrankheiten wie HIV, Chemotherapien zur
Behandlung maligner Erkrankungen, oder medikamentdse Immunsuppressiva bei

Autoimmunerkrankungen oder nach Transplantation ergeben.

Dialysepflichtige Menschen mit chronischer Nierenerkrankung (CKD) leiden ebenfalls unter
einer erworbenen Immunschwache. Das Nierenversagen fiihrt zu einer gestorten
Nierenstoffwechselaktivitat mit einer verminderten Produktion von Renin, Erythropoetin und

Vitamin-D. Zudem verringert sich die glomeruldre Filtrationsrate, wodurch Toxine nicht
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ausgeschieden werden koénnen. Die Anreicherung dieser Toxine im Korper wird als Uramie
bezeichnet, die sich negativ auf die Funktion des angeborenen und erworbenen Immunsystems
auswirken kann (LIM et al., 2007). Insgesamt sind Uber 90 verschiedene urdmische Toxine
bekannt. Hierbei handelt es sich zum Beispiel um kleine wasserldsliche Verbindungen aus dem
Darmmikrobiom, leichte Immunglobulinketten, Retinol-bindendes Protein oder die Adipokine
Leptin und Resitin. Die Uramie kann unter anderem posttranslationale Modifikationen
verursachen. Zudem kommt es zu einer strukturellen Veranderung des Lipoproteins, wodurch
die entziindungshemmende Wirkung verringert wird (COHEN, 2020). Neben dem
Nierenversagen steht auch das Dialyseverfahren in Zusammenhang mit einer erhdhten
Infektanfalligkeit bei Dialysepatienten. So stellt der Durchbruch der Hautbarriere eine ideale
Eintrittspforte fur Pathogene dar. Eine weitere Rolle spielt die Dialysemembran zum
Herausfiltern von Toxinen. Die Dialysemembran, mit der Blutzellen dreimal wdchentlich in
Kontakt kommen, wird mit einer erhdhten Monozytenaktivierung in Verbindung gebracht.
Wenngleich die Biokompatibilitat der verfligbaren Membranen in den letzten Jahren deutlich
zugenommen hat (KOHLOVA et al., 2019), induziert ein chronisch aktiviertes Immunsystem
oxidativen Stress, welcher wiederum die Seneszenz der Immunzellen begtinstigt. Die Patienten
weisen haufig eine gestorte Interaktion zwischen APCs und T-Zellen sowie eine erhdhte
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen auf (GIRNDT et al., 2001). Weiterhin wurde im
Zusammenhang mit der Dialyse beschrieben, dass es zu einer vermehrten Apoptose von T-
Zellen kommt, begriindet durch die ineffektive Aktivierung durch APCs (ELEFTHERIADIS et al.,
2007). Auch eine verringere IL-2 Produktion wurde bei Dialysepatienten beobachtet, welche
sich negativ auf die T- und B-Zell-Proliferation auswirken kann (LITJENS et al., 2008). Diese
Anderungen stehen im Zusammenhang mit hiufigeren und schwereren Infektionen (SARNAK,
JABER, 2000) sowie einer unzureichenden Impfreaktion, z. B. gegen Hepatitis B, Tetanus
(GIRNDT et al., 1995), Diphtherie (KREFT et al., 1997) und Influenza (RAUTENBERG et al., 1989;
SESTER et al., 2013).

Auch der Einsatz von Immunsuppressiva bei Menschen nach Organtransplantation oder mit
Autoimmunerkrankungen fiihrt zu einer Unterdriickung des Immunsystems und dadurch
ebenfalls zu einer Immundefizienz. Um eine TransplantatabstoBung zu verhindern, wird meist
eine Kombination aus den Wirkstoffgruppen der mTOR-Inhibitoren, Calcineurininhibitoren wie

Cyclosproin A oder Tacrolimus und Glucocorticoide wie Methylprednisolon eingesetzt. Zur
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Behandlung von rheumatoiden Erkrankungen werden neben Schmerzmitteln auch sogenannte
Basismedikamente (Disease Modifying Anti Rheumatic Drugs, DMARDs) eingesetzt. Eine
Untergruppe dieser DMARDs bilden Biologika, die als biotechnologisch hergestellte Wirkstoffe
gegen entziindungsférdernde Botenstoffe, Immunzellen oder Signalwege wirken kénnen. Zu
den haufig verordneten Medikamenten gegen rheumatoide Erkrankungen zahlen TNF-Blocker
wie Adalimumab, Etanercept, Infliximab, Golimumab und Certolizumab, der Kostimulations-
Blocker Abatacept, welcher die T-Zell-Aktivierung hemmt, Rituximab ein Antikdrper gegen
CD20 auf B-Zellen, Tocilizumab als IL-6 Blocker und der JAK-Inhibitor Tofacitinib (ABBASI et al.,
2019). Bei multipler Sklerose (MS) koénnen ebenfalls monoklonale anti-CD20 Antikorper als
krankheitsmodifizierende Therapie genutzt werden (FLOROU et al., 2020). Neben einer B-Zell
depletierenden Therapie, besteht auch die Mdglichkeit der Behandlung mit Sphingosin-1-
Phosphat (S1P)-Rezeptormodulatoren, wie Fingolimod, die dafiir sorgen, dass die T-Zell-
Migration aus den Lymphknoten unterbunden wird (CHUN, HARTUNG, 2010). Durch die
hemmende Wirkung der Immunsuppressiva steigt die Infektanfalligkeit und das Risiko fur
schwere Krankheitsverlaufe. Zudem erhdht sich die Wahrscheinlichkeit fir Virus-
Reaktivierungen, da sich persistierenden Viren unter Immunsuppression besser vermehren

konnen (DUNCAN, WILKES, 2005; EPSTEIN et al., 2018; ROBERTS, FISHMAN, 2021).

Auch bei gesunden Menschen kommt es im Alter zu einer assoziierten Dysregulation des
Immunsystems, der Immunseneszenz. Wahrend der Anteil an naiven T-Zellen durch die
Thymusatrophie abnimmt, steigt die Zahl an Gedéachtniszellen. Altersbedingte Anderungen
gehen ebenfalls mit einer steigenden Infektanfalligkeit und verminderter Impfantwort einher

(NIKOLICH-ZUGICH, RUDD, 2010).

3.1.4 Impfungen

Ende des 18. Jahrhundert wurde erstmalig eine Impfung entwickelt, in dem Edward Jenner
Menschen mit Kuhpocken infizierte und damit eine Immunisierung gegen die
hochansteckenden und haufig todlich verlaufenden Pocken herbeifihrte. Aufgrund der
entwickelten Schutzimpfung gegen Pocken sind diese als natirliche Infektion heutzutage
eradiziert (RIEDEL, 2005). Im Laufe der Zeit wurden Impfungen gegen verschiedenste
Krankheitserreger entwickelt und etabliert. Neben dem Ziel der Eradikation von Erregern leisten
Impfungen als eine der wichtigsten und wirkungsvollsten PraventivmalBnahmen einen

entscheidenden Betrag zur Reduktion der Mortalitdit und Morbiditat von Krankheiten.
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Impfungen stellen die Nachahmung einer Infektion dar, bei welcher der menschliche Kérper
mit abgeschwachten (Lebendimpfstoff) oder abgetdteten Erregern beziehungsweise
Erregerbestandteilen (Totimpfstoff) konfrontiert wird und daraufhin eine spezifische
Immunantwort ausbildet. Dabei werden wie in Kapitel 3.1.2.1 beschrieben Effektor- und
Gedachtniszellen sowie Antikdrper gebildet. Bei einem spateren natirlichen Kontakt mit dem
Erreger kann das adaptive Immunsystem, aufgrund des immunologischen Gedachtnisses,
schnell und spezifisch reagieren, den Erreger eliminieren und damit einen schweren
Krankheitsverlauf verhindern. Um eine ausreichende impfinduzierte Immunantwort zu erzielen,
werden neben mehreren Impfdosen zur Grundimmunisierung haufig Auffrischimpfungen
durchgefiihrt. Zur Nutzen-Risiko-Abwagung von verfligbaren Impfstoffen werden bestehende
Daten von der standigen Impfkommission (STIKO) in Deutschland gepruft und Empfehlungen
zur Impfung der Bevolkerung ausgesprochen. Dabei wird entschieden, welche Impfungen in

welchem Alter und bei welchem Gesundheitszustand als sinnvoll erachtet werden.

3.1.4.1 Impfstoffarten

Lebendimpfstoffe beinhalten abgeschwachte Erreger und wurden so konzipiert, dass diese sich
zwar noch im Korper vermehren, jedoch nicht mehr krankheitserregend sind, wodurch haufig
ein lebenslanger Schutz gegen den Erreger induziert wird. Unter anderem stehen
Lebendimpfstoffe gegen Mumps, Masern, Roteln und Windpocken zur Verfligung. Neben
Lebendimpfstoffen gibt es Totimpfstoffe, die abgetdtete Erreger oder deren Bestandteile
enthalten. Zu dieser Impfstoffart zahlen Impfstoffe gegen Diphtherie, Hepatitis B, Haemophilus
influenzae Typ b (Hib), Keuchhusten, Kinderlahmung und Tetanus. Totimpfstoffe bieten den
Vorteil, dass sie keine vermehrungsfahigen Erreger enthalten und daher auch firr vulnerable
Personen mit geschwachtem Immunsystem geeignet sind. Jedoch werden ohne eine
Vermehrung die Erregerbestandteile schneller abgebaut und damit kiirzer den Immunzellen
ausgesetzt. Um die Wirkung der Totimpfstoffe zu verstarken, kdnnen Tragersubstanzen
(Adjuvanzien) verwendet werden, wodurch eine adaquate Immunantwort hervorgerufen wird.
Zu diesen Adjuvanzien gehdren z.B. Aluminiumsalze, Emulsionen, Mikropartikel und
Immunpotentiatoren (FACCIOLA et al, 2022). Adjuvanzien besitzen PAMPs, die von
dendritischen Zellen erkannt werden. Infolgedessen wird das im Impfstoff enthaltene Antigen

des Erregers in die Zelle aufgenommen, prozessiert und den T-Zellen prasentiert wird.
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Totimpfstoffe auf Proteinbasis enthalten Proteine oder Proteinfragmente eines
Krankheitserregers, um die Immunreaktion zu stimulieren. Es wurden bereits proteinbasierte
Impfstoffe gegen Hepatitis B und Humane Papillomviren (HPV) sowie saisonale Grippe
entwickelt und eingesetzt. In den letzten Jahren wurden zudem proteinbasierte Impfstoffe
gegen Gurtelrose (Shingrix) und COVID-19 (NVX-CoV2373) zugelassen. Proteinbasierte
Impfstoffe bestehen aus einem im Erreger haufig vorkommenden Protein. Meist handelt es sich
dabei um ein Oberflachenprotein. Das Gen, welches flr das entsprechende Protein codiert,
wird in einem eukaryotischen Expressionssystem synthetisiert, aufgereinigt und als Impfstoff

meist zusammen mit einem Adjuvans appliziert (MODROW et al., 2022).

Neben den klassischen Lebend - und Totimpfstoffen wurden in den letzten Jahren auch virale
Vektoren, RNA- und DNA-Impfstoffe und virusahnliche Partikel (Virus-like particles, VLP) als
neue Impfstoffplattformen entwickelt (POLLARD, BIJKER, 2021). Bei den RNA-Impfstoffen
codiert die mRNA Informationen fir die gewiinschten Proteine des Erregers, meist
Oberflachenproteine, die spater von der Zelle produziert werden. Die mRNA wird hierfir
gentechnisch in Zellkultursystemen hergestellt, gereinigt und anschlieBend in lipidbasierte
Nanopartikel verpackt. Nach der Applikation des mRNA-Impfstoffs werden die
Lipidnanopartikel intrazelluldr aufgenommen, wo die mRNA translatiert werden kann. Das
Protein wird prozessiert, auf der Zelloberflache prasentiert und induziert eine zelluldre und
humorale Immunantwort (CHAUDHARY et al,, 2021; MODROW et al., 2022). Ein Vorteil dieser
Impfstoffart liegt in der schnellen, kostengiinstigen biotechnologischen Herstellbarkeit. Dieser
Vorteil zeigte sich insbesondere wahrend der COVID-19 Pandemie, wo nach verhaltnismaBig
kurzer Zeit die beiden mRNA-Impfstoffe BNT162b2 (BioNTech/Pfizer) und mRNA-1273
(Moderna) zur Verfligung standen. Die rasche Verfligbarkeit der Impfstoffe machte es mdglich
eine Vielzahl von Menschen zu immunisieren und damit gegen Infektionen und schwere
Verlaufe zu schitzen. Jedoch sind diese Impfstoffe weniger temperaturresistent, was
insbesondere in Landern mit geringerem Einkommen und bei Notwendigkeit langer
Transportwege ein logistisches Problem darstellt (UDDIN, RONI, 2021). Bei Vektorimpfstoffen
werden fiir den Menschen harmlose Vektoren wie z.B. Adenoviren genutzt. Dabei wird der fir
das Erreger-spezifische Antigen codierende Abschnitt des Genoms in die DNA der Adenoviren

eingefligt. Nach Injektion des Vektorimpfstoffs infizieren die Adenoviren die Zellen, die
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daraufhin das Antigen produzieren, wodurch eine zelluldare und humorale Immunantwort

induziert wird (MASCELLINO et al., 2021; MODROW et al., 2022).

3.1.4.2 Nachweis der impfinduzierten Inmunantwort

Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass nach einer Impfung eine ausreichende
Immunantwort induziert wird. Jedoch gibt es Impflinge die nicht (Non-Responder) oder nur
eingeschrankt (Low-Responder) auf die Impfung ansprechen. So kann es insbesondere bei
immunsupprimierten Menschen dazu kommen, dass nur eine unzureichende Impfantwort
induziert wird oder diese Uber die Zeit weniger stabil ist. Dies kann fatale Folgen fir die
Betroffenen haben, da sie im Glauben eines ausreichenden Immunschutzes moglicherweise
weniger sorgsam agieren und sich damit dem Risiko einer Infektion aussetzen. Ein Monitoring
der durch Impfungen induzierten Immunantwort ist daher eine wichtige MaBnahme, um
festzustellen wie effizient die Impfung eine humorale und zelluldre Immunantwort auslést und
gegebenenfalls Impfempfehlungen anzupassen. In erster Linie werden Antikdrpernachweise
durch Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) durchgefihrt. Zur Untersuchung der
zelluldren Immunantwort gegen Impfantigene kdnnen Methoden wie ELISpot und
Durchflusszytometrie genutzt werden. Letztere bietet zusatzlich die Mdglichkeit, Immunzellen
phanotypisch und funktionell zu charakterisieren und gegebenenfalls Unterschiede zwischen

Respondern und Low- oder Non-Respondern festzustellen.

3.2 Das Varizella Zoster Virus (VZV)

Mehr als 90 % der Weltbevolkerung sind mit dem Varizella Zoster Virus (VZV) infiziert (ELZOUKI
et al., 2012; KILGORE et al, 2003). Die primare VZV-Infektion, die im Allgemeinen als
Windpocken bekannt ist, erfolgt fiir gewdhnlich im Kindes- oder Jugendalter. Nach Abklingen
der Primarinfektion persistiert das Virus lebenslang im menschlichen Ko&rper. Eine
Reaktivierung, meist im fortgeschrittenen Erwachsenenalter, fihrt haufig zu einem
gurtelartigen Ausschlag, der sogenannten Gurtelrose oder Herpes Zoster (HOPE-SIMPSON,
1965; WUTZLER et al., 2001).

3.2.1 Virusaufbau
Das Varizella Zoster Virus (VZV) zahlt wie die Herpes Simplex Viren 1 (HSV1) und 2 (HSV2) zu
den Alphaherpesviren und wird auch als Humanes Herpes Virus 3 (HHV3) bezeichnet. Mit

einem Durchmesser zwischen 150 bis 200 nm ist es der kleinste Vertreter der Herpesviren. Alle
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drei Herpesviren bestehen aus den drei Hauptstrukturen: Hallmembran, Tegument und
Nucleocapsid. Das ikosaedrische Nucleocapsid, mit einem Durchmesser von 90-125 nm,
enthalt die lineare doppelstrangige DNA mit 72 offenen Leserahmen (ORF) (DEPLEDGE et al,,
2018). Zudem besitzt das Virus eine Huillmembran, in der mehrere glykosylierte
Oberflachenproteine eingelagert sind. Insgesamt codiert VZV fiir neun Hdllproteine, wobei
Glykoprotein E (gE), der prominenteste Vertreter ist (FOWLER et al, 1995). Dieses
Membranglykoprotein besteht aus 623 Aminosauren und wird im ORF68 codiert. Als
multifunktionelles Protein spielt es eine entscheidende Rolle bei der Zellfusion, Zell-Zell-
Ausbreitung und Virusreplikation (BERARDUCCI et al., 2006). Den Zwischenraum zwischen der
Hillmembran und dem Capsid fillt das Tegument, das regulatorische Proteine enthalt, aus.
Um die menschliche Immunantwort zu umgehen hat VZV einen Mechanismus entwickelt,
indem es im ORF66 fir eine Serin/Threonin-Kinase codiert, welche bei Expression den
Transport von Peptid-MHC-I-Komplexen an die Zelloberflache verhindert und die infizierte

Zelle dadurch weniger gut von CD8 T-Zellen erkannt werden kann (MODROW et al., 2022).

3.2.2 Infektionsverlauf

Die Ubertragung des Virus erfolgt durch Trépfcheninfektion oder als Schmierinfektion durch
Kontakt mit Hautlasionen. Nach einer durchschnittlichen Inkubationszeit von 2 Wochen treten
die ersten Symptome in Form von Fieber, gefolgt von einem blaschenartigen Ausschlag auf.
Dieser breitet sich von der Mundschleimhaut tber Kopf und Rumpf bis zu den Extremitadten
aus. Die Blaschenbildung verlauft Gber einen Zeitraum von 3-5 Tagen. Wahrend der Ausschlag
zurlickgeht, kommt es zu einer Krustenbildung auf den Blaschen, welche nach etwa 2-3
Wochen verheilt sind. Ein asymptomatischer Verlauf der Primarinfektion ist mit einer
Wahrscheinlichkeit von 5 % sehr selten (MODROW et al., 2022). Im Erwachsenalter kann eine
Primarinfektion mit schwerwiegenden Komplikationen wie Hepatitis oder Enzephalitis
einhergehen. Zudem kdnnen insbesondere bei Neugeborenen und immunsupprimierten

Patienten schwere, generalisierte Infektionsverlaufe auftreten (GNANN, 2002).

15



Primarinfektion mit Latenz in Reaktivierung Postherpetische

. —> . —> —> .
Varizellen Dorsalganglien (Herpes Zoster) Neuralgie
1 H - [)
(Windpocken) Kontrolle der unzureichende — (bei 10-20%)
Primarinfektion Kontrolle durch /5

das Immunsystem ) \
» meist komplikationsarm / ‘J \
+ schwere Verlaufe bei
Immundefizienten . \S'

|
I.
{4 H_r__;)_»_ﬁ_wq_q_\ S k Akute Komplikationen
sl B

\ « Vaskulopathie

| K/ * Hepatitis

| « Fazialisparese
) * Meningoencephalitis

Abbildung 2 Infektionsverlauf mit dem Varizella Zoster Virus. Die Priméarinfektion mit dem Varizella Zoster Virus
(VZV) im Kindesalter manifestiert sich meist durch einen, Uber den ganzen Korper verteilten, juckenden
Hautauschlag und verlduft bei immungesunden Kindern komplikationsarm. Nach Einddmmung der Infektion durch
die Immunzellen wandert das Virus retrograd in die Dorsalganglien und verbleibt dort latent. Durch fehlende
Kontrolle des Immunsystems, im fortschreitenden Erwachsenenalter kann das Virus erneut reaktivieren und als
Herpes Zoster auftreten. Dabei bildet sich ein charakteristischer Hautauschlag aus, der meist auf das vom neuronalen
Ganglion innervierte Dermatom begrenzt ist. Insbesondere bei immungeschwachten Menschen kdnnen
schwerwiegende Komplikationen auftreten. Zudem entwickeln 10-20 % der Betroffenen eine postherpetische
Neuralgie. Modifiziert nach (GERSHON et al., 2015), erstellt mit BioRender.

Nach der Primarinfektion wandert das Virus retrograd in die sensorischen Ganglien. Eine
Apoptose der Neurone wird dabei durch das immediate early-Protein IE63 von VZV
unterbunden (HOOD et al., 2006). Aufgrund der Persistenz muss eine lebenslange Kontrolle
durch das Immunsystem erfolgen. Ist dieses beeintrachtig, kann sich das Virus nach einer
Latenzphase erneut vermehren und es kommt zu einer Reaktivierung (Abbildung 2). Hierbei
wandert das Virus anterograd entlang der Nervenleitschienen zu dem Hautareal, welches vom
entsprechenden Ganglion versorgt wird (Dermatom) und verursacht in der Epidermis die
Bildung des unilateralen Ausschlags. Bereits einige Tage vorher kiindigt sich die Reaktivierung
mit allgemeinen Krankheitssymptomen wie Erschépfung und Unwohlsein an (MODROW et al.,
2022). Zudem treten am betroffenen Dermatom Schmerzen, erhdhte Hautempfindlichkeit,
Juckreiz und Kribbeln auf. Mit einer Verzogerung von 2 bis 3 Tagen bildet sich ein
charakteristischer blaschenartiger Hautausschlag. Neue Lasionen bilden sich innerhalb der
nachsten 3 bis 5 Tage. Nach 7 bis 10 Tagen trocknet der Ausschlag aus und es folgt die
Krustenbildung (COHEN, 2013). Wahrend der Reaktivierung kommt es auch zu Entziindungen
und Nekrosen in den betroffenen Ganglien und der Nerven, was zu Schmerzen und
Empfindungsstérungen fihren kann. Da der Ausschlag sich haufig im Bereich des Rumpfes

ausbreitet und auf den Bereich begrenzt ist, welcher vom betroffenen Ganglion innerviert wird,

16



wird der Herpes Zoster im Allgemeinen als Glrtelrose bezeichnet. Jedoch kénnen auch andere
Regionen des Korpers wie der Kopfbereich betroffen sein. Insbesondere Beteiligungen der
Hirnnerven stellen eine groBe Gefahr bei Zoster dar. So kann Zoster ophthalmicus zu
Erblindungen fiihren oder bei Zoster oticus eine Fazialisparese hervorrufen. In seltenen Fallen
kann es zu einer, als Zoster sine herpete bezeichneten, symptomlosen Reaktivierung kommen
(GILDEN et al., 2010; MODROW et al., 2022). Wahrend bei Immungesunden ein rezidivierender
Herpes Zoster mit 6 % innerhalb der ersten 8 Jahre der Reaktivierung eher die Ausnahme
darstellt, wird bei bis zu 30 % der immundefizienten Personen ein erneutes Auftreten eines

Herpes Zosters beobachtet (EHRENSTEIN, 2021; YAWN et al.,, 2011).

Eine haufige und schwerwiegende Komplikation der VZV-Reaktivierung stellt die
postherpetische Neuralgie (PHN) dar. Diese wird als chronischer, neuropathischer Schmerz im
betroffenen Hautbereich definiert, der Gber einen Zeitraum von 90 Tagen hinweg anhalt.
Betroffene berichten von starken Schmerzen meist Giber Monate bis Jahre, was zu erheblichen
Einschrankungen im Alltag, beim Schlafen oder bei taglichen Aktivitaten fuhrt (COHEN, 2013).
Zwischen 10 und 20 % der Patienten entwickeln nach der VZV-Reaktivierung eine PHN
(DROLET et al.,, 2010; GAUTHIER et al., 2009; GIALLORETI et al., 2010), wobei das Risiko mit
zunehmendem Alter deutlich ansteigt (STEIN et al., 2009). Zu den weiteren Faktoren, die eine
PHN beglnstigen koénnen, zahlen hohere Schweregrade der akuten Schmerzen und des
Hautausschlages, sowie eine Immundefizienz (JOHNSON et al., 2015). Neben einer Neuralgie
werden weitere postherpetische Komplikationen mit einer VZV-Reaktivierung in Verbindung
gebracht. So kann es durch die Entziindungsreaktionen zu Vaskulopathien kommen, wodurch
die Gefahr von Herzinfarkt und Schlaganfall zunehmen kann (CHIANG et al., 2014; CURHAN et
al, 2022; YAMAOKA-TOJO, TOJO, 2024). Nach einem Zoster ophthalmicus ist das Schlaganfall-
Risiko sogar um das 4,3-fache erhoht (LIN et al,, 2010). In letzter Zeit gibt es zudem Hinweise
das VZV eine Rolle bei der Entstehung von Demenz spielen konnte (EYTING et al., 2023).

3.2.3 Risikofaktoren fiir eine VZV-Reaktivierung

Insbesondere Menschen mit Immundefizienz haben im Vergleich zu Immungesunden ein 2-
bis 10-fach hoheres Risiko flir eine VZV-Reaktivierung (CHEN et al, 2014). Zu dieser
Risikogruppe zahlen dialysepflichtige Patienten (LI et al., 2021) sowie Menschen mit
chronischen Atemwegserkrankungen (MORENA et al., 2023), mit Diabetes mellitus (MUNOZ-
QUILES et al,, 2017) oder auch mit psychischen Erkrankungen (FORBES et al., 2014; WANG et
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al, 2014). Bei Menschen mit rheumatischen Erkrankungen und Transplantierten mit
entsprechender Einnahme von immunsupprimierenden Medikamenten wurde ebenfalls ein
erhohtes Risiko fir eine VZV-Reaktivierung festgestellt (BATRAM et al., 2021; LIAO et al., 2017).
Auch Patienten mit multipler Sklerose besitzen aufgrund der medikamentdsen Behandlung z.B.

mit STP-Modulatoren eine erhohte Reaktivierungsrate (SHARMA et al., 2022).

Das Risiko fiir einen Herpes Zoster steigt auch bei Immungesunden ab 50 Jahren deutlich an
(CURRAN et al,, 2022; KAWAI et al., 2014). So erleiden in Deutschland ab einem Alter von etwa
50 Jahren 4 von 1000 Menschen eine VZV-Reaktivierung. Die Inzidenz steigt in der Folge
kontinuierlich an (12-14 von 1000 Personen/Jahr im Alter von tber 80 Jahren) (HILLEBRAND et
al., 2015; ULTSCH et al,, 2011). Dabei scheint die Abnahme der zellular vermittelten Immunitat
bei der VZV-Reaktivierung eine entscheidende Rolle zu spielen (LEVIN et al.,, 2003). Nach dem
primaren Kontakt mit dem Virus bilden sich Effektorzellen aus, was zu einem Anstieg der

zelluldren Immunitat fihrt (Abbildung 3).
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Abbildung 3 Abnahme der zelluldr vermittelten Immunitéat geht mit einer h6heren Wahrscheinlichkeit einer
VZV-Reaktivierung einher Nach der Primarinfektion steigt die zelluldare Immunitat deutlich an und verbleibt im
mittleren Alter auf einem Plateau. Erneuter Kontakt mit VZV oder eine subklinische Reaktivierung flhren zu einem
Anstieg der zelluldaren Immunitat. Im Alter nimmt diese jedoch wieder ab. Bei Unterschreiten eines Grenzwertes
besteht ein deutlich erhdhtes Risiko eines Herpes Zoster. Nach durchgemachter Reaktivierung steigt die zellulare
Immunitat erneut an. Die zellulare Immunitat kann durch eine Zoster-Impfung geboostert werden, wodurch sich
das Risiko einer Reaktivierung reduziert. Modifiziert nach (WASSILEW, WUTZLER, 2010).

Im fortgeschrittenen Alter kommt es zu einem Riickgang der zellularen Immunitat, wohingegen
diese im mittleren Alter noch konstant auf einem hohen Niveau nachweisbar bleibt (SCHUB et
al., 2015). Ein erneuter Kontakt mit VZV oder eine subklinische Reaktivierung fiihren zu einem
erneuten Anstieg der zellularen Immunitat. Im Alter ab 50 Jahren nimmt die zelluldre Immunitat

zunehmend ab, was das Risiko eines Herpes Zoster beglinstigt. Da hier auch individuelle
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Faktoren einen starken Einfluss haben, gibt es keine klare Definition fir den Grenzwert in der
zelluldren Immunitat. Nach durchgemachter Reaktivierung oder nach einer Zoster-Impfung

steigt die zelluldre Immunitat erneut an (WASSILEW, WUTZLER, 2010; WEINBERG et al., 2010).

Auf humoraler Ebene kommt es bei der Primarinfektion zu einem Anstieg von IgA und IgM
gefolgt von IgG Antikdorpern gegen VZV. Wahrend die VZV-spezifische IgA und IgM
Konzentration nach der Primarinfektion abnimmt, bleiben IgG-Level (ber einen langen
Zeitraum stabil (LAING et al., 2018). VZV-IgG Antikorper haben eine neutralisierende Funktion,
welche bei einer erneuten Exposition zum Tragen kommt. Serologisch kommt es unmittelbar
nach der Reaktivierung zu einem Anstieg der IgA-Level und im weiteren Verlauf erhdht sich die

IgG-Konzentration (MODROW et al.,, 2022).

Neben dem Alter kénnen auch weitere Faktoren wie z.B. Stress einen Herpes Zoster Ausbruch
beglinstigen. Alle Faktoren flihren zu einer Schwachung des Immunsystems, wodurch das Virus
nicht mehr addquat kontrolliert wird. Mit dem demografischen Wandel durch bessere
medizinische Versorgung, aber auch durch Zunahme von immunsupprimierenden
Behandlungsstrategien kam es in den letzten Jahren zu einem deutlichen Anstieg der Herpes
Zoster Falle sowie der mit der Reaktivierung verbundenen Komplikationen (KAWAI et al., 2014;
LEUNG et al., 2011; VAN OORSCHOT et al,, 2021). Neben den individuellen Auswirkungen fur
betroffene Patienten hat diese Zunahme auch wirtschaftliche Folgen, durch z.B.
Krankenhausaufenthalte und Arbeitsausfdlle. Daher nimmt die Verflgbarkeit einer
immunogenen und wirksamen Impfung zur Verhinderung einer VZV-Reaktivierung eine

wichtige Rolle ein.

Inwieweit durch die Einfiihrung der Varizellen-Impfung die Inzidenz von Herpes Zoster steigt
und sich der Zeitpunkt einer Reaktivierung nach vorne verschiebt, da eine exogene Boosterung
im  mittleren Erwachsenenalter durch ausbleibende Primérinfektionen im nahen

Personenumfeld fehlt, ist noch nicht abschlieBend geklart (WUTZLER et al., 2018).

3.2.4 Therapie und Prophylaxe der Varizellen und des Herpes Zoster

Da wahrend der Primarinfektion mit Varizellen im Kindes- und Jugendalter haufig nur milde
Symptome auftreten und die Erkrankung in der Regel unkompliziert verlauft, bedarf es in den
meisten Fallen keiner Therapie. In Ausnahmefallen wie bei Infektionen im Erwachsenalter sowie

bei Neugeborenen und immungeschwachten Kindern, erfolgt eine Behandlung. Zur

19



postexpositionellen Prophylaxe kénnen Immunglobuline von neutralisierenden Antikdrpern
gegen VZV bei vulnerablen Personen wie Schwangeren, Neugeborenen und
immunsupprimierten Patienten verabreicht werden, um eine Infektion zu verhindern oder den
Krankheitsverlauf abzuschwachen (GERSHON et al., 2015; MODROW et al., 2022). Zudem ist
seit 2004 die Impfung gegen Varizellen ab dem 11. Monat als Einzel- oder
Kombinationsimpfstoff mit Mumps, Masern und Rételn (MMRYV) von der STIKO empfohlen,
welche vor Windpocken und damit auch vor einer moglichen Reaktivierung schiitzen soll
(IMPFKOMMISSION, 2004, 2009). Seronegativen Frauen mit Kinderwunsch und Beschaftigten
die einen beruflichen Kontakt zu Kindern haben, wird ebenfalls eine Varizellen-Impfung

empfohlen (IMPFKOMMISSION, 2024).

Bei einer VZV-Reaktivierung gestaltet sich die Behandlungsstrategie schwierig, da sich der
charakteristische Hautausschlag erst nach einigen Tagen ausbildet, eine Behandlung jedoch so
schnell wie moglich erfolgen sollte. Normalerweise ldsst der typische Hautausschlag auf einen
Herpes Zoster schlieBen, sodass keine weitere Diagnostik notwendig ist. Jedoch k&nnen
insbesondere bei immungeschwdchten Personen atypische Verlaufe auftreten. Als Therapie-
Ansatz steht das Virostatikum Aciclovir und dessen Derivate Valaciclovir, Famciclovir, und
Brivudin zur Verfiigung (GROSS et al., 2020). Die antivirale Therapie sollte mdglichst schnell
erfolgen. Studien zeigten, dass die Gabe von Aciclovir innerhalb von 72 Stunden nach
Reaktivierung die Dauer und Schwere des Herpes Zoster positiv beeinflusst. Zusatzlich ist eine
rasche Behandlung notwendig, um die méglichen Komplikationen wie PHN zu vermeiden bzw.
zu lindern (JEON, 2015). Zur Linderung der PHN werden meist Schmerzmedikamente
verabreicht. Aufgrund psychischer Belastung durch die anhaltend starken Schmerzen kommen

haufig auch Antidepressiva zum Einsatz (KOSHY et al., 2018).

Da eine VZV-Reaktivierung mit schwerwiegenden und langanhaltenden Komplikationen
einhergehen kann und eine Behandlung nicht immer erfolgreich ist, empfiehlt es sich
vorbeugende MaBBnahmen zu treffen. Zur Prophylaxe stehen mittlerweile zwei Impfstoffe zur
Verfiigung. Der seit 2006 zugelassene Lebendimpfstoff Zostavax besteht wie die Varizellen-
Impfung aus dem attenuierten VZV-Stamm Oka/Merck, jedoch in 14-fach hoherer
Konzentration (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2016; HARPAZ et al., 2008). Da in Studien eine
eingeschrankte Wirksamkeit sowie eine begrenzte Wirkdauer beobachtet wurden, wird der

Lebendimpfstoff von der STIKO nicht empfohlen IMPFKOMMISSION, 2017; MORRISON et al.,
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2014; OXMAN, 2018). Ein weiterer Nachteil des Lebendimpfstoffes besteht darin, dass fiir
immunsupprimierte Patienten, welche zur Risikogruppe flr eine VZV-Reaktivierung zahlen,
Lebendimpfstoffe kontraindiziert sind (ALEXANDER et al., 2018; KEATING, 2016). Aus diesem
Grund gilt der rekombinante Totimpfstoff Shingrix insbesondere fiir Risikopatienten als
Hoffnung. Der adjuvante HZ-Untereinheiten (HZ/su)-Totimpfstoff wird seit Dezember 2018 von
der STIKO fur Immungesunde ab 60 Jahren und immungeschwachte Menschen ab 50 Jahren
empfohlen. Die Empfehlung gilt auch fir Personen, die bereits eine VZV-Reaktivierung
durchgemacht haben, mit dem Ziel weitere Rezidive zu vermeiden (IMPFKOMMISSION, 2018).
Insgesamt werden zwei Impfdosen im Abstand von 2 bis 6 Monaten intramuskular appliziert.
Der rekombinante Impfstoff besteht aus dem trunkierten Glykoprotein E (gE), bei dem der
Transmembrananker und die Carboxyterminale Domane fehlen, wodurch eine Sezernierung ins
Zellkulturmedium maoglich ist (HAUMONT et al., 1996; LEVIN et al., 2008). Zur Herstellung des
Glykoproteins werden immortalisierte Ovarialzellen des chinesischen Hamsters (CHO-Zellen)
genutzt. Als Adjuvans wird ASO1s verwendet, welches Monophosphoryl-Lipid (MPL) A von
Salmonella minnesota und Quillaja saponaria Molina, Fraktion 21 (QS-21) enthalt. Beide
Komponenten werden in Liposomen formuliert (LECRENIER et al., 2018). Bisherige Studien
zeigten eine gute Wirksamkeit und Vertraglichkeit, insbesondere bei immungesunden

Menschen (CUNNINGHAM et al., 2016; LAL et al., 2015; MWAKINGWE-OMARI et al., 2023).

3.3 Das SARS-Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)

Das SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2) trat erstmalig im
Dezember 2019 in der chinesischen Provinz Wuhan auf und wurde Anfang 2020 als Erreger von

COVID-19 identifiziert. In klirzester Zeit breitete sich das Virus weltweit aus (HU et al., 2021).

3.3.1 Virusaufbau

Das Virus gehort zur Familie der Coronaviridae und wird als Betacoronavirus eingeordnet.
SARS-CoV-2 charakterisiert sich als membranumhdilltes einzelstrangiges RNA-Virus und ist mit
SARS-CoV und MERS-CoV verwandt. SARS-CoV-2 setzt sich aus den vier Strukturproteinen
Spike-Protein  (S), Nucleocapsid-Protein (NCAP, N), Hullprotein (Envelope, E) und
Membranprotein (VME1) zusammen (Abbildung 4). Das Spike-Protein setzt sich aus den beiden
Untereinheit ST und S2 zusammen und bildet auf der Zelloberflache Trimere. Wahrend S1 die
Rezeptorbindedomane (RBD) enthalt und dadurch an den Rezeptor der Wirtszelle binden kann,

ist die S2 Untereinheit fur die Fusion des Virus mit der Zellmembran verantwortlich. Als
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Rezeptor fur den Zelleintritt wird Angiotensin-konvertierendes Enzym 2 (ACE-2), eine
Metalloprotease, genutzt (BEYERSTEDT et al., 2021; MAIA et al., 2022). Diese Rezeptoren sind
hauptsachlich auf Zellen der oberen und unteren Atemwege lokalisiert, aber auch in anderen
Geweben wie der Lunge, dem Herzen, den Nieren und dem Darm. Nachdem das Virus an die
ACE2-Rezeptoren gebunden hat, kann es mit Hilfe der Serinprotease TMPRSS2 in die Zelle
eindringen und beginnen, sich dort zu replizieren. Die Vermehrung von SARS-CoV-2 fihrt zur
Freisetzung neuer Viren, die dann benachbarte Zellen infizieren kdnnen. Dieser Prozess setzt
sich fort und ermdglicht eine schnelle Ausbreitung des Virus im Kérper (HOFFMANN et al,,
2020).
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Abbildung 4 SARS-CoV-2 Virusaufbau und Bindung von Spike an ACE2-Rezeptor SARS-CoV-2 besitzt eine
einzelstrangige RNA und ist aus vier Strukturproteinen aufgebaut Spike (S), Nucleocapsid (N), Envelope (E) und
Membran (M) (links). Die S1-Untereinheit des Spike-Proteins kann an ACE2-Rezeptoren menschlicher Zellen binden
und ermdglicht so den Viruseintritt in die Zelle (rechts). Modifiziert nach (MAIA et al., 2022).

Aufgrund des Replikationsmechanismus und damit einhergehender sehr hoher Mutationsrate
wurden im Verlauf der Pandemie immer wieder neue Varianten nachgewiesen. Zuerst wurden
Infektionen mit den mutierten Stammen des SARS-CoV-2 in GroBbritannien (Alpha-Variante,
B.1.1.7-Variante) nachgewiesen, gefolgt von Sidafrika (Beta-Variante, B.1.351-Variante) und
die Gamma-Variante, P.1-Variante in Brasilien (MODROW et al., 2022), anschlieBend in Indien
die Delta-Variante (B.1.617.2-Variante) und Omikron-Varianten BA.1, BA.2, BA4 und BA.5
(CARABELLI et al., 2023). 2023 dominierten dann Varianten von XBB, 2024 Varianten von JN-1.
Die Varianten weisen bestimmte Mutationen auf, die einen Einfluss auf Infektiositat und

Pathogenitat von SARS-CoV-2 haben kdnnen.
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3.3.2 Ubertragung und Verbreitung

Die Ubertragung von SARS-CoV-2 erfolgt zoonotisch durch infizierte Tiere oder (iber
Tropfchen- oder Schmierinfektion durch den Menschen. Nach einer Inkubationszeit von bis zu
10 Tagen kdénnen zunachst grippedhnliche Krankheitssymptome mit Lymphknotenschwellung
und Fieber auftreten. Im weiteren Verlauf geht die Erkrankung meist mit trocknem Husten
einher. Charakteristisch ist der voriibergehende Verlust des Riech- und Geschmacksvermogens,
was ein Hinweis auf eine Beteiligung des zentralen Nervensystems darstellt (MODROW et al.,
2022). Inkubationszeiten und Krankheitssymptome variieren je nach Variante. Bei Menschen in
héherem Lebensalter oder mit Vorerkrankungen wie Bluthochdruck, Diabetes, Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, chronische Nierenerkrankungen und schwerem Ubergewicht kann die durch
SARS-CoV-2 verursachte Erkrankung COVID-19 einen schwerwiegenden und teilweise
todlichen Verlauf nehmen (ZHANG et al., 2023). Dabei konnen die Patienten nach Auftreten
der ersten Symptome eine schwerwiegende Lungenentziindung entwickeln, die haufig von
akutem Herz- und Nierenversagen, septischem Schock und letztendlich Multiorganversagen
begleitet ist (HUANG et al, 2020). Neben den respiratorischen Symptomen kdnnen auch
Erkrankungen des renalen und gastrointestinalen Systems oder Thrombozytopenien auftreten
(BOBAN, 2021; MODROW et al.,, 2022). Die Langzeitfolgen durch Long und Post COVID sind

noch nicht abzusehen und werden weiter intensiv erforscht.

3.3.3 Prophylaxe und Behandlung

Da zu Beginn der Pandemie noch kein Impfstoff zur Verfligung stand, waren die haufigsten
SchutzmaBnahmen zur Verhinderung einer Ansteckung die Kontaktminimierung sowie das
Tragen von Schutzkleidung, insbesondere Mund-Nasen-Schutz, um ein Ausbreiten des Virus

zu reduzieren und eine Uberlastung des Krankenhaussystems zu verhindern.

Die Therapie erfolgt dabei in Abhangigkeit der Schwere der Erkrankung. Wahrend bei milden
Verlaufen die Behandlung meist symptombezogen erfolgt, kdnnen schwerwiegende Verlaufe
hingegen einen Krankhausaufenthalt, zum Teil mit intensivstationdrer Behandlung,
Sauerstofftherapie, antiviralen Medikamenten und anderen unterstiitzenden MaBnahmen
notwendig, machen. Zur Bekampfung der SARS-CoV-2 Ausbreitung und Verhinderung der
Erkrankung bzw. um schwere Krankheitsverlaufe zu verringern wurden verschiedene Impfstoffe
entwickelt und zur Jahreswende 2020/21 in Europa zugelassen. Die beiden Impfstoffe

BNT162b2 (BioNTech/Pfizer) und mRNA-1273 (Moderna) basieren auf einer mRNA-Plattform
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zur Expression des viralen Spike-Proteins. Die gegen COVID-19 zugelassenen Impfstoffe
ChAdOx1 nCoV-19 (AstraZeneca) und Ad26-CoV2.S (Johnson & Johnson) nutzen hingegen
eine Vektorplattform fur die Impfstoffstrategie. NVX-CoV2373 (Novavax), ein rekombinanter
Protein-Impfstoff wurde Ende 2021 zugelassen und seit Anfang 2022 von der STIKO empfohlen
(MATYSIAK-KLOSE et al., 2022). Neben dem Volllangen SARS-CoV-2-Wildtyp-Spike-
Glykoprotein enthalt der Impfstoff Matrix-M1, ein Adjuvans auf Saponin-Basis (KEECH et al,,
2020).

Inwieweit die bisher zugelassenen Impfstoffe einen Schutz vor neuen SARS-CoV-2-Varianten
bieten, war zum Zeitpunkt der Durchfihrung dieser Arbeit nicht abschlieBend geklart. Auch
war zu erwarten, dass sich durch Mutationen weitere SARS-CoV-2-Varianten mit neuen
antigenen Eigenschaften entwickeln werden. Aufgrund dessen werden die Impfstoffe
kontinuierlich an die neuen SARS-CoV-2-Varianten angepasst und Auffrischimpfungen fir

vulnerable Personen empfohlen (ROBERT-KOCH-INSTITUT, 2024).

3.4 Ziel dieser Arbeit

Als Prophylaxe spielen Impfungen eine entscheidende Rolle bei der Ausrottung von
Krankheiten und Verhinderung von schwerwiegenden Infektionsverlaufen. Proteinbasierte
Impfstoffe haben dabei den groBen Vorteil, dass diese auch fir Risikogruppen geeignet sind,
welche besonders haufig und meist von schwerwiegenderen Infektionsverlaufen betroffen
sind, weshalb diese Impfstoffe haufig zum Einsatz kommen. Die Datenlage zu den
zugelassenen Impfstoffen beziliglich der impfinduzierten Immunantwort bei verschiedenen
Risikogruppen ist jedoch eher begrenzt. Zudem gab es trotz der rasanten Entwicklung
mehrerer neuer Impfstoffprinzipien gegen COVID-19 keine vergleichenden Analysen der

Immunogenitat. In dieser Arbeit werden deshalb zwei verschiedene Fragestellungen behandelt.

1. Einfluss der Immundefizienz auf die durch den proteinbasierten Impfstoff HZ/su
induzierte VZV-spezifische Immunantwort

Das Hauptaugenmerk dieses Teils der Arbeit liegt in der Charakterisierung der VZV-

spezifischen Immunantwort nach HZ/su-Impfung bei Dialysepatienten. Diese Personengruppe

besitzt aufgrund ihrer Urdamie ein erhdhtes Risiko fir VZV-Reaktivierungen und damit

einhergehenden schwerwiegenden Komplikationen wie PHN. Jedoch lagen bisher keine Daten

zur Immunogenitat des HZ/su-Impfstoffs fir diese Risikogruppe vor. Daher erfolgte eine
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vergleichende Untersuchung der zelluldren und humoralen Immunitat im zeitlichen Verlauf
nach Standardimpfung von Dialysepatienten und immungesunden Probanden.

In Vorbereitung der technischen Prozeduren zur Charakterisierung VZV-spezifischer T-Zellen
gegen den Impfstoff erfolgte zundchst eine Methodenetablierung mit Proben von
Immungesunden, um geeignete Messzeitpunkte, Antigene sowie deren Konzentration zu
bestimmen.

Darauf aufbauend wurde eine vergleichende phanotypische und funktionelle Charakterisierung
der impfinduzierten VZV-spezifischen T-Zell-Antwort von Dialysepatienten und
Kontrollpersonen durchgefiihrt. Weiterhin wurde die Proliferationsfahigkeit der VZV-
spezifischen T-Zellen und Differenzierung der Gedachtnis-T-Zellen untersucht. Auf humoraler
Ebene wurden VZV-spezifische IgGs mittels ELISA quantifiziert und die neutralisierende
Aktivitat der VZV-spezifischen Antikorper analysiert. Zudem erfolgte eine allgemeine Analyse
der B- und T-Zellsubpopulationen. Zusatzlich wurde die Reaktogenitdt des Impfstoffes bei
Dialysepatienten und Immungesunden mittels Fragebogen erfasst.

Eine Immundefizienz kann auch durch verschiedene Medikamente hervorgerufen werden.
Daher wurden zusatzlich in dieser Arbeit in vitro Versuche mit Immunsuppressiva, die nach
Transplantation oder bei rheumatischen Erkrankungen eingesetzt werden, durchgefiihrt, um
den Einfluss auf die T-Zell-Antwort zu untersuchen.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit kdnnen als Grundlage zum Monitoring der impfinduzierten VZV-
spezifischen Immunantwort bei anderen Risikogruppen wie zum Beispiel Patienten mit MS
genutzt werden. Erste Daten zur Immunogenitdt von HZ/su bei Patienten mit MS unter

immunmodulatorischer Therapie werden ebenfalls in dieser Arbeit vorgestellt.

2. Charakterisierung der SARS-CoV-2 spezifischen Immunantwort nach Impfung mit

dem proteinbasierten Impfstoff NVX-CoV2373

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Immunogenitat und Reaktogenitat von NVX-CoV2373 im
Vergleich zu den mRNA-basierten Impfstoffen BNT162b2 und mRNA-1273 untersucht. Hierbei
wurden vergleichende Analysen zur humoralen und zelluldaren Immunantwort durchgefihrt.
Auf humoraler Ebene wurde die Spike-spezifische 1gG-Antikdrperkonzentration sowie die
neutralisierende Aktivitat untersucht. Zusatzlich erfolgte auf zellularer Ebene die vergleichende
Charakterisierung und Phanotypisierung der SARS-CoV-2 spezifischen T-Zellen. Zuséatzlich

wurde die Immunogenitat der drei Impfstoffe gegeniliber verschiedenen, zu diesem Zeitpunkt
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vorherrschenden Virus-Varianten analysiert. Da es trotz Impfungen zu Durchbruchinfektionen
kommen kann, wurde weiterhin der Einfluss von SARS-CoV-2 Infektionen auf die NVX-

CoV2373 induzierte Immunantwort auf zelluldrer und humoraler Ebene untersucht.
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4 Material und Methoden

4.1 Gerate und Reagenzien

In den Tabellen 1 bis 8 sind Gerate, Verbrauchsmittel, Reagenzien und Software aufgelistet, die

im Rahmen dieser Arbeit zur Anwendung kamen.

4.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerate und Verbrauchsmaterialien

Hersteller, Firmensitz

96-Loch Kulturplatten, Flachboden, steril

Greiner, Frickenhausen

Brutschrank HERAcell 240ti

Heraeus, Hanau

Durchflusszytometer (FACS Canto I, FACS Lyric)

BD Biosciences, Heidelberg

Elektronische Pipettierhilfe (Pipetboy acu)

Integra Biosciences, Fernwald

Réhrchen fir Durchflusszytometrie (5ml
FACS Rohrchen, Rundboden)

Sarstedt, NUmbrecht

Kolbenhubpipette (10, 20, 100, 200, 1000 pl)

Abimed, Langenfeld

MACS Roller (MACS Mix)

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Mikroskop CKX31

Olympus, Hamburg

Monovetten Li-Hep, Serum, EDTA

Sarstedt, Niimbrecht

Multipipette (Abimed HC Discovery Comfort 50-300 pl)

Abimed, Langenfeld

Multipipette plus

Eppendorf, Hamburg

Neubauer Zahlkammer

NeolLab Migge Laborbedarf, Heidelberg

Parafilm

Bemis, Neenah (USA)

Pipettenspitzen fiir Kolbenhubpipetten (10, 200, 1000 pl)

Sarstedt, NUmbrecht

Plattenleser/Photometer multifunktional (Viktor X4)

PerkinElmer, Rodgau

Plattenleser/Photometer (PR4100)

Bio-Rad, Hercules (USA)

Prazisions Dispenser Tips (2,5; 5ml)

Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefal (1,5 ml)

Sarstedt, NUmbrecht

Réhrchen Polypropylen (15, 50 ml)

Sarstedt, Niimbrecht

Serologische Pipetten (2, 5, 10, 25 ml)

Sarstedt, Niimbrecht

Steril Werkbank (Hera Safe KS)

Heraeus, Hanau

Vortex Mixer 7-2020

NeolLab Migge Laborbedarf, Heidelberg

Zentrifuge 5418

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge Thermo Scientific Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau
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4.1.2 Chemikalien und Kits

Tabelle 2 Chemikalien und Kits

Chemikalien und Kits

Hersteller, Firmensitz

Anti-VZV-ELISA-KIT (IgG)

Euroimmun, Libeck

SARS-CoV-2-QuantiVac (IgG)

Euroimmun, Libeck

Anti-SARS-CoV-2-NCP-ELISA

Euroimmun, Libeck

SARS-CoV-2-NeutralISA

Euroimmun, Libeck

.Roswell Park Memorial Institute” (RPMI) Medium 1640 mit 1%
L-Glutamin (GlIn)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Bovines Serumalbumin (BSA)

Serva, Heidelberg

Brefeldin A (BFA, Stock 5mg/ml in Ethanol)

Sigma-Aldrich, Steinheim

CFDA-SE (Vybrant CFDA-SE Cell Tracer Kit, 10mM Stock in
DMSO)

Life technologies, Darmstadt

Dimethylsulfoxide (DMSO)

Serva, Heidelberg

Essigsaure

Merck, Darmstadt

Ethanol absolut

Apotheke des Universitatsklinikum des
Saarlandes, Homburg

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma-Aldrich, Steinheim

FACS Clean

BD Biosciences, Heidelberg

FACS Flow

BD Biosciences, Heidelberg

FACS Shutdown

BD Biosciences, Heidelberg

fotales Kalberserum (FCS)

Biochrom, Berlin

Ficolite-H (Ficoll)

Linaris (blue), Wertheim-Bettingen

Fixierungs-Permeabilsierungs-Konzentrat

Invitrogen, Carlsbad (USA)

Fixierungs-Permeabilsierungs-Verdiinnung

Invitrogen, Carlsbad (USA)

humanes Serumalbumin (HSA)

CSL Behring, Marburg

Lysing-Solution (10x konzentriert, 1x Verdiinnung mit H,O
dest.)

BD Biosciences, Heidelberg

Natriumazid (NaNs, 10 % in H20)

Serva, Heidelberg

Paraformaldehyd, (PFA, pH 7,4 — 7,6)

AppliChem, Darmstadt

Penicillin/Streptomycin (P/S)

Biochrom, Berlin

Permeabilisierungspuffer (10x konzentriert, 1x Verdinnung mit
H,O dest.)

Invitrogen, Carlsbad (USA)

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Saponin

Sigma-Aldrich, Steinheim

4.1.3 Puffer und Losungen

Tabelle 3 Verwendete Puffer und Losungen

Puffer und Medium Zusammensetzung

FACS-Puffer

PBS, 5 % FCS, 0,5 % BSA, 0,07 % NaN3
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Puffer und Medium Zusammensetzung

PBS, 0,1 % HSA, 10 uM CFDA-SE
RPMI, 1% GIn, 1 % P/S, 0,5 % HSA
PBS, 0,02 % EDTA

PBS, 0,1 % HSA

FACS-Puffer, 0,17 % Saponin

RPMI, 1% GIn, 1 % P/S, 5 % FCS

Markierldsung

Markiermedium

PBS-EDTA

PBS-HSA

Saponin-Puffer

Wachstumsmedium

4.1.4 Antikorper
Die Antikdrper wurden von der Firma BD bezogen und hatten menschliche Antigene als
Zielorganismus. Fluorochrom gekoppelte Antikdrper wurden fiir durchflusszytometrische

Untersuchungen verwendet. Unkonjugierte Antikdrper kamen bei der Stimulation zum Einsatz.

Tabelle 4 Verwendete Antikorper fiir Durchflusszytometrie und Stimulation

Antikorper Fluorochrom Klon lg Klasse Herkunfts-
organismus
CD152 (CTLA-4) APC BNI3 lgG2a k Maus
CD185 (CXCR5) PerCP-Cy5.5 RF8B2 gG2b k Ratte
CD19 FITC HIB19 lgG1 k Maus
CD27 PE L128 lgG1 k Maus
CD27 FITC L128 lgG1 k Maus
CD27 V450 M-T271 lgG1 k Maus
CD27 APC L128 lgG1 k Maus
CD278 (ICOS) PE DX29 lgG1 k Maus
CD279 (PD1) APC MIH4 lgG1 k Maus
CD28 unkonjugiert L293 IgG1 k Maus
CD3 APC SK7 lgG1 k Maus
CD3 PerCP SK7 lgG1 k Maus
CD38 PE HB-7 lgG1 k Maus
CD4 APC SK3 lgG1 k Maus
CD4 PE SK3 IgG1 Maus
CD4 APC-H7 SK3 lgG1 k Maus
CD4 PE-Cy7 SK3 lgG1 k Maus
CD45R0 PE-Cy7 UCHL-1 lgG2a k Maus
CD49d unkonjugiert 9F10 lgG1 k Maus
CD69 PerCP L78 lgG1 k Maus
CD69 PE-Cy7 L78 lgG1 k Maus
CD8 V500 RPA-T8 lgG1 k Maus
CD8 PerCP SK1 lgG1 Maus
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Antikorper Fluorochrom Klon Ig Klasse Herkunfts-
organismus

Granzym B V450 GB11 IgG1 k Maus

IFNy FITC 4S.B3 19G1 k Maus

IgD PE-Cy7 IA6-2 IgG2a k Maus

IL2 PE MQ1-17H12 IgG2a Ratte

Ki-67 AlexaFluor 647 B56 lgG1 k Maus

TNFa V450 Mab 11 lgG1 k Maus

4.1.5 Antigene

Tabelle 5 Antigene fiir Kurzzeitstimulation und Proliferations-Assay

Antigene

Firma, Firmensitz

Kontroll-Antigen fir HSV- und VZV-Lysat

Virion/Serion, Wiirzburg

HSV-1/2-Lysat

Virion/Serion, Wiirzburg

SEB

Sigma-Aldrich, Steinheim

VZV-Lysat

Virion/Serion, Wiirzburg

VZV-Lysat (Proliferations-Assay)

AbD Serotec, Dusseldorf

VZV-gE Protein

GenWay, San Diego, USA

VZV-gE Protein

GlaxoSmithKline, London, GroBbritannien

VZV-gE Peptide

Genome ldentification Diagnostics GmbH,
AID, StraBberg

VZV-gE Peptide (Swiss-Prot ID: P09259)

JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin

SARS-CoV-2 Spike Glycoprotein (Swiss-Prot ID: PODTC2)

JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin

SARS-CoV-2 NCAP (Swiss-Prot ID: PODTC9)

JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin

SARS-CoV-2 VME1 (Swiss-Prot ID: PODTC5)

JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin

4.1.6 UV-inaktivierte Virusstamme

Die in Tabelle 6 gelisteten UV-inaktivierten Virusstamme wurden als Stocklésung von Dr. Marek

Widera im Rahmen einer Kollaboration zur Verfligung gestellt (TOPTAN et al., 2020; WIDERA

et al, 2021; WILHELM et al., 2022).

Tabelle 6 UV-inaktivierte SARS-CoV-2 Virusstamme fiir Neutralisationstests und zur Quantifizierung Spike-

spezifischer T-Zellen durch Kurzzeitstimulation

SARS-CoV-2 Isolate GenBank ID
Wildtyp (SARS-CoV-2 B.1 FFM7/2020)* MT358643
Alpha (SARS-CoV-2 B1.1.7 FFM-UK7931/2021) MZ427280.1
Beta (SARS-CoV-2 B1.1.7 FFM-ZAF/2021) MW822592
Delta (SARS-CoV-2 B1.617.2 FFM-IND8424/2021) MZ315141
BA.1 (B.1.1.529 FFM-SIM0550/2021 (EPI_ISL_6959871) 0OL800702
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SARS-CoV-2 Isolate

GenBank ID

BA.2 (BA.2 FFM-BA.2-3833/2022)

OM®617939

*als Wildtyp wurde die Variante FFM7 verwendet, welche bis auf eine Mutation (D614G) dem urspriinglich isolierten Wildtyp

entspricht.

4.1.7 Medikamente fiir in vitro Versuche

Tabelle 7 Verwendete Medikamente fiir in-vitro Versuche zur Untersuchung des Einflusses auf VZV-

spezifische Immunantwort

Medikament (Handelsname)

Hersteller, Firmensitz

Abatacept (Orencia)

Bristol-Myers Squibb, Miinchen

Adalimumab (Humira)

AbbVie, Wiesbaden

Cyclosporin A (Sandimmun)

Novartis, Nirnberg

Etanercept (Enbrel)

Pfizer, Berlin

Methylprednisolon

Sigma-Aldrich, Steinheim

Rituximab (MabThera)

Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen

Tacrolimus (FK506)

Astellas, Miinchen

Tocilizumab (RoActemra)

Chugai, Frankfurt

Tofacitinib (Xeljanz)

Pfizer, Berlin

4.1.8 Software

Tabelle 8 Fiir die Arbeit verwendete Software

Software

Anwendung

Hersteller/Firmensitz

BioRender

Grafikerstellung

BioRender, Toronto (Kanada)

BD FACSDiva Software
V.6.1.3

Analyse und Auswertung von
durchflusszytometrischen Daten

BD Biosciences, Heidelberg

Flow Jo v10.8.0

Auswertung von FACS-Daten

BD Biosciences, Heidelberg

GraphPad Prism 8/9/10

Statistik und Grafik

GraphPad, La Jolla (USA)

Microsoft Access 2016

Datenverwaltung

Microsoft, Redmond (USA)

Microsoft Excel 2016

Datenverarbeitung

Microsoft, Redmond (USA)

Microsoft PowerPoint 2016

Prasentation

Microsoft, Redmond (USA)

Microsoft Word 2016

Textverarbeitung

Microsoft, Redmond (USA)

EndNote X8/X9

Literaturverwaltung

Clarivate Analytics, Philadelphia (USA)

WorkOut Software 2.5

Analyse und Auswertung von ELISA-
Daten

Dazdaq LTD, Brighton (England)

31



4.2 Probandenkollektive

4.2.1 Probandenkollektiv zur Analyse der VZV-spezifischen Immunantwort nach
Impfung mit HZ/su
Zur Untersuchung der VZV-spezifischen Immunantwort nach Impfung mit HZ/su liegt ein
Ethikvotum der Arztekammer des Saarlandes (27/19) vor. Alle Probanden wurden im Vorfeld
ausfihrlich aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an den
Untersuchungen. Die Rekrutierung der Probanden erfolgte in Zusammenarbeit mit der
Arztpraxis Dr. Sarah Leyking, der Heimdialyse Homburg e.V. und der Heimdialyse St. Wendel
im Zeitraum von Juni 2019 bis Januar 2022. Zur Bestimmung von Impfreaktionen wurde von
den Probanden ein Impftagebuch Uber einen Zeitraum von 7 Tagen nach beiden Impfungen
gefihrt. Es wurden Blutproben von 39 Immungesunden sowie 29 Dialysepatienten fiir diese
Studie untersucht. Insgesamt wurden pro Blutentnahme 2x 9 ml Lithium-Heparin-Blut, 1x
4,7 ml Serum-Blut und 1x 4,7 ml EDTA-Blut abgenommen. Die Blutentnahmen wurden zu den
Zeitpunkten vor (pre v1, pre v2) und zwei Wochen nach beiden Impfungen (post v1, post v2)
durchgefiihrt. Zudem wurde eine Verlaufsmessung 9 Monate nach der zweiten Impfung, was

in etwa den Zeitpunkt 12 Monate nach erster Impfung entspricht, durchgefihrt (Follow-up,

g 1. Impfung y‘ 2. Impfung

Abbildung 5).

| 14 Tage |~ 3Monate | 14 Tage |\ ~ 9 Monate
l | |/ """""""
‘pre v1 ‘ post v1 ‘ pre v2 ‘ post v2 ‘ Follow-up

Kontrollen (n) 39 39 39 38 39

Abbildung 5 Zeitlicher Ablauf der Blutentnahmen zur Untersuchung der VZV-spezifischen Immunantwort.
Die Blutentnahmen erfolgten vor beiden Shingrix-Impfungen sowie zwei Wochen danach. Eine Abschlussmessung
erfolgte etwa 9 Monate nach der zweiten Impfung. Der Abstand zwischen beiden Impfungen betrug etwa 3 Monate.

Die Patienten waren seit mindestens 6 Monaten an der Dialyse und die Blutentnahme erfolgte
vor der jeweiligen Dialysesitzung. Eine Patientin erhielt eine Apherese-Therapie, alle anderen
Patienten waren an der Hdmodialyse. Die ursachlichen Erkrankungen, die bei den Patienten zur

Dialyse fiihrten, sind in Tabelle 9 aufgelistet.
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Tabelle 9 Zugrunde liegende Erkrankungen der Dialysepatienten

Zugrundeliegende Erkrankungen n (%)
Chronische Glomerulonephritis 4 (13,8)
Hereditidre Nephropathie 4 (13,8)%
Urologische Nephropathien (obstruktiv, Nephrektomie) 4 (13,8)
Diabetische Nephropathie 6 (20,7)
Hypertensive/vaskuldre Nephropathie 6 (20,7)
Andere 5(17,2)*

Seinschl. autosomal dominante polyzystische Nierenerkrankung; # eine Patientin mit Lipidapherese.

4.2.2 Probandenkollektiv zur Analyse der Immunantwort nach Impfung mit NVX-
CoV2373
Fir die Untersuchung der NVX-CoV2373 induzierten Immunantwort wurden 29
immungesunde Probanden rekrutiert. Die Rekrutierung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem
Impfzentrum Neunkirchen und dem betriebsarztlichen Dienst des Universitatsklinikums des
Saarlandes (Frau Christina Baum). Fir die Untersuchungen wurden 1x 4,7 ml Lithium-Heparin-
Blut und 1x 4,7 ml EDTA-Blut abgenommen. Die Blutentnahmen fanden vor erster Impfung
sowie zwei Wochen nach erster und zweiter Impfung statt. Zudem wurden Verlaufsmessungen
3 und 6 Monate nach der zweiten Impfung durchgefiihrt. 4 Probanden waren bereits vor der
ersten Impfung mit SARS-CoV-2 infiziert. Die restlichen Probanden hatten zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses keine vorherige Infektion. Bei Probanden, die im zeitlichen Verlauf der
Untersuchung eine SARS-CoV-2-Infektion durchgemacht haben, wurde 14 bis 30 Tage nach
Feststellung der Infektion ebenfalls Blut abgenommen und untersucht (Abbildung 6A). Fur die
Untersuchung der Immunogenitat verschiedener SARS-CoV-2-Impfstoffe wurden Daten 13 bis
18 Tage nach der zweiten Impfung von 22 NVX-CoV2373 geimpften Personen alters - und
geschlechtsangepasst mit 22 BNT162b2 (Biontech) und 22 mRNA-1273 (Moderna) geimpften
Probanden verglichen (Abbildung 6B). Die Probanden aus den mRNA-Impfregimen wurden
bereits im Rahmen vorheriger Projekte unserer Arbeitsgruppe rekrutiert. An den Analysen der
Proben war ich ebenfalls beteiligt (KLEMIS et al., 2022; SCHMIDT et al., 2021a). Ein Ethikvotum
der Arztekammer des Saarlandes (76/20 inklusive Erganzungen) liegt vor und alle Probanden
wurden im Vorfeld ausfuhrlich aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis zur

Teilnahme an den Untersuchungen.
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Abbildung 6 Studiendesign zur Untersuchung der NVX-CoV2373 induzierten Immunitat (A) Einfluss von
SARS-CoV-2-Infektionen auf die Immunitdt NVX-CoV2373 geimpfter immungesunder Probanden im zeitlichen
Verlauf. (B) Vergleich der impfinduzierten Immunitat des proteinbasierten Impfstoffes NVX-CoV2373 mit den
beiden mRNA-Impfstoffen BNT162b2 und mRNA-1273 nach der 2. Impfdosis bei immungesunden Menschen.

4.3 Quantifizierung und Charakterisierung Antigen-spezifischer T-Zellen mittels

Kurzzeitstimulation

Zur Quantifizierung und Charakterisierung Antigen-spezifischer T-Zellen werden Lymphozyten
im heparinisierten Vollblut durch die Zugabe von Antigenen stimuliert. Dabei wird die
Stimulation der T-Zellen durch das Hinzufligen von kostimulatorischen Antikdrpern
unterstltzt. Die Antigene werden von antigenpradsentierenden Zellen (APCs) aufgenommen,
prozessiert und als Peptide auf den MHC-Molekdilen prasentiert. Sobald T-Zellen den Peptid-

MHC-Komplex erkennen, erfolgt ihre Aktivierung. Dies flhrt zur Expression von
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Aktivierungsmarkern wie CD69 auf der Zelloberflache sowie zur Produktion und Sekretion
verschiedener Zytokine wie IFNy, IL-2 und TNFa. Durch die Zugabe des Sekretionsinhibitor
Brefeldin A (BFA) wird der retrograde Export der Zytokine iber die Transportvesikel vom Golgi
zum ER gestoppt, wodurch die Zytokine nicht mehr sezerniert werden und intrazellular
akkumulieren. Dies ermodglicht spater eine intrazellulare Analyse der Zytokine im
Durchflusszytometer. Nach der Inkubation werden Erythrozyten lysiert und die Leukozyten
fixiert. Um intrazelluldre Molekile untersuchen zu kdnnen, werden die Zellen permeabilisiert
und anschlieBend mit Fluorchrom-gekoppelten Antikérpern behandelt. Die gebundenen

Antikorper kénnen mittels Durchflusszytometrie detektiert werden.

4.3.1 Stimulation Antigen-spezifischer T-Zellen

Zur Untersuchung SARS-CoV-2-spezifischer T-Zellen mit einem Farbeansatz wurden 225 pl
heparinisiertes Vollblut verwendet. Fir die Untersuchung der VZV-spezifischen T-Zell-Antwort
wurden 450 pl bei zwei Farbungen und 600 pl Vollblut bei drei Farbungen verwendet. Die
Stimulation erfolgte mit 1 ug/ml anti-CD28 und anti-CD49d (kostimulatorische Antikdrper) und
Zugabe der spezifischen Antigene in der entsprechenden Konzentration (Tabelle 10). Fir die in
der Arbeit verwendeten Antigene von JPT und GSK wurde DMSO 1:10 verdiinnt in PBS als
Negativkontrolle genutzt. Sowohl VZV- als auch HSV-Lysate stammen aus infizierten
Fibroblasten, weshalb Lysat von nicht infizierten Fibroblasten als Negativkontrolle verwendet
wurde. Staphylococcus aureus Enterotoxin B (SEB) diente als Positivkontrolle. SEB zahlt zu den
Superantigenen, welches an MHC-Molekile der APCs und an spezifische Vp-Regionen von T-
Zell-Rezeptoren (TCR) bindet, wodurch eine polyklonale Stimulation der T-Zellen
hervorgerufen wird. Nach Durchmischung der Proben, wurden die R6hrchen aufrechtstehend
und mit leicht angeschraubtem Deckel fur 6 h bei 37° Cund 5 % CO; im Brutschrank inkubiert,
um einen optimalen Gasaustausch zu gewahrleisten. Nach 2 h Inkubation wurden 10 pg/ml
BFA hinzugegeben, wodurch die Sekretion der produzierten Zytokine gehemmt wurde.

AnschlieBend wurden die Ansatze fur weitere 4 h im Brutschrank inkubiert.

Tabelle 10 Antigene und deren Menge, die zur VZV- oder SARS-CoV-2 spezifischen Stimulation eingesetzt

wurde

Antigen Lésungsmittel Menge / ml Vollblut

VZV- und HSV-spezifische Stimulation

Kontroll-Lysat (Negativkontrolle) H,O dest. 32 4l
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DMSO, 1:10 in PBS verdlinnt (Negativkontrolle) 56 pl, 0,56 %

VZV-Lysat H,O dest. 32 ul
VZV-gE Protein (GSK) PBS 10 pg
VZV-gE Protein (GenWay) k.A. 10 ug
VZV-gE Peptide (JPT) DMSO, 1:10 verdinnt in PBS 2 ug
VZV-gE Peptide (AID) PBS 2 ug
SEB H>O dest. 2,5 ug
HSV-Lysat H>O dest. 32 pl

SARS-CoV-2 spezifische Stimulation

DMSO, 1:10 in PBS verdlinnt (Negativkontrolle) 64 ul, 0,64 %
Spike Glykoprotein Peptide (JPT) DMSO, 1:10 verdiinnt in PBS 2 ug
NCAP Peptide (JPT) DMSO, 1:10 verdinnt in PBS 2 ug
VME1 Peptide (JPT) DMSO, 1:10 verdinnt in PBS 2 ug
Wildtyp/FFM7 MEM 100
Alpha MEM 100
Beta MEM 100
Delta MEM 100 pl
BA.1 MEM 100 pl
BA.2 MEM 100 pl
MEM (Negativkontrolle) MEM 100 pl

4.3.2 Lyse von Erythrozyten und Fixierung der Leukozyten

Nach der Inkubation erfolgte die Zugabe von 100 pl/ml 20 mM Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA), welches als Chelator Zell-Zell-Interaktionen sowie an der GefaBwand haftende Zellen
|6st. Die Proben wurden anschlieBend 10 s mittels Vortex kréftig durchmischt und fir 15 min
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Um die Erythrozyten zu lysieren und die Lymphozyten zu
fixieren, wurden die Proben mit 9 ml Lysinglésung pro ml Vollblut versetzt und fir 10 min bei
RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben bei 353 g fiir 7 min zentrifugiert. Die Uberstande
wurden abgesaugt und das Zellpellet durch Ziehen der Réhrchen Uber ein Gitter geldst. Die
Proben wurden mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen und erneut bei 353 g fir 7 min
abzentrifugiert. Nach Absaugen der Uberstinde wurden die Zellen in FACS-Puffer
resuspendiert. Das Volumen richtete sich nach der Anzahl der verschiedenen Farbungen. Pro
Farbe-Ansatz wurden 200 pl FACS-Puffer zur Zellsuspension gegeben. Die Proben wurden bis

zur Farbung fir maximal 3 Tage im Kuhlschrank bei 4° C gelagert.
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4.3.3 Farbungen zur durchflusszytometrischen Analyse
Um die Lymphozyten mittels Durchflusszytometrie analysieren zu kénnen, werden die fixierten
Proben mit Fluorochrom-gekoppelten, monoklonalen Antikérpern behandelt. Dadurch kénnen

sowohl Oberflachenmarker als auch intrazellulare Molekile nachgewiesen werden.

4.3.3.1 Intrazelluldire Fdrbung

Nach der Stimulation und Fixierung der Proben wurden pro Farbung 200 pl der Zellsuspension
mit 2 ml Saponin-Puffer versetzt und fir 10 min bei RT inkubiert. Durch die Zugabe von
Saponin wurden die Zellen permeabilisiert, wodurch die Antikérper ins Zellinnere gelangen
konnten. Nach der Inkubation mit Saponin-Puffer wurden die Proben bei 353 g fir 7 min
zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes, wurden die Proben mit 50 ul Saponin-haltigem
Antikdrpergemisch (Tabelle 11) versetzt und fir 30 bis 45 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Die
ungebundenen Antikdper wurden durch Zugabe von 3 ml FACS-Puffer und anschlieBender
Zentrifugation bei 353 g fiir 7 min entfernt. Nach Absaugen der Uberstande wurden die Proben
in 150 pl 1 % Paraformaldehyd (PFA) aufgenommen und anschlieBend durchflusszytometrisch

untersucht.

Tabelle 11 Zusammensetzung der in dieser Arbeit verwendeten intrazelluldren Farbe-Ansitze

Antikorper Fluorochrom Farbung 1 Farbung 2 a Farbung 2 b
Menge [pl] Menge [pl] Menge [pl]

CD4 APC-H7 1,50

APC 0,5 0,5
CD69 PE-Cy7 1,50

PerCP 2 2
CcD8 PerCP 4,00
IFNy FITC 0,50 0,5 0,5
IL2 PE 3,00/4,00*
TNFa V450 1,00
CTLA-4 APC 2,00
CD45R0 PE-CY7 1,25 1,25
CD27 V450 2,5 2,5
CD39 PE 3
CD62L PE 8
SAP 5% 1,00 1 1
FACS-Puffer 35,50/34,50* 39,25 34,25
Gesamt 50 50 50

*Zur Untersuchung SARS-CoV-2 spezifischer T-Zellen wurde nur Farbung 1 durchgefiihrt, wobei eine groBere Menge des IL-2
Antikorpers eingesetzt und entsprechend das Volumen an FACS-Puffer verringert wurde.
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4.3.3.2 Intranukledre Fdrbung

Um die Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 zu untersuchen, ist es notwendig diesen
intranuklear anzufarben. Fir diese Untersuchung wurde von 5 gesunden Probanden zu den
verschiedenen Zeitpunkten eine intranukledre Farbung durchgefiihrt. Hierfir wurden 200 pl
Zellsuspension mit 1 ml FIX/PERM versetzt und fir 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend
wurden 2 ml Permeabilisierungspuffer hinzugefligt und die Proben fiir 7 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt, die Proben mit Antikérper-Gemisch (Tabelle 12) versetzt und fiir
30 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Danach wurden 2 ml Permeabilisierungspuffer
hinzugefiigt und die Proben 7 min bei 353 g zentrifugiert. AbschlieBend wurden die Proben

mit 150 pl 1 % PFA versetzt und durchflusszytometrisch untersucht.

Tabelle 12 Antikorper-Gemisch zur intranukledren Untersuchung des Proliferationsmarkers Ki-67

Antikorper Fluorochrom Menge [ul]
CD4 PE-Cy7 1,5
CD27 PE 2

IFNy FITC 0,5
CD8 PerCP 4
Ki-67 APC

Granzym B V450 2
Permeabilisierungspuffer 39
(eBiosciences)

Gesamt 50

4.4 Oberflichenfarbung zur Charakterisierung von B- und T-Zellsubpopulationen

Zur Untersuchung von B- und T-Zellsubpopulationen werden die Immunzellen mit Fluorchrom-
gekoppelten Antikdrpern gegen Oberflichenmarker gefarbt. Anhand der Expression
charakteristischer Oberflaichenmarker koénnen die Zellsubtypen im Durchflusszytometer

identifiziert werden.

Fir die Untersuchung der Antigen-unabhdngigen Immunreaktion nach HZ/su-Impfung
wurden zwei Farbungen, wie zuvor beschrieben, durchgefihrt (SCHOCH et al., 2017). Zum
einen wurden die T-Zellsubpopulationen und insbesondere die follikuldren T-Helferzellen
sowie der Differenzierungsstatus betrachtet (Tabelle 13). Zum anderen erfolgte die Analyse der
B-Zellsubpopulation einschlieBlich Plasmablasten (Tabelle 14). Fir die Antigen-unspezifische
Immunreaktion nach Impfung gegen COVID-19 wurden die Proben bezlglich ihrer B- und T-

Zellsubpopulationen in einer Farbung untersucht (

38



Tabelle 15). Pro Farbung wurde jeweils 100 pl heparinisiertes Vollblut verwendet, das zunachst
mit 500 pl (unsterilem) RPMI-Medium versetzt und bei 353 g fiir 10 min zentrifugiert wurde.
Der Waschschritt war notwendig, da freies IgD oder CD27 im Plasma die fiir die Farbung
verwendeten Antikdrper binden kdnnten und diese dadurch nicht mehr zur Bindung an den
Oberflachenmolekiilen der Lymphozyten zur Verfligung standen und damit auch nicht in der
Messung detektiert waren. Um dabei ein Absaugen des Zellpellets zu verhindern, wurde der
Uberstand vorsichtig abpipettiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der Antikérper-Lésung
und die Proben wurden fir 25 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Um die Erythrozyten zu
lysieren, wurden die Proben anschlieBend mit 2 ml Lysingldsung versetzt und nochmals fiir
10 min im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Proben bei 353 g fiir 7 min zentrifugiert und
der Uberstand wurde absaugt. Die Proben wurden mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen und erneut
bei 353 g fiir 7 min zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Proben in 150 pl

1 % PFA resuspendiert und durchflusszytometrisch gemessen.

Tabelle 13 Antikorper- Gemisch zur Analyse follikulidrer T-Helferzellen nach HZ/su-Impfung

Antikorper Fluorochrom Menge [ul]

CD4 APC-H7 1
CD8 V500 1

CD45RO PE-Cy7 1,25
CD27 FITC 4
CXCR5 PerCP-Cy5.5 1
ICOS/CD278 PE 5
PD1 APC 5

Gesamt 18,5

Tabelle 14 Zusammensetzung Antikorper-Gemisch zur Analyse von B-Zell-Subpopulationen nach HZ/su-
Impfung

Antikorper Fluorochrom Menge [ul]
CD19 FITC 2,5
IgD PE-Cy7 3
cD27 APC 05
CD38 PE
CD3 PerCP 4
Gesamt 15
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Tabelle 15 Zusammensetzung Antikérper-Gemisch zur Untersuchung von B- und T-Zellsubpopulationen
nach SARS-CoV-2 Impfung

Antikorper Fluorochrom Menge [ul]

CD19 FITC 2,5
IgD PE-Cy7 3

CD27 APC 0,5
CD38 PE 5
CD3 PerCP 4
CD4 APC-H7 1
CD8 V500 1

Gesamt 17

4.5 Proliferations-Assay

Durch Antigen-spezifische Aktivierung kdnnen T-Zellen zur Proliferation und Differenzierung
angeregt werden. Neben der Analyse der Ki-67-Expression wurde in dieser Arbeit auch die
VZV-spezifische Proliferationsfahigkeit von CD4 und CD8 T-Zellen mittels Carboxyfluorescein-
Succinimidylester  (CFSE)-Proliferations-Assay untersucht. Hierfir werden wie zuvor
beschrieben frisch isolierte periphere mononukleare Blutzellen (PBMC) mit Carboxyfluoreszein-
Diacetat-Succinimidylester (CFDA-SE) gefarbt (SESTER et al., 2008). Der membrandurchlassige
Fluoreszenzfarbstoff CFDA-SE wird intrazellular durch Esterasen zu CFSE gespalten, wodurch
der Farbstoff nicht mehr aus der Zelle dislozieren kann. Bei jeder Zellteilung halbiert sich die
Konzentration des Farbstoffs, was spater in der Durchflusszytometrie detektiert werden kann
(QUAH et al., 2007). Die Arbeitsschritte werden soweit moglich unter sterilen Bedingungen
durchgefihrt. Zellkulturmedien und Lésungen werden vor Verwendung auf Raumtemperatur

erwarmt.

4.5.1 Isolierung von PBMCs mittels Dichtegradientenzentrifugation

Die Isolierung von PBMCs aus Vollblut erfolgte durch eine Dichtegradientenzentrifugation tber
einen Ficoll-Gradienten. Hierfir wurden in einem 50 ml Reaktionsrohrchen 8 bis 9 ml
heparinisiertes Vollblut mit PBS-0,02 % EDTA auf 35 ml aufgefiillt und gemischt. AnschlieBend
wurde das Gemisch mit 13 ml Ficoll vorsichtig unterschichtet. Durch die nachfolgende
Zentrifugation bei 1306 g fiir 20 min ohne Bremse kam es zur Auftrennung der Blutbestandteile
in einzelne Schichten. Aufgrund ihrer geringen Dichte lagern sich Erythrozyten und
Granulozyten am Boden des Rdhrchens als rote Schicht ab. Dartber befindet sich die Ficoll-

Schicht. Monozyten und Lymphozyten besitzen eine hdhere Dichte und bilden daher eine
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Intermediarschicht zwischen Ficoll und dem Plasma, welches zusammen mit Thrombozyten die
oberste Schicht bildet. Nach der Zentrifugation wurden die PBMCs in der Intermediarschicht
vorsichtig mit einer 5 ml serologischen Pipette abgesaugt und in ein neues Reaktionsgefal
Uberfihrt. Da die Ficoll-Ldsung einen zytotoxischen Effekt besitzt, wurden die PBMCs
gewaschen. Hierflir wurde die Zellsuspension mit PBS-0,02 % EDTA auf 50 ml aufgefiillt und
bei 677 g fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet wurde durch
Ziehen Uber ein Metallgitter gelockert. Das R6hrchen mit der Zellsuspension wurde erneut mit
PBS-0,02 % EDTA auf 30 ml aufgefillt und gewaschen. Nach der Zentrifugation bei 301 g fir

10 min wurde der Uberstand entfernt und das Pellet erneut resuspendiert.

4.5.2 Farben der PBMCs mit CFDA-SE und Kultivierung der Zellen

Die isolierten PBMCs wurden in 1 ml PBS-0,1% humanes Serum Albumin (HSA) resuspendiert
und in ein 15 ml Réhrchen tberfihrt. AnschlieBend wurden die PBMCs mit 10 mM CFDA-SE in
PBS-0,1 % HSA inkubiert, wobei nach der Zugabe des CFDA-SE darauf geachtet wurde, dass
die Proben stets dunkel standen. Es folgte eine 10-minitige Inkubation der Zellen bei 37 °C
auf dem Rollschiittler. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 11 ml Markierungsmedium
abgestoppt. AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation bei 353 g fir 10 min. Nach Abkippen des
Uberstandes und Lésen des Zellpellets wurden die Zellen mit 13 ml Markierungsmedium fiir
5 min bei 37 °C auf dem Rollschuttler gewaschen. Die Zellen wurden danach bei 353 g fur
10 min zentrifugiert. Der Waschschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt. Nach Entfernen des
Uberstandes und Resuspendieren des Zellpellets wurden die Zellen in 2 ml Wachstumsmedium
resuspendiert. AnschlieBend wurden 10 yl Zellsuspension 1:10 in 3 % Essigsaure verdiinnt,
wodurch die Erythrozyten lysiert wurden, und in der Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Fir den
Proliferations-Assay wurden pro Vertiefung einer 96-Loch-Platte 600.000 PBMCs eingesetzt.
Um die exakte Zellzahl einzustellen, wurde die Zellsuspension bei 353 g fir 10 min
zentrifugiert, der Uberstand vollstandig entfernt und die Zellen mit dem berechneten Volumen
an Wachstumsmedium resuspendiert. Es wurden 30 pl Zellsuspension und 30 ul Antigenansatz
(Tabelle 16) mdglichst blasenfrei in die Vertiefungen einer 96-Loch Platte mit Flachboden
pipettiert. Aus technischen Grinden wurde ein anderes VZV-Lysat als in der Antigen-
spezifischen Kurzzeitstimulation verwendet, fiir welches gezeigt wurde, dass es lber einen
langeren Zeitraum nicht toxisch auf die Zellen wirkt. Zudem wurde eine Vertiefung freigehalten,

da Zellen, welche mit SEB stimuliert wurden, aufgrund der starkeren Proliferation zu einem
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spateren Zeitpunkt gesplittet werden mussten. Je zwei an die Proben angrenzende Reihen
wurden mit jeweils 200 pl sterilem PBS aufgefillt, um eine Verdunstung der Proben zu

verhindern. Die Platte wurde bei 37 °C und 5 % CO, in Brutschrank inkubiert.

Tabelle 16 Verwendete Antigene fiir Proliferations-Assay

Antigen Menge / ml Voliblut
Kontroll-Antigen (MEWO-Lysat, Negativkontrolle) 1,46 mg

VZV-Lysat (AbD Serotec) 1,46 mg

DMSO, 1:10 in PBS verdiinnt (Negativkontrolle) 0,56 %

VZV-gE Peptid-Mix, 1:10 in PBS verdiinnt 2 ug

VZV-gE Protein 10 pg

SEB 2,5 g

Am Folgetag wurden die Vertiefungen, welche das Zell-Antigen-Gemisch enthielten, mit 240 pl
vorgewarmten Wachstumsmedium aufgefillt, wodurch sich ein Gesamtvolumen von 300 pll
pro Vertiefung ergab. Aufgrund ihrer starken Proliferation mussten die mit SEB stimulierten
Zellen, welche als Positivkontrolle dienten, nach 3 bis 4 Tagen 1:1 gesplittet werden, um das
bereits verbrauchte Medium auszutauschen. Hierfiir wurden die Zellen durch mehrmaliges Auf-
und Abpipettieren resuspendiert und 150 pl der Zellsuspension in eine neue Vertiefung

Uberfihrt. AnschlieBend wurden beide Vertiefungen mit 150 yl Wachstumsmedium aufgefllt.

4.5.3 Zellernte und Messung der PBMCs

Nach 7-tdgiger Inkubation im Brutschrank bei 37 °C wurden die Zellen geerntet. Hierfiir wurden
zunéchst 150 pl des Uberstandes enthommen und bei -80 °C eingefroren. Danach wurden die
Zellen durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert und die Zellsuspension wurde in ein
Durchflusszytometer-Réhrchen tberfuhrt. AnschlieBend wurden die Vertiefungen zweimal mit
200 pl PBS gewaschen und die Suspensionsmengen in einem Durchflusszytometer-Réhrchen
vereint. Durch die Zugabe von 100 pl/ml 20mM EDTA wurden die Zell-Zell-Interaktionen
gelost. Die Rohrchen wurden 10 s gemischt und dann fir 15 min im Dunkeln inkubiert. Nach
der Zugabe von 2 ml FACS-Puffer wurden die Proben bei 353 g fir 10 min zentrifugiert. Die
Uberstande wurden vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet mit dem Antikérper-Gemisch
versetzt (Tabelle 17) und fir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend erfolgte die

Zugabe von 3 ml FACS-Puffer und Zentrifugation fir 10 min bei 353 g, wodurch das
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iberschiissige Antikérpergemisch entfernt wurde. Nach Entfernen des Uberstandes wurden die

Proben in 150 pl 1 % PFA aufgenommen und durchflusszytometrisch gemessen.

Tabelle 17 Zusammensetzung Antikdrper-Gemisch zur Analyse VZV-spezifischer Proliferation von T-Zellen

Antikorper Fluorochrom Menge [ul]
CD4 PE 4
CD8 PerCP 6
CD3 APC 1
FACS-Puffer 39
Gesamt 50

4.6 In vitro Versuche mit immunsupprimierenden Medikamenten

In dieser Arbeit wurden in vitro Versuche durchgefiihrt, bei denen Blutproben von gesunden
Probanden nach der zweiten HZ/su-Impfung mit verschiedenen Medikamenten inkubiert
wurden, um den Einfluss dieser Medikamente auf die VZV-spezifische Immunogenitat zu
untersuchen (Tabelle 18). Zum einen wurden die Immunsuppressiva Methylprednisolon,
Cyclosporin A und Tacrolimus eingesetzt, welche bei Transplantierten als Immunsuppressiva
zur Verhinderung einer TransplantatabstoBung verabreicht werden. Weiterhin wurden
Abatacept, Adalimumab, Etanercept, Rituximab, Tocilizumab und Tofacitinib als reprasentative
Medikamente gegen rheumatoide Erkrankungen verwendet. Die Medikamente wurden in drei
verschiedenen Konzentrationen zu den Proben hinzugefiigt, wobei die mittlere Konzentration
dem maximalen Plasmaspiegel fir jedes Medikament entspricht. Zudem wurde die 5-fach
hohere und die 5-fach geringere Konzentration untersucht. Bei Methylprednisolon erfolgte die
Abstufung in der 10-fach hoheren und 10-fach niedrigeren Konzentration. Die
Konzentrationsstufen wurden bereits in vorherigen Arbeiten etabliert (SCHUB, 2016). Die
verwendeten Losungsmittel H,O dest. fir Immunsuppressiva und EtOH fir Rheuma-

Medikamente dienten als Referenzwert.

Tabelle 18 Verwendete Medikamente, um deren Einfluss auf die VZV-spezifische Immunitét zu untersuchen

Medikament niedrige mittlere hohe
Konzentration Konzentration Konzentration
[ug/ml] [ng/ml] [ug/ml]

Cyclosporin A 0,16 0,8 4

Methylprednisolon 0,1 1 10

Tacrolimus (Antigen-spezifische Stimulation) 4 20 100

Tacrolimus (Proliferations-Assay) 0,8 4 20

Abatacept 30 150 750
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Adalimumab 20 100 500

Etanercept 0,5 2,5 12,5
Rituximab 60 300 1500
Tocilizumab 60 300 1500
Tofacitinib 0,01 0,05 0,25

Fir die Kurzzeitstimulation wurden die Medikamente in den Konzentrationen gering, mittel
und hoch sowie das Losemittel zu je 225 pl Vollblut pipettiert und fiir 2 h bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe der kostimulatorischen Antikdrper sowie
der VZV-gE Peptide als Antigen, 0,56 % DMSO als Negativkontrolle und SEB als

Positivkontrolle. Der weitere Ablauf wurde wie zuvor beschrieben (Abschnitt 4.3) durchgefiihrt.

Zudem wurde der Einfluss von Immunsuppressiva auf die Proliferationsfahigkeit der T-Zellen
untersucht. Hierfir wurden PBMCs wie im Abschnitt 4.5 beschrieben isoliert, mit CFDA-SE
gefarbt und die Zellzahl eingestellt. Von der Zellsuspension wurden 30 ul in die Vertiefungen
pipettiert, das Antigen-Gemisch wurde auf ein Volumen von 20 pl eingestellt und hinzugefiigt.
Die drei verschiedenen Konzentrationen der Medikamente Methylprednisolon, Cyclosporin A
und Tacrolimus wurden in 10 pl Volumen hinzu pipettiert, sodass sich ein Gesamtvolumen von
60 pl ergab. Aufgrund der starken Reduktion der Proliferationsfahigkeit durch das Medikament
(LASKIN et al, 2017) wurde bei Tacrolimus im Vergleich zur Kurzzeitstimulation geringere
Konzentrationen eingesetzt, um eine Auswertung von verschiedenen Konzentrationsstufen zu

ermaoglichen. Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten wie beschrieben.

4.7 Durchflusszytometrische Analyse

Zur Charakterisierung der Immunzellen aus Vollblut und isolierten PBMCs wurde in der Arbeit
die Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) genutzt. Bei dieser
Methode kdnnen Immunzellen aufgrund ihrer zellularen Eigenschaften, sowie dem
Vorhandensein von Fluoreszenzsignalen identifiziert werden. Durch hydrodynamische
Fokussierung werden die Zellen aus den Proben zundchst Uber einen Hillstrom an der
Mikrokapillare vereinzelt, sodass die Zellen nacheinander den Laserstrahl passieren. Das
Laserlicht, welches auf die partikularen Strukturen trifft, wird in Abhangigkeit der duBeren und
inneren Struktur der Zelle gestreut. Die Intensitdat des nach vorn abgelenkten Streulichts
(forward scatter, FSC) gibt Aufschluss Uber die GroBe der Zelle, wahrend abgestrahltes
Seitwartslicht (sideward scatter, SSC) als MaB fiir die Zellgranularitat dient (MCKINNON, 2018).
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Dabei wird die Lichtintensitat von verschiedenen im FACS-Gerat befindlichen Detektoren
erkannt und quantifiziert. Dadurch konnen bei der Analyse der Blutproben Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten unterschieden werden (Abbildung 7, oberer Plot). Zusatzlich zu
diesen Eigenschaften kénnen die Zellen im Vorfeld mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern
behandelt werden, um weitere Zellstrukturen zu charakterisieren und Zellsubtypen zu
untersuchen. Die Antikdrper konnen spezifisch an Oberflaichenmolekiile wie CD4, CD8, CD69
oder nach Permeabilisierung der Zellmembran an intrazellulare Molekile binden. Im
Durchflusszytometer wird die Energie des Laserlichts vom Fluoreszenzfarbstoff absorbiert und
in einer fir den Farbstoff charakteristischen Wellenlange emittiert, die Gber ein Filtersystem zu
den Detektoren geleitet und dort quantifiziert werden kann. Durch die charakteristischen
Wellenlangen der Farbstoffe besteht die Maoglichkeit mehrere Farbstoffe gleichzeitig
einzusetzen und damit auch verschiedene Molekile in einer Messung zu untersuchen

(LUTTMANN et al., 2014).

4.8 Auswertung durchflusszytometrischer Messungen

Die durchflusszytometrischen Messungen erfolgten an zwei verschiedenen Gerdten (BD Canto
[l und BD Lyric). Die anschlieBende Auswertung wurde mit der BD Diva Software (Version 6.1.3)
bzw. FlowJo v10.8.0 durchgefiihrt. Die Darstellung der Messung erfolgte in Form von Dotplots,

wobei jeder Punkt eine Zelle zeigt.

4.8.1 Auswertung von Oberflachenfiarbungen

Bei allen Oberflachenfarbungen werden zunachst die Leukozyten-Subpopulationen anhand
des SSC und FSC identifiziert. Dabei liegen Granulozyten aufgrund ihrer GréBe und Granularitat
langgezogen im oberen Bereich des Dotplots. Monozyten besitzen eine ahnliche Granularitat
sind aber deutlich kleiner und daher unterhalb der Granulozyten lokalisiert. Wegen ihrer
geringeren GroBe und Granularitat sind die Lymphozyten im linken unteren Bereich des
Dotplots zu finden. Im Folgenden werden die Auswertestrategien zur Ermittlung der jeweiligen

Zellpopulationen dargestellt.

Zur Untersuchung der T-Zellsubpopulationen werden innerhalb der Lymphozyten CD4 und
CD8 T-Zellen identifiziert. Follikulare T-Helferzellen (Tfh) werden innerhalb der CD4 T-Zellen

als CXCR5" identifiziert und anschlieBend auf die Expression von PD-1 und ICOS untersucht.
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Zusatzlichen wird der Differenzierungsstatus von CD4, CD8 und Tfh-Zellen mit Hilfe der
Oberflachenmarker CD45RO und CD27 analysiert (Abbildung 7).
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Abbildung 7 Auswertstrategie zur Analyse von T-Zell-Subpopulationen und follikuldren T-Helferzellen nach
durchflusszytometrischer Messung Lymphozyten werden durch FSC und SSC identifiziert. Innerhalb der
Lymphozyten werden CD4 (grau) und CD8 T-Zellen (pink) dargestellt. Follikulare T-Helferzellen (Tfh, griin) werden
als CXCR5 positive CD4 T-Zellen identifiziert. Tfh-Zellen werden weiterhin auf die Expression der Marker PD-1 und
ICOS analysiert. CD4, CD8 und Tfh-Zellen werden anhand der Expression von CD45R0O und CD27 in naive, zentrale
Gedachtnis- (CM), Effektor-Gedachtnis- (EM) und terminal differenzierte Effektor-Gedachtnis-Zellen (TEMRA)
eingeteilt (untere Reihe).

Fir die Analyse der B-Zell-Subpopulationen erfolgt ausgehend von den Lymphozyten die
Auftrennung von B-Zellen (CD197CD3") und T-Zellen (CD3*CD19; Abbildung 8). Die B-Zellen
werden bezlglich ihres Differenzierungsstatus mit Hilfe der Marker IgD und CD27 untersucht.

Naive B-Zellen werden als IgD*CD27°, non switched memory B-Zellen als IgD*CD27" und
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switched memory B-Zellen als IgD"CD27" identifiziert. Um die Plasmablasten zu identifizieren,
wird parallel die gleiche Auswertstrategie durchgefiihrt (Abbildung 8, Mitte) mit dem
Unterschied, dass das Lymphozyten-Gate groBer gelegt wird, da die Plasmablasten

weitflachiger verteilt sind. Die Plasmablasten werden innerhalb der switched memory B-Zell-

Population als CD38*CD27" identifiziert.
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Abbildung 8 Auswertstrategie zur Untersuchung von B-Zell-Subpopulationen Nach Identifikation der
Lymphozyten, erfolgt die Einteilung von B- und T-Zellen anhand der Marker CD19 und CD3. B-Zellen werden unter
Verwendung von IgD und CD27 in naive, non-switched und switched memory B-Zellen eingeteilt. Plasmablasten
werden innerhalb der switched memory B-Zellen als CD38* identifiziert.

4.8.2 Auswertung von intrazellularen Farbungen nach Kurzzeitstimulation
Fur die Analyse wurden alle Proben eingeschlossen, in welchen mindestens 10000 CD4 T-Zellen
detektiert wurden. Messungen mit einer Anzahl von 8000-10000 T-Zellen wurden lediglich

eingeschlossen, wenn ausreichend reaktive T-Zellen detektiert wurden. Zur Untersuchung des
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Antigen-spezifischen Zytokinprofils wurden nur Proben fir die statistische Analyse genutzt,
welche mindestens 30 CD69 positive T-Zellen nach Abzug der Negativkontrolle aufwiesen. Fir
die Analyse der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) von CTLA-4 wurden Proben mit

mindestens 20 CD69 positiven T-Zellen verwendet.

Zuerst werden die Lymphozyten mittels FSC und SSC dargestellt. Da aneinanderhaftende Zellen
(Dubletten) falsche Signale erzeugen kdnnen, werden im nachsten Schritt, mittels FSC-Hohe
und FSC-Flache nur die einzelnen Lymphozyten charakterisiert. Zudem werden unspezifische
Signale mit Hilfe des V500-Kanals ausgeschlossen. Anhand der eingeschlossenen Population
werden CD4 und CD8 T-Zellen inklusive ihrer IFNy Ko-Expression dargestellt, um beide
Subpopulationen zu identifizieren. Da einige Zellen sowohl CD4 als auch CD8 exprimieren,
werden im nachsten Schritt nur noch CD4*CD8 T-Zellen (Abbildung 9, rot, links) oder
CD8"CD4 T-Zellen (Abbildung 9, blau, rechts) dargestellt. AnschlieBend werden die beiden T-
Zellpopulationen beziiglich ihrer Ko-Expression von CD69 und IFNy charakterisiert und die
doppelt-positiven Zellen als Antigen-spezifische T-Zellen quantifiziert. Zusatzlich wird die
Expression von IL-2 und TNFa jeweils zusammen mit der CD69 Expression dargestellt. Die
Darstellung erfolgt zum einen mit IFNy exprimierenden Zellen, zum anderen ohne. Anhand
dieser Darstellungen kdnnen sieben Subpopulationen von Zytokin exprimierenden CD69" T-
Zellen identifiziert werden: IFNy® TNFa®; dreifach™; IFNy* einfach, IFNy* IL-2*; TNFa™ einfach;
TNFo* IL-27%; IL-2* einfach.
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Abbildung 9 Auswertstrategie Zytokin produzierender Antigen-spezifischer T-Zellen Lymphozyten werden
anhand von FSC und SSC detektiert. Im weiteren Schritt werden Dubletten ausgeschlossen. AnschlieBend werden
Lymphozyten die ausschlieBlich CD4 oder CD8 exprimieren identifiziert. Antigenspezifische CD4 und CD8 T-Zellen
werden durch die Ko-Expression von CD69 und IFNy quantifiziert. Zusatzlich werden CD69* T-Zellen bezliglich der
Expression der Zytokine IL-2 und TNFa untersucht. Anhand der Zytokinexpressionsmuster konnen die T-Zellen in 7
Subpopulationen eingeteilt werden.

4.8.3 Auswertung des Differenzierungsstatus VZV-spezifischer CD4 T-Zellen nach
intrazelluldrer Farbung

Zur Untersuchung des Differenzierungsstaus VZV-spezifischer CD4 T-Zellen wurden zunachst

die Lymphozyten-Population durch FSC und SSC dargestellt und die einzelnen Lymphozyten

identifiziert (Abbildung 10). Innerhalb der Lymphozyten-Einzel-Subpopulation werden CD4 T-

Zellen identifiziert. Danach wird der Differenzierungsstatus aller CD4 T-Zellen mit Hilfe der
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Marker CD45RO und CD27 bestimmt. Dabei werden Effektor-Gedachtnis-Zellen (EM) als
CD45RO*CD27", zentrale Gedachtnis-Zellen (CM) als CD45RO*CD277, naive Zellen als CD45RO"
CD27* und terminal differenzierte Effektor-Gedachtnis-Zellen (TEMRA) als CD45RO CD27"
definiert. Desweitern werden innerhalb der CD4 T-Zellen reaktive CD69*IFNy* T-Zellen
detektiert, welche dann wiederum beziglich ihres Differenzierungsstatus eingeteilt werden.

Zusatzlich wird in dieser Farbung die MFI von CD39 auf CD4 T-Zellen untersucht.
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Abbildung 10 Auswertstrategie zur Bestimmung des Differenzierungsstatus von CD4 T-Zellen anhand der
Marker CD45RO und CD27 Lymphozyten werden durch FSC und SSC identifiziert und Dubletten ausgeschlossen.
Innerhalb der Lymphozyten-Einzel-Population werden CD4* T-Zellen identifiziert. Im weiteren Schritt erfolgt die
Einteilung der CD4 T-Zellen anhand der Expression von CD45RO und CD27 in naive, zentrale Gedachtnis- (CM),
Effektor-Gedachtnis- (EM) und terminal differenzierte Effektor-Gedachtnis-Zellen (TEMRA). Zusatzlich werden
Antigen-spezifische CD4 T-Zellen durch die Ko-Expression von CD69 und IFNy quantifiziert und ebenfalls in die
Subpopulationen der Gedachtnis-Zellen eingeteilt.
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4.8.4 Auswertstrategie der intranukledren Ki-67 Farbung

Nach der Darstellung von Lymphozyten und der Identifizierung der Lymphozyten Einzel-
Population werden CD4 und CD8" Zellen identifiziert. Bei beiden Subpopulationen werden die
Antigen-spezifischen Zellen anhand der Expression von IFNy identifiziert. Um die
Mischpopulation von CD4 und CD8 ko-exprimierenden Zellen auszuschlieBen, werden in einem
weiteren Schritt nur CD4 bzw. CD8" T-Zellen dargestellt. Danach werden zum einen alle und
zum anderen nur IFNy* CD4 bzw. CD8 exprimierenden T-Zellen beztglich ihrer Expression von

Ki-67 und Granzym B charakterisiert (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Auswertstrategie der intranuklearen Ki-67 Farbung Zunachst werden Lymphozyten sowie deren
Einzelpopulation identifiziert. AnschlieBend erfolgt die Identifizierung der CD4 und CD8 Subpopulation, wobei
Antigenspezifische T-Zellen als IFNy quantifiziert werden. Weiterhin werden zum einen alle CD4 und CD8 T-Zellen
bezuglich der Expression von Ki-67 und Granzym B charakterisiert. Zusatzlich die Expression von Ki-67 und Granzym
B auf reaktiven T-Zellen charakterisiert.
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4.8.5 Auswertung der Proliferationsaktivitat

Zur Analyse der Proliferationsaktivitait werden nur Messungen verwendet, bei denen
mindestens 10000 CD3 T-Zellen gemessen wurden. Es werden Lymphozyten mit Hilfe von SSC
und FSC charakterisiert, mit anschlieBender Darstellung der Lymphozyten Einzelpopulation
Uber CFSE und FSC. Aus dieser Population werden T-Zellen anhand der CD3 Expression
identifiziert, welche aufgrund ihres CFSE-Signals zusatzlich in proliferierte (abnehmendes CFSE-
Signal) und unproliferierte (hohes CFSE-Signal) CD3 T-Zellen gruppiert werden. Aus der
Gesamtheit der CD3 T-Zellen kdnnen im nachsten Schritt CD4 und CD8 T-Zellen inklusive

proliferierter Zellen identifiziert werden (Abbildung 12).
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Abbildung 12 Auswertestrategie zur Untersuchung der VZV-spezifischen Proliferationsaktivitit
Lymphozyten werden anhand von SSC und FSC identifiziert. Aus den vereinzelten Lymphozyten werden T-Zellen
anhand von CD3 dargestellt. CD4 und CD8 T-Zellen werden im weiteren Schritt innerhalb der CD3 T-Zellpopulation
identifiziert. Bei allen drei Populationen erfolgt zudem eine Einteilung in proliferierte (abnehmendes CFSE-Signal)
und unproliferierte (starkes CFSE-Signal) Zellen.

4.9 Quantifizierung spezifischer IgG-Antikorper

Der Nachweis spezifischer 1gG-Antikorper erfolgte in dieser Arbeit mittels Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). Diese Methode wird verwendet, um Antikdrper in Plasmaproben
nachzuweisen. Dabei basiert das Prinzip auf der spezifischen Bindung von Antikdrpern an
Antigene. In eine mit Antigenen beschichtete Mikrotiterplatte werden die Proben

hinzugegeben. Enthalt die Probe spezifische Antikorper, binden diese an die Antigene in der
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Mikrotiterplatte. Ein weiterer Enzym-gekoppelter Antikdrper wird hinzugeflgt und bindet an
den Antikorper-Antigen-Komplex. Durch Zugabe eines Substrates erfolgt eine enzymatische
Reaktion, welche im Lesegerat detektiert werden kann, wobei sich die Intensitat des Signals
proportional zu Konzentration verhalt. Die Messungen wurden mit dem ELISA-Lesegerat Victor
X4 oder Bio-Rad PR4100 bei einer Wellenlange von 450 nm durchgefihrt, wobei die

Referenzwellenlangen 620 nm und 650 nm betrugen.

4.9.1 Quantifizierung VZV-spezifischer lgG-Antikorper

Zur Quantifizierung der VZV-spezifischen Antikdrper wurde ein ELISA nach Protokoll des
Herstellers (Euroimmun AG) durchgefiihrt. Fir die Untersuchungen wurden Plasmaproben
verwendet, welche nach der Blutentnahme bei 1690 g fiir 10 min abzentrifugiert wurden und
bis zur Durchfiihrung bei -20 °C gelagert wurden. Vor der Durchfiihrung des ELISA wurden die
Proben aufgetaut und fiir 10 min bei 2561 g zentrifugiert, um Bestandteile, welche das Ergebnis
beeinflussen kdnnten zu entfernen. AnschlieBend wurden die Proben 1:101 mit Probenpuffer
verdiinnt. Proben, welche zu den Zeitpunkten post v1, pre v2 und Follow-up wurden zusatzlich
1:5 verdlinnt. Zudem erfolgte eine 1:10 Verdiinnung der Proben zum Zeitpunkt post v2. Gemal3
den Herstellerangaben wurden IgG-Werte < 80 international unit (IU)/L als negativ, Werte von

80-110 IU/L als grenzwertig und Werte > 110 IU/L als positiv eingestuft.

4.9.2 Quantifizierung SARS-CoV-2 Spike-spezifischer Antikérper

Zur Untersuchung Spike-spezifischer Antikorper wurden die Proben wie zuvor beschrieben
abgesert und bis zur Bearbeitung bei -20 °C gelagert. Die Proben wurden aufgetaut, fir 10 min
bei 2561 g zentrifugiert und 1:101 in Probenpuffer verdinnt. Die Durchfiihrung des ELISA
erfolgte nach Herstellerangaben. Nach Herstellerangaben wurden IgG-Werte <25,6 binding
antibody units (BAU)/ml als negativ, zwischen >25,6 und <35,2 BAU/ml als grenzwertig und
>35,2 BAU/ml als positiv eingestuft.

4.9.3 Quantifizierung von SARS-CoV-2 NCAP-spezifischen Antikorpern mittels ELISA

Der NCAP-ELISA wurde durchgefiihrt, um auszuschlieBen, dass geimpfte Probanden, denen
keine vorherige SARS-CoV-2-Infektion bekannt war, asymptomatisch infiziert waren, was einen
Einfluss auf die untersuchte Impfantwort haben kann. Die Durchfihrung des NCAP-ELISA
erfolgte nach Herstellerangaben. Die Proben wurden aufgetaut, fir 10 min bei 2561 g

zentrifugiert und 1:101 in Probenpuffer verdiinnt. Die Ergebnisse wurden durch Bildung des
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Extinktionsverhaltnisses zwischen der Probe und dem Kalibrator ermittelt. Semiquantitative
Verhaltnisse von > 1,1 wurden als positiv, > 0,8 bis < 1,1 als grenzwertig und < 0,8 als negativ

eingestuft.

4.10 Neutralisationstest

Neben der Antikorper-Konzentration lasst sich auch die Funktionalitdt der spezifischen

Antikorper durch Verwendung eines Neutralisationstestes untersuchen.

4.10.1 Untersuchung der VZV-spezifischen Neutralisation

Der Neutralisationstest wurde unter Anleitung im Labor Enders, Stuttgart durchgefiihrt. Alle
Arbeiten wurden bis zur Fixierung unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Zudem wurden
die Platten wahrend des Aufenthalts auBerhalb des Brutschranks in Boxen feucht gehalten, um
eine Verdunstung der Flissigkeit zu verhindern. Fiir jede Serumprobe wurde ein Doppelansatz
durchgefiihrt. Zuerst wurden in eine 96-Loch Platte 100 pl E-MEM-2% FCS-0,1% P/S vorlegt. In
die erste Vertiefung wurden anschlieBend 100 pl Serum 1:2,5 hinzu pipettiert, sodass sich fur
die erste Vertiefung eine Verdiinnung des Serums von 1:5 ergab. Die weiteren Vertiefungen
nach unten wurden durch Zugabe von je 100 pyl Medium 1:2 verdinnt, sodass sich eine
Verdinnungsreihe von 1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 und 1:640 ergab. AnschlieBend
wurden 100 pl VZV-Virus (Clade 3, Stamm Nr. 13, Original-Nr.: 1219/07, bereitgestellt von Prof.
Dr. med. Hartmut Hengel; Konsiliarlabor fir Herpes-Simplex-Virus (HSV) und Varicella-Zoster-
Virus (VZV); Freiburg; Deutschland), in einer 1:40 Verdiinnung hinzugegeben. Zudem wurden
eine Verdinnungsreihe mit Zellsuspension und Virus-Ansatz als Positivkontrolle sowie eine
Verdiinnungsreihe mit ausschlieBlich Zellsuspension als Negativkontrolle angesetzt. Danach
erfolgte eine 90-minutige Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO.. AnschlieBend
erfolgte die Zugabe von 100 pl Zellsuspension. Hierbei handelte es sich um embryonale
Lungenfibroblasten (ELU) mit einer eingestellten Zellzahl von 100.000 Zellen/ml. Durch die
Zentrifugation der Platte fir 30 min bei 1200 g, wurde ein schnellerer Kontakt von Virus und
Zellen hergestellt. Es folgte eine 5-tdgige Inkubation der Zellen bei 37°C und 5% CO; im
Brutschrank. Zur Fixierung wurden die Zellen mit 100 pl Aceton/Methanol (40:60, eisgekuhlt)
fur 10 min bei RT behandelt. Um unspezifische Signale zu reduzieren, wurde 100 ul Blocking
Puffer hinzugegeben und die Platte fiir 30 min im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO; gelagert.
Danach erfolgte die Zugabe von 25 pl des Primarantikdrpers gegen immediate early gene 62

(MAB 8616, 1:1000, Sigma-Aldrich) mit anschlieBender Inkubation im Brutschrank fiir 30 min
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bei 37°C und 5% CO,. Um ungebundene Antikodrper zu entfernen, wurde die Platte danach
dreimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 25 ul Sekundarantikorper (Ziegen-Anti-
Maus-IgG, 1:200, Thermo Scientific) hinzugegeben und die Platte erneut fir 30 min im
Brutschrank gelagert. Wie beim Primarantikorper wurden ungebundene Antikdrper durch
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 50 pl AEC-
Substrat und eine weitere Inkubation im Brutschrank fir 30 min. Um die Farbreaktion zu
stoppen, wurde die Platte dreimal mit H,O dest. gewaschen und mit 100 yl H.O dest.
Uberschichtet. AbschlieBend wurden die Plaques in den einzelnen Vertiefungen mikroskopisch

gezahlt und das geometrische Mittel (GM) bestimmt.
4.10.2 Neutralisation SARS-CoV-2 Spike- und Varianten-spezifischer Antikorper

4.10.2.1 Neutralisations-Test mittels Surrogat-Assay

Zunachst wurden die Plasma-Proben vor der Durchfiihrung der Messungen aufgetaut. Danach
wurden 50 pl der verdiinnten Proben zu 200 ul ACE2-Puffer pipettiert. Die weitere
Durchfiihrung des Surrogate Assay erfolgte nach Herstellerangaben (Euroimmun, Libeck,
Deutschland). Die Messung wurde mit dem ELISA-Lesegerat Bio-Rad PR4100 bei einer
Wellenldnge von 450 nm durchgefiihrt, wobei die Referenzwellenldangen 620 nm und 650 nm
betrugen. Die Surrogat-Neutralisationskapazitat wurde als Prozentsatz der Hemmung (IH)
durch 1 minus das Verhaltnis der Extinktion der jeweiligen Probe und der Extinktion des
Blindwertes berechnet. Dabei wurde ein Prozentsatz der Hemmung (IH) <20% als negativ,
IH>20 und <35 als grenzwertig und IH>35% als positiv bewertet. Bei einem weiteren Durchlauf
wurde die Neutralisation nach Verdinnung untersucht, weshalb die Proben 1:16 in
Humanalbumin-Verdliinnungspuffer verdiinnt wurden. Die weitere Durchfiihrung erfolgte wie

oben beschrieben.

4.10.2.2 Mikro-Neutralisationstest

Dieser Neutralisationstest wurde von Mitarbeitern des Instituts fur Klinische Virologie am
Universitatsklinikum Frankfurt im Rahmen einer Kollaboration wie zuvor beschrieben
durchgefiihrt (WILHELM et al., 2022). Die folgenden SARS-CoV-2-Isolate wurden fiir den
Neutralisationstest verwendet: Wildtyp (SARS-CoV-2 B1 FFM7/2020, GenBank ID MT358643),
Delta (SARS-CoV-2 B1.617.2 FFM-IND8424/2021, GenBank ID MZ315141), BA.1 (SARS-CoV-2
B1.1.529 FFM-SIM0550/2021 (EPI_ISL_ 6.959.871), GenBank ID OL800702), BA.2 (SARS-CoV-2
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BA.2 FFMBA. 2-3833/2022, GenBank ID OM617939). Zur Vermehrung der SARS-CoV-2-Isolate
wurden Caco-2-Zellen kultiviert. Der zellfreie Zellkulturiiberstand, der die infektiosen Viren
enthielt, wurde nach vollstandigem zytopathischen Effekt (CPE) geerntet und UV-inaktiviert.
Fir den Neutralisationstest wurden A549-AT-Zellen, die ACE2 und TMPRSS2 stabil exprimieren,
genutzt. Die Plasmaproben wurden 1:2 verdinnt und mit 4000 TCID 50 /ml der SARS-CoV-2-
Isolate inkubiert. Infizierte Zellen wurden 48 h nach der Inokulation auf die Bildung eines
zytopathischen Effekts mikroskopisch untersucht. Als Neutralisations-Titer wurde die hdchste

Verdliinnung, welche den zytopathischen Effekt noch hemmt, definiert.

4.11 Statistische Auswertung

Die statistische Datenauswertung erfolgte mit der Software GraphPad Prism Version 9.1. und
10.1. Der Mann-Whitney-Test wurde fur die Analyse von nichtparametrischen Daten zwischen
zwei Gruppen verwendet. Der Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Dunn-Post-Test wurde
durchgefiihrt, um ungepaarte nichtparametrische Daten zwischen mehr als zwei Gruppen zu
vergleichen. Parametrische Analysen wurden mit dem ungepaarten t-Test durchgefihrt.
Longitudinale Analysen von gepaarten Stichproben wurden mit dem Friedman-Test mit Dunns
Post-Test oder dem Wilcoxon-Test (Proliferationsfahigkeit) durchgefihrt. Zur Analyse von
Unterschieden bei kategorialen Parametern wie Geschlecht, Infekt-Historie oder Impfreaktion
wurden der Fisher’s exakt Test und der Chi-Quadrat-Test verwendet. Die Korrelationen
zwischen spezifischen Antikorpern, Neutralisationsfahigkeit, Proliferationsaktivitat und
Frequenz reaktiver CD4 und CD8 T-Zellen wurden mit dem nichtparametrischen Spearman-

Test berechnet. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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5 Ergebnisse

5.1 Charakterisierung der VZV-spezifischen Immunantwort nach HZ/su-lmpfung

Dialysepatienten haben aufgrund ihrer Uramie ein erhdhtes Risiko fiir eine VZV-Reaktivierung.
Zudem bilden diese Patienten meist eine schlechtere Impfantwort aus. Da bisher keine Daten
zur Immunogenitat von HZ/su bei Dialysepatienten vorlagen, wurde dies in einem Teilprojekt

der Dissertation im Vergleich mit gesunden Kontrollpersonen untersucht.

5.1.1 Etablierungsversuche zur Analyse der VZV-spezifischen Immunitat nach HZ/su-

Impfung

5.1.1.1 Etablierung der experimentellen Bedingungen fiir die Kurzzeitstimulation

Zu Beginn des Projekts wurden Vorversuche mit dem Blut von zwei gesunden Probanden
durchgefiihrt. Dabei sollten zum einen die optimalen Messzeitpunkte nach den Impfungen
ermittelt werden, zum anderen wurden verschiedene VZV-Antigene und deren Konzentration
zur Stimulation der T-Zellen ausgetestet. Hierflr wurde heparinisiertes Vollblut vor der ersten
Impfung und anschlieBend vier Wochen lang im Abstand von 7 Tagen von den beiden
Probanden entnommen. Das gleiche Prozedere wurde vor und nach der zweiten Impfung
durchgefiihrt. Das Vollblut wurde mit VZV-Antigenen aus verschiedenen Quellen in Form von
Lysat infizierter Zellen, VZV-gE Peptide und VZV-gE Protein stimuliert (Abbildung 13). VZV-
spezifische T-Zellen wurden anhand der Ko-Expression von CD69 und IFNy im
Durchflusszytometer quantifiziert und als Anteil der reaktiven Zellen (Frequenz) nach Abzug
der Reaktivitdt in der Negativkontrolle quantifiziert. In Abbildung 13A sind die VZV-
spezifischen T-Zell-Frequenzen Uber den zeitlichen Verlauf vor sowie jeweils 4 Wochen nach
beiden Impfungen dargestellt. Es zeigte sich ein Anstieg der VZV-spezifischen CD4 T-Zell-
Frequenzen in Woche 1 und 2 nach beiden Impfungen, gefolgt von einem Rickgang in den
folgenden Wochen. VZV-Lysat, VZV-gE Peptide (JPT) und VZV-gE Protein (GSK) induzierten bei
beiden Probanden die hochsten reaktiven CD4 T-Zell-Frequenzen und wurden daher im
weiteren Verlauf des Projekts zur Stimulation verwendet. Diese Ergebnisse nach Stimualtion
mit dem VZV-Lysat und VZV-gE Protein werden in Kapitel 5.1.16 ausfiihrlich beschrieben. Die
Reaktivitat VZV-spezifischer CD8 T-Zellen war bei den getesteten Antigenen durchweg gering.
Eine Ausnahme bildete die Stimulation mit VZV-gE Peptiden von JPT bei Proband 2. Jedoch

wurde bereits vor der ersten Impfung ein hohes Level an reaktiven CD8 T-Zellen detektiert, die
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nach Impfung keinen weiteren Anstieg zeigte, so dass nicht von einer impfinduzierten Antwort
auszugehen ist. Da insbesondere nach der zweiten Impfung die VZV-spezifischen CD4 T-Zell-
Frequenzen nach zwei Wochen den hochsten Anstieg aufwiesen, wurde fiir die weiteren

Untersuchungen der Zeitpunkt zwei Wochen nach jeder Impfung gewahlt.
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Abbildung 13 Etablierung von Messzeitpunkten sowie Austestung und Titration von VZV-Antigenen in der
Kurzzeitstimulation (A) Heparinisiertes Vollblut von zwei gesunden Personen wurde vor beiden Impfungen sowie
im Abstand von 7 Tagen fir weitere 4 Wochen entnommen und mit den VZV-Antigenen VZV-Lysat (grin),
Uberlappenden VZV-gE Peptiden von JPT (rot) und AID (schwarz) sowie VZV-gE Protein von GSK (blau) und GenWay
(grau) stimuliert. VZV-spezifische CD4 und CD8 T-Zellen wurden durch Ko-Expression des Aktivierungsmarkers
CD69 und dem Zytokin IFNy mittels Durchflusszytometrie detektiert und als Anteil der reaktiven Zellen (Frequenz)
nach Abzug der Reaktivitdt in der Negativkontrolle quantifiziert. (B) Die Frequenz VZV-spezifischer CD4 T-Zellen
(CD69* IFNy™ Zellen) und (C) deren CTLA-4 Expression wurden nach Stimulation mit den Antigenen VZV-gE Peptide
(JPT, links) und VZV-gE Protein (GSK, rechts) in 0,25-; 0,5-; 1- und 2-facher Konzentration analysiert. Die 1-fache
Konzentration entspricht 2 ug VZV-gE Peptide pro ml Vollblut. Insgesamt wurde das Blut von 2 Probanden zu 3
verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Fir eine robuste statistische Analyse der CTLA-4 Expression wurden nur
Messungen mit mindestens 20 CD69*IFNy* CD4 T-Zellen eingeschlossen. CTLA-4, zytotoxisches T-Lymphozyten
Antigen 4; VZV, Varizella-Zoster-Virus

Neben der Frage, welche Antigene zur Untersuchung der VZV-spezifischen T-Zell-Antwort
geeignet sind, bedurfte es der Klarung in welcher Konzentration die Zugabe der Antigene
erfolgen sollte, um eine optimale Aktivierung der VZV-spezifischen T-Zellen hervorzurufen. Die
Titration des VZV-Lysats erfolgte bereits in vorangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe,
sodass hier keine Austestung notwendig war. Fir die VZV-gE Peptide von JPT wurden die

Konzentrationen 0.5, 1, 2 und 4 pg/ml verwendet. VZV-gE Protein von GSK wurde in den
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Konzentrationen 5, 10 und 20 pg/ml eingesetzt. Die Austestung erfolgte mit dem Blut von 2
Probanden an 3 aufeinander folgenden Zeitpunkten nach der HZ/su-Impfung (Abbildung 13B
und C). Mit steigender Antigen-Konzentration konnte eine geringfligige Zunahme VZV-
spezifischer CD4 T-Zell-Frequenzen nach Stimulation mit VZV-gE Peptiden und Protein
beobachtet werden. Bei einer Messung induzierte die 1-fache Konzentration VZV-gE Protein
(GSK) eine hohere CD4 T-Zell-Frequenz als die 2-fache Konzentration, was sich mdglicherweise
auf einen methodischen Fehler beim Pipettieren des Antigens zuriickfiihren lasst und daher
diese Messreihe nicht weiter berticksichtigt wurde. Interessanterweise liel sich mit steigender
Konzentration der VZV-gE Peptide eine Abnahme des CTLA-4 Signals von VZV-spezifischen
CD4 T-Zellen beobachten. Die Stimulation mit den verschiedenen Konzentrationen an VZV-gE
Protein flhrte zu einer recht heterogenen CTLA-4 Expression. Jedoch wurde ebenso mit
steigender Konzentration eine tendenzielle Abnahme der CTLA-4 Expression auf CD4 T-Zellen
detektiert. Basierend auf den Ergebnissen reaktiver CD4 T-Zell-Frequenzen und CTLA-4
Expression wurden fir die weitere Durchfihrung der Versuche beide Antigene in einer
Konzentration von 2 ug/ml (VZV-gE Peptide JPT) und 10 pg/ml (VZV-gE Protein GSK)
verwendet, um zu gewahrleisten, dass mit einem Hauptaugenmerk auf die CD4 T-Zell-

Frequenzen der Sattigungsbereich fiir das Antigen erreicht ist.

5.1.1.2 Optimierung des Erntezeitpunkts fiir den Proliferations-Assay

Ein weiterer Vorversuch befasste sich mit der Analyse der spezifischen Proliferationsfahigkeit,
was mit Hilfe des CFDA-SE-Proliferations-Assays untersucht wurde. Hierbei galt es zunachst zu
klaren, wie lang die Inkubation der isolierten PBMCs mit den Antigenen erfolgen sollte, um
aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. Daher wurden die stimulierten Zellen an Tag 5 und Tag
7 geerntet und die Proliferationsfahigkeit der Zellen zu diesen beiden Zeitpunkten anhand von
8 verschiedenen Messungen verglichen. Ein besonderes Augenmerk lag dabei zum einen auf
der Hintergrundproliferation bei den verwendeten Negativkontrollen Ko-VZV und DMSO (1:10
verdlinnt mit PBS). Zum anderen wurde getestet inwieweit sich die Proliferationsfahigkeit VZV-
spezifischer T-Zellen erhoht, wenn diese langer den Antigenen VZV-Lysat, VZV-gE Peptiden
und Protein ausgesetzt sind. Da das in der Kurzzeitstimulation verwendete VZV-Lysat Uber
einen langeren Zeitraum toxisch wirkt, wurde fur die Untersuchung der Proliferation auf ein
anderes Lysat zurlickgegriffen. Sowohl bei mit VZV-gE Peptiden (p=0,016) als auch bei mit
VZV-gE Protein (p=0,039) stimulierten PBMCs konnten signifikante Anstiege der proliferierten
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CD4 T-Zellen von Tag 5 zu Tag 7 beobachtet werden (Abbildung 14B). Dagegen anderte sich
der prozentuale Anteil an proliferierten CD4 T-Zellen, die mit dem VZV-Lysat stimuliert wurden,
nicht signifikant. Auch bei den verwendeten Negativkontrollen Ko-VZV und DMSO wurde ein
geringer Anstieg der proliferierten CD4 T-Zellen beobachtet, was auf eine erhohte
Basisproliferation nach 7 Tagen schlieBen lasst (Abbildung 14A). Da bei den VZV-Antigenen
deutlich hohere Proliferationsaktivitat der CD4 T-Zellen nach 7 Tagen detektiert wurde, wurde

dieser Zeitpunkt als zukilnftiger Erntezeitpunkt gewahlt.
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Abbildung 14 Hoherer prozentualer Anteil proliferierter VZV-spezifischer CD4 T-Zellen nach 7 Tagen Isolierte
PBMCs von gesunden Probanden wurden mit CFDA-SE gefarbt und mit VZV-Lysat, VZV-gE Peptiden (JPT) oder
Protein (GSK) stimuliert. (A) Als Negativkontrolle wurde nicht-infiziertes Zelllysat (Ko-VZV) und DMSO verdiinnt in
PBS verwendet. PBMCs wurden nach 5 und 7 Tagen geerntet und beziliglich der Proliferation durchflusszytometrisch
untersucht. (B) Prozentualer Anteil der proliferierten CD4 T-Zellen nach Stimulation mit den VZV-Antigenen. Zur
statistischen Analyse wurde der Wilcoxon Test verwendet. VZV, Varizella-Zoster-Virus

5.1.2 Weitere Charakterisierung der VZV-spezifischen T-Zell-Antwort bei gesunden
Probanden

Um eine noch detailliertere Charakterisierung der impfinduzierten Immunantwort in einem

kleineren Kollektiv vornehmen zu kénnen wurde fir die nachfolgenden Versuche Blut von 5

gesunden Probanden vor beiden Impfungen, anschlieBend viermalig im Abstand von 7 Tagen

sowie im Verlauf 6 und 9 Monate nach der zweiten Impfung abgenommen und analysiert.

5.1.2.1 HZ/su induziert VZV-spezifische CD4 T-Zellen, aber CD8 T-Zellen nur
geringfiigig

Fir die engmaschige Untersuchung der VZV-spezifischen T-Zell-Antwort wurde Blut von 5

gesunden Probanden mit Uberlappenden VZV-gE Peptiden stimuliert. Als Positivkontrolle

diente Staphylococcus aureus Enterotoxin B (SEB) und als Negativkontrolle wurde DMSO (1:10
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in PBS verdiinnt) verwendet. Reaktive T-Zellen wurden anhand der Ko-Expression von CD69
und IFNy mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die engmaschigen Messungen der VZV-
spezifischen T-Zell-Antwort zeigten ebenfalls einen dynamischen Verlauf der T-Zell-
Frequenzen mit einem Maximum zwei Wochen nach der zweiten Impfung (Abbildung 15). Im
Vergleich dazu war nach der ersten Impfung der hochste Anstieg der VZV-spezifischen CD4 T-
Zell-Frequenzen bei 4 Probanden bereits nach einer Woche zu beobachten, gefolgt mit einem
leichten Riickgang ab der 2. Woche. Nach der zweiten Impfung stiegen in Woche 1 die VZV-
spezifischen CD4 T-Zell-Frequenzen wieder an, gefolgt von einer weiteren Zunahme in Woche
2 sowie einem langsamen Riickgang der T-Zell-Frequenzen ab Woche 3. Ein gesunder Proband
konnte wahrend des gesamten Verlaufs nur eine minimale VZV-spezifische CD4 T-Zell-Antwort
aufbauen, die ihr Maximallevel eine Woche nach der zweiten Impfung erreichte. Eine durch den
Impfstoff induzierte Dynamik, wie bei den CD4 T-Zellen, konnte bei VZV-spezifischen CD8 T-
Zellen nicht beobachtet werden. Ebenfalls lasst sich kein Unterschied in der Frequenz SEB-

reaktiver T-Zellen erkennen, welche tber die Zeit stabil und auf einem hohen Level blieb.
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Abbildung 15 VZV-spezifische T-Zell-Frequenzen erreichen 1 bis 2 Wochen nach beiden Impfungen ein
Maximum Fir die engmaschige Untersuchung der impfinduzierten Immunantwort wurde Vollblut von 5
Immungesunden vor beiden Impfungen (pre v1, pre v2) und im Abstand von 7 Tagen fiir weitere 4 Wochen sowie
6 Monate und 9 Monate nach zweiter Impfung mit Uberlappenden VZV-gE Peptiden stimuliert. SEB diente als
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Positivkontrolle, verdiinntes DMSO als Negativkontrolle. VZV-spezifische CD4 (oben) und CD8 T-Zellen (unten)
wurde durch Ko-Expression von CD69 und IFNy durchflusszytometrisch quantifiziert, wobei die Reaktivitdt nach
Abzug der Kontrollstimulation dargestellt ist. VZV, Varizella-Zoster-Virus; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B.

5.1.2.2 Starke Ki-67 Expression in VZV-spezifischen CD4 T-Zellen kurz nach der Impfung
Ki-67 ist ein Marker, mit dem die proliferative Aktivitat der Zellen bestimmt werden kann. Aus
organisatorischen Griinden wurde nur ein kleiner Teil der Proben bezlglich der Ki-67-Aktivitat
durchflusszytometrisch nach intranuklearer Farbung untersucht. Der prozentuale Anteil der Ki-
67 exprimierenden reaktiven CD4 T-Zellen nach Stimulation mit VZV-gE Peptiden erreichte
bereits eine Woche nach beiden Impfungen das Maximum, wobei nach der ersten Impfung ein
hoherer Anstieg detektiert wurde (post v1: 77,4 % (IQR 34), post v2: 39,3 % (IQR 48,4);
Abbildung 16). Mit VZV-Lysat stimulierte reaktive CD4 T-Zellen zeigten einen dhnlichen Verlauf.
Jedoch waren diese etwas heterogener, da der Anteil der Ki-67 exprimierenden CD4 T-Zellen
bis drei Wochen nach Impfung noch erhoéht war. Bei den VZV-gE Protein stimulierten CD4 T-
Zellen kam es nach der ersten Impfung zu einem Anstieg der Ki-67 exprimierenden CD4 T-
Zellen, danach verhielten sich die Verlaufe recht heterogen. Bei der Stimulation mit SEB war
der Anteil an Ki-67 exprimierenden CD4 T-Zellen gleichbleibend gering. Lediglich ein leichter

Anstieg vor der zweiten Impfung war bei zwei Probanden zu beobachten.
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Abbildung 16 Die Ki-67 Expression durch VZV-spezifische CD4 T-Zellen ist eine Woche nach beiden
Impfungen am hdéchsten Vollblut von 5 Immungesunden wurde vor beiden Impfungen (pre v1, pre v2) und im
Abstand von 7 Tagen flr weitere 4 Wochen nach beiden Impfungen sowie 6 Monate und 9 Monate nach zweiter
Impfung mit VZV-gE Peptiden, Protein oder Lysat stimuliert und nach intranukleérer Farbung durchflusszytometrisch
untersucht. SEB diente als Positivkontrolle, als Negativkontrolle fir VZV-gE Peptide und Protein wurde verdlinntes
DMSO verwendet, fiir VZV-Lysat nicht infiziertes Zelllysat. Reaktive CD4 T-Zellen wurden anhand ihrer Expression
von IFNy identifiziert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil von Ki-67 exprimierenden reaktiven CD4 T-Zellen nach
Abzug der korrespondierenden Negativkontrolle. VZV, Varizella-Zoster-Virus; SEB, Staphylococcus aureus
Enterotoxin B.

5.1.2.3 Geringe Granzym B Expression auf VZV-spezifischen CD4 T-Zellen

Um zu kldren, ob VZV-spezifische CD4 T-Zellen neben der unterstiitzenden Funktion auch
zytotoxische Funktion durch die Produktion von Granzym B haben, wurden Blutproben von 5
Kontrollen mit Uberlappenden VZV-gE Peptiden, SEB als Positivkontrolle und DMSO als
Negativkontrolle stimuliert. AnschlieBend wurde Granzym B intrazellular gefarbt und die Zellen

durchflusszytometrisch untersucht.

Der prozentuale Anteil an Granzym B exprimierenden VZV-spezifischen CD4 T-Zellen war Uber
den gesamten Messzeitraum gleichbleibend gering und wurde nicht durch die HZ/su-Impfung

induziert (Abbildung 17). SEB-reaktive CD4 T-Zellen wiesen einen groBeren Anteil an Granzym
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B exprimierenden Zellen auf, der ebenfalls zeitlich stabil verlief. Die Granzym B Expression der
Gesamt-CD4 T-Zellen ahnelten im Verlauf und Anteil den Granzym B exprimierenden SEB-
reaktiven Zellen. Im Vergleich dazu wiesen Gesamt-CD8 T-Zellen einen deutlich hdheren
prozentualen Anteil an Granzym B exprimierenden Zellen auf. Aufgrund der insgesamt
geringen Anzahl VZV-spezifischen CD8 T-Zellen erfolgte in dieser Zellpopulation keine Analyse

der Granzym B Expression.
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Abbildung 17 Geringe Granzym B Expression durch CD4 T-Zellen Heparinisiertes Vollblut von 5
Immungesunden wurde vor beiden Impfungen (pre v1, pre v2) und im Abstand von 7 Tagen firr weitere 4 Wochen
nach beiden Impfungen sowie 6 Monate und 9 Monate nach zweiter Impfung mit VZV-gE Peptiden stimuliert. SEB
diente als Positivkontrolle, DMSO verdiinnt als Negativkontrolle. Reaktive CD4 und CD8 T-Zellen wurden durch
Expression von IFNy identifiziert. Die Expression von Granzym B wurde fiir VZV-spezifische und SEB-reaktive CD4 T-
Zellen sowie fir die gesamten CD4 und CD8 T-Zellen untersucht. VZV, Varizella-Zoster-Virus; SEB, Staphylococcus
aureus Enterotoxin B.

5.1.3 Studienpopulationen von Dialysepatienten und gesunden Probanden

Insgesamt wurden 29 Dialysepatienten (70,3 + 11,7 Jahre) und 39 gesunde Probanden (67,9 +
8,2 Jahre) eingeschlossen, die eine zweimalige Impfung mit dem inaktivierten HZ/su-Impfstoff
im Abstand von 15,5 + 2,9 Wochen (Patienten) bzw. 13,3 *+ 4,1 Wochen (Kontrollen) erhielten
(Tabelle 19). Bei einer gesunden Probandin konnten keine Messungen zwei Wochen nach der
zweiten Impfung durchgefiihrt werden, da zu diesem Zeitpunkt ein Lockdown aufgrund der

Corona-Pandemie bestand. Zudem gab es von 9 Dialysepatienten keine vollstandigen
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Datensatze, da 7 Patienten verstorben sind, eine Patientin transplantiert wurde und eine
Patientin einen Krankenhausaufenthalt hatte, wahrenddessen keine Blutentnahme fir die

Studie moglich war.

Alle Teilnehmer wurden gebeten einen Fragebogen auszufillen, um festzustellen, ob sie in der
Vergangenheit eine Primarinfektion mit VZV (Windpocken) und gegebenenfalls eine VZV-
Reaktivierung durchgemacht haben. Insgesamt konnten von 34 Kontrollen und 21
Dialysepatienten Angaben zur Primérinfektion sowie von 38 Kontrollen und 25
Dialysepatienten zur Herpes Zoster Erkrankung erfasst werden. In der Kontrollgruppe hatten
nach Angabe der Probanden 91,18 % Windpocken, wahrend es bei den Dialysepatienten
76,19 % waren. Die Primarinfektion trat bei den meisten Probanden bereits im Kindesalter auf.
Zudem hatten 18,4 % der gesunden Probanden und 24 % der Dialysepatienten bereits einen
Herpes Zoster durchgemacht. Keiner der Teilnehmenden hatte zuvor eine Impfung gegen

Herpes Zoster erhalten.

Tabelle 19 Demografie und Charakteristik von Dialysepatienten und Kontrollen

Dialysepatienten Kontrollen p-Wert
Anzahl 29 39
Alter in Jahren, MW1StabW 70,3 £ 11,7 67,9 + 8,2 0,331%
Geschlecht, n (%) weiblich 12 (41,4) 24 (61,5) 0,141
mannlich 17 (58,6) 15 (38,5)
Jahre an der Dialyse, MW +StabW 4,81+4,57 n.a.
Windpocken, n (%) 16 (76,2) 31(91,2) 0,236
Herpes Zoster, n (%) 6 (24,0) 7 (18,4) 0,752
Wochen zwischen 1. und 2. Impfung, 155+29 13,3 + 4,1
MW 1StabW
Messzeitpunkt [Tage nach 1. Impfung], 14 (0) 14 (0)
Median (IQR)
Messzeitpunkt [Tage nach 2. Impfung], 14 (0) 14 (0,25)
Median (IQR)
Abschlusswert (Follow-up)
Ja 20 38
Nein (COVID-19 Infektion, Lockdown) 1 1
Nein (transplantiert) 1 n.a.
Nein (verstorben) 7 0

'Fisher’s exakt Test; *ungepaarter t-Test
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5.1.4 Unterschiede in der Zellzahl der Leukozyten-Subpopulationen

Sowohl von gesunden als auch von dialysepflichtigen Probanden wurden die in Tabelle 20
dargestellten Zellzahlen der Leukozyten-Subpopulationen mit Hilfe eines Differentialblutbildes
und den Ergebnissen aus den durchflusszytometrischen Oberflachenfarbungen vor der ersten
Impfung bestimmt. Patienten wiesen signifikant mehr Granulozyten (p=0,035) und Monozyten
(p=0,006) auf als gesunde Probanden. Im Gegensatz dazu war die Anzahl an Lymphozyten
(p<0,0001), CD3 T-Zellen (p=0,005) und CD4 T-Zellen (p=0,031) bei Patienten signifikant
geringer. CD8 T-Zellen und follikulare T-Helferzellen (Tth)-Zellen unterschieden sich hingegen
nicht zwischen den beiden Gruppen. Jedoch wiesen Patienten signifikant geringere Zahlen an
CD19 B-Zellen (p<0,0001) und Plasmablasten auf (p=0,004).

Tabelle 20 Berechnete Zellzahl der Leukozyten-Subpopulationen pro upl Blut von Kontrollen und
Dialysepatienten vor der ersten Impfung mit HZ/su

Zelltyp (Zellen/pl), Median (IQR) Dialysepatienten (n=29) Kontrollen (n=38) p-Wert?

Leukozyten 6200 6150 0,394
(2395) (1530)

Granulozyten 4736 3713 0,035
(2221) (1256)

Monozyten 650 471 0,006
(328) (183)

Lymphozyten 1222 1811 0,0001
(750) (855)

CD3 T-Zellen 935 1276 0,005
(524) (711)

CD4 T-Zellen 659 926 0,031
(369) (410)

CD8 T-Zellen 260 279 0,41
(166) (250)

CD19 B-Zellen 81 173 <0,0001

(92) (133)

Plasmablasten 0,224 0,488 0,004
(0,562) (0,498)

Follikulare T-Helferzellen 108,7 105 0,674
(67,24) (64,59)

SMann-Whitney-Test

5.1.5 Quantitative Unterschiede in der HZ/su induzierten T-Zell-Antwort zwischen
Dialysepatienten und Kontrollen

Zur Quantifizierung der VZV-spezifischen T-Zell-Antwort nach Impfung mit HZ/su bei

Dialysepatienten im Vergleich zu gesunden Probanden wurden Blutproben vor beiden

Impfungen (pre v1, pre v2) sowie zwei Wochen nach beiden Impfungen (post v1, post v2) und
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12 Monate nach der ersten Impfung (Follow-up) entnommen. Das Blut wurde fiir 6 Stunden
mit Uberlappenden VZV-gE Peptiden stimuliert. Als Positivkontrolle diente SEB und als
Negativkontrolle wurde DMSO (1:10 in PBS verdiinnt) verwendet. Reaktive T-Zellen wurden
anhand der Ko-Expression von CD69 und IFNy durchflusszytometrisch quantifiziert.
Charakteristische Konturdiagramme von einem 56-jahrigen Dialysepatienten im zeitlichen
Verlauf nach Stimulation mit VZV-gE Peptiden unter Angaben der Prozentzahl reaktiver Zellen
sind in Abbildung 18A dargestellt. VZV-spezifische T-Zell-Frequenzen wurden nach
Subtraktion der Frequenzen reaktiver Zellen aus der korrespondierenden Negativkontrolle
ermittelt. Sowohl bei Dialysepatienten als auch bei gesunden Probanden wurden zwei Wochen
nach erster und zweiter Impfung signifikante Anstiege der VZV-spezifischen CD4 T-Zell-
Frequenzen detektiert, wobei das Maximum zwei Wochen nach der zweiten Impfung erreicht
wurde. In der Verlaufsmessung 12 Monate nach der ersten Impfung (Follow-up) sank die VZV-
spezifische CD4 T-Zell-Frequenz wieder, lag jedoch weiterhin deutlich Gber dem Ausgangswert
(p<0,0001, Abbildung 18B). Im Gegensatz dazu wurden VZV-spezifische CD8 T-Zellen nur im
geringen MaBe induziert und zeigten keine signifikanten Anstiege. Vielmehr wiesen VZV-
spezifische CD8 T-Zell-Frequenzen einen heterogenen Verlauf auf. Bei einzelnen Probanden
wurden bereits vor Impfung hohe CD8 T-Zell-Frequenzen quantifiziert, die Gber den zeitlichen
Verlauf stabil blieben, so dass es sich hier vermutlich nicht um eine impfinduzierte Antwort

handelte.

Nach der ersten Impfung konnte kein Unterschied in der Induktion der VZV-spezifischen CD4
T-Zellen zwischen den beiden Gruppen beobachtet werden. Jedoch wiesen Dialysepatienten
eine signifikant geringere mediane VZV-spezifische CD4 T-Zell-Frequenz zum Zeitpunkt zwei
Wochen nach zweiter Impfung auf (0,17 % (IQR 0,21 %)) als gesunde Probanden (0,24 % (IQR
0,3 %) p=0,042; Abbildung 18C). Zudem war in der Abschlussmessung tendenziell ein starkerer
Rickgang der VZV-spezifischen CD4 T-Zell-Frequenzen bei Dialysepatienten im Vergleich zu
Kontrollen zu beobachten. Dementsprechend zeigte die Quantifizierung des Prozentsatzes
VZV-spezifischer CD4 T-Zellen vom Ausgangswert (pre v1) bis zwei Wochen nach zweiter
Impfung (post v2) bei Dialysepatienten einen geringeren Anstieg (7,7-fach) als bei
Kontrollpersonen (23,3-fach; p=0,01). Auch im Follow-up nach einem Jahr war der Anstieg bei
Patienten deutlich geringer (2,9-fach) als bei den Kontrollen (6,6-fach; p=0,048, Abbildung
18D).
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Dass es sich um eine durch den Impfstoff induzierte VZV-spezifische Reaktion der CD4 T-Zellen
handelt, lasst sich erkennen, wenn die Frequenzen der jeweils polyklonal mit SEB stimulierten
T Zellen betrachtet werden, die auch als Positivkontrolle dienten. In beiden Gruppen wurden
nur geringfligige Anderungen der SEB-reaktiven T-Zell-Frequenzen im zeitlichen Verlauf
beobachtet. Zudem wiesen wie erwartet sowohl CD4 als auch CD8 T-Zellen die héchsten T-

Zell-Frequenzen nach Stimulation mit SEB auf.
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Abbildung 18 Anstieg der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen nach HZ/su-lmpfung (A) Représentative
Konturdiagramme spezifischer CD4 (oben) und CD8 (unten) T-Zellen von einem 56-jdhrigen mannlichen
Hamodialysepatienten vor den beiden Impfungen (pre v1, pre v2), zwei Wochen danach (post v1, post v2) sowie 9
Monate nach der zweiten Impfung (Follow-up, F) nach Stimulation des Vollbluts mit Uberlappenden VZV-gE
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Peptiden. Die Zahlen geben den Prozentsatz reaktiver CD4 und CD8 T-Zellen an, die durch Ko-Expression des
Aktivierungsmarkers CD69 und des Zytokins IFNy identifiziert wurden. (B) Frequenz VZV-spezifischer CD4 (oben)
und CD8 T-Zellen (unten) nach Abzug der entsprechenden Negativkontrolle (links) und der SEB-reaktiven CD4 und
CD8 T-Zellen (rechts) von Kontrollen und Patienten im zeitlichen Verlauf. Die dicken Linien stellen Mediane dar. Zur
statistischen Auswertung wurde ein Friedman-Test mit Dunn Post-Test durchgefiihrt. (C) Vergleich der VZV-
spezifischen CD4 T-Zell-Frequenz von Kontrollen (grau) und Dialysepatienten (rot) im Zeitverlauf. Die Balken stellen
Mediane mit Interquartilsbereichen dar. (D) Fir jeden Probanden wurde die Ratio der VZV-gE spezifischen CD4 T-
Zell-Frequenzen nach erster und zweiter Impfung sowie bei Follow-up im Vergleich zum Ausgangswert sowie
zwischen erster und zweiter Impfung (post v1/pre v1, post v2/pre v1, Follow-up/ pre v1 und post v2/post v1)
berechnet. Die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-Test durchgefiihrt. IFN, Interferon; VZV, Varizella-
Zoster-Virus; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B. * fir p<0,05; ** fir p<0,01; *** fir p<0,001; **** fir p<0,0001.
Abbildung modifiziert und reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (HIELSCHER et al., 2024).

Zusatzlich wurden die absoluten Zellzahlen VZV-spezifischer und SEB-reaktiver CD4 T-Zellen
berechnet und im zeitlichen Verlauf dargestellt (Abbildung 19). Wie beim prozentualen Anteil
wiesen sowohl Patienten als auch Kontrollen eine impfinduzierte Dynamik VZV-spezifischer
CD4 T-Zellen auf (p<0,0001). Erwartungsgemal konnte bei der absoluten Zellzahl SEB-reaktiver

CD4 T-Zellen keine zeitliche Anderung in den beiden Gruppen beobachtet werden.
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Abbildung 19 Absolute Anzahl VZV-spezifischer CD4 T-Zellen weisen einen dynamischen Verlauf auf Die
absolute Anzahl an VZV-spezifischen (links) und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen (rechts) pro ul Blut wurde nach der
Vollblut-Stimulation aus dem prozentualen Anteil CD69* IFNy* CD4 T-Zellen (Abbildung 15) und den
dazugehdrigen Differentialblutbildern der Probanden fir Kontrollen (schwarz) und Patienten (rot) ermittelt und im
zeitlichen Verlauf dargestellt. Die dicken Linien stellen Mediane dar. Zur statistischen Auswertung wurde ein
Friedman-Test mit Dunn Post-Test durchgefihrt. IFN, Interferon; VZV, Varizella-Zoster-Virus; SEB, Staphylococcus
aureus Enterotoxin B. * fir p<0,05; ** fur p<0,01; *** fir p<0,001; **** fir p<0,0001. Abbildung modifiziert und
reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (HIELSCHER et al., 2024).

Weiterhin wurde der Einfluss des Geschlechts auf die VZV-spezifische T-Zell-Antwort innerhalb
der beiden Gruppen vor beiden Impfungen, zwei Wochen danach und im Follow-Up
untersucht. Allerdings konnten weder bei Patienten noch bei gesunden Kontrollen
geschlechtsspezifische Unterschiede der VZV-spezifischen CD4 T-Zell-Frequenz zu den

verschiedenen Zeitpunkten festgestellt werden (Tabelle 21).
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Tabelle 21 Geschlechtsspezifische Analyse der VZV-spezifischen CD4 T-Zell-Frequenzen bei Dialyse-
Patienten und Kontrollen als Mediane mit IQR dargestellt

Dialyse-Patienten Kontrollen
Zeitpunkt weiblich minnlich p-Wert® | weiblich minnlich p-Wert
pre vi 0,013 (0,025) 0,009 (0,02) 0,87 | 0,006 (0,009) 0,01 (0,018) 0,452
post v1 0,033 (0,106) 0,067 (0,083) 0,133 | 0,068 (0,077) 0,111 (0,134) 0,722
pre v2 0,011 (0,03) 0,009 (0,029) 0,608 | 0,01 (0,031) 0,016 (0,028) 0,616
post v2 0,085 (0,22) 0,188 (0,215) 0,54 | 0,229 (0,394) 0,301 (0,21) 0,93
Follow-up 0,053 (0,043) 0,033 (0,044) 0,75 | 0,049 (0,08) 0,07 (0,535) 0,338

$ p-Werte mit Hilfe des Mann-Whitney Tests berechnet

5.1.6 Phanotypisierung impfinduzierter VZV-spezifischer CD4 T-Zellen

5.1.6.1 Hohe CTLA-4 Expression auf impfinduzierten VZV-spezifischen CD4 T-Zellen

Das zytotoxische T-Lymphozyten Antigen 4 (CTLA-4) ist ein inhibitorisches Rezeptormolekdil,
das von aktivierten T-Zellen exprimiert wird. Somit kann CTLA-4 zum Nachweis eines kirzlich
stattgefundenen  Antigen-Kontakts genutzt werden. Daher wurde die mediane
Fluoreszenzintensitdat (MFI) von CTLA-4 in T-Zellen nach Stimulation mit VZV-gE Peptiden
untersucht und zu allen Zeitpunkten von allen Probanden gemessen. Fiir eine aussagekraftige
Statistik wurden jedoch nur Messungen in die Auswertung eingeschlossen in denen
mindestens 20 CD69°IFNy* T-Zellen detektiert wurden. Da die Anzahl der verwertbaren
Messungen vor beiden Impfungen zu gering war, wurden nur die Zeitpunkte nach beiden
Messungen (post v1, post v2) sowie der Follow-up-Wert betrachtet. Charakteristische
Konturdiagramme der CTLA-4 Expression durch VZV-spezifische und SEB-reaktive CD4 T-
Zellen eines 56-jahrigen mannlichen Dialysepatienten zwei Wochen nach der zweiten Impfung
sind in Abbildung 20A dargestellt. Zwischen Patienten und Kontrollen konnte weder nach
beiden Impfungen noch im Follow-up ein Unterschied in der CTLA-4 Expression festgestellt
werden (Abbildung 20B). Die CTLA-4 Expression durch VZV-spezifische CD4 T-Zellen war
sowohl bei Dialysepatienten (post v1: 3292 (IQR 2195); post v2: 4381 (IQR 4586)) als auch bei
Kontrollen (post v1: 3208 (IQR 1864); post v2: 4251 (IQR 2551)) nach der zweiten Impfung hoher
als nach der ersten Impfung. Jedoch war dieser Unterschied nur bei den Kontrollen signifikant
(p=0,013; Abbildung 20C). Im Abschlusswert war erwartungsgemaf ein deutlicher Riickgang
der CTLA-4 Expression in beiden Gruppen zu erkennen. Dass es sich um eine impfinduzierte

Reaktion der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen handelt, zeigte der Vergleich mit SEB-stimulierten
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CD4 T-Zellen. Bei SEB-reaktiven CD4 T-Zellen konnte keine Anderung der CTLA-4 Expression
wahrend des Messzeitraums beobachtet werden. Zudem war die CTLA-4 Expression durch
VZV-spezifische CD4 T-Zellen deutlich hoher als bei SEB-reaktiven Zellen. CD8 T-Zellen wurden
aufgrund der geringen Anzahl an reaktiven Zellen nicht beziglich der CTLA-4 Expression

analysiert.
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Abbildung 20 Impfinduzierter Anstieg der CTLA-4 Expression VZV-spezifischer CD4 T-Zellen nach Hz/su-
Impfung (A) Représentative Konturdiagramme der medianen Fluoreszenzintensitdt (MFI) von CTLA-4
exprimierenden VZV- und SEB-reaktiven CD69*IFNy* CD4 T-Zellen bei einem 56-jdhrigen maénnlichen
Dialysepatienten. (B) Vergleich der CTLA-4-MFI von VZV-reaktiven CD4 T-Zellen nach beiden Impfungen und im
Follow-up zwischen Kontrollen (grau) und Dialysepatienten (rot). Die Balken stellen Mediane mit
Interquartilsbereichen dar. Flr eine robuste statistische Analyse wurden nur gepaarte Proben mit mindestens 20
CD69*IFNy* CD4 T-Zellen eingeschlossen. Die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-Test
durchgefiihrt. (C) Vergleich der CTLA-4-MFI von VZV- (links) und SEB-reaktiven (rechts) CD4 T-Zellen nach erster
und zweiter Impfung bei Kontrollen (grau) und Dialysepatienten (rot). Die Unterschiede zwischen den Zeitpunkten
in jeder Gruppe wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. CTLA-4, zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4; MF,
mediane Fluoreszenzintensitat; VZV, Varizella-Zoster-Virus; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B, Abbildung
modifiziert und reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (HIELSCHER et al., 2024).
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5.1.6.2 Unterschiede in der Zytokinexpression VZV-spezifischer CD4 T-Zellen nach
HZ/su-Impfung
Zusatzlich zur Expression von IFNy wurde auch die Expression der Zytokine IL-2 und TNFa in
VZV-spezifischen CD69" CD4 T-Zellen nach Stimulation analysiert. Die Zytokinexpression
wurde von allen Probanden zu allen Zeitpunkten gemessen. Fir eine robuste Statistik wurden
jedoch nur Messungen eingeschlossen, in denen mindestens 30 Zytokin-exprimierende CD4 T-
Zellen nach Abzug der entsprechenden Negativkontrolle detektiert wurden. Insofern erfolgte
die Analyse der Zytokinexpression nur zu den Zeitpunkten nach beiden Impfungen sowie im
Follow-up. Bei Betrachtung der Expression einzelner Zytokine durch aktivierte CD69+ T-Zellen
fallt auf, dass Dialysepatienten nach der ersten Impfung weniger TNFa exprimierende CD4 T-
Zellen aufwiesen (0,08 % (IQR 0,1 %)) als Kontrollen (0,14 % (IQR 0,17 %); p=0,036, Abbildung
21A). Nach der zweiten Impfung wurden zusatzlich zu TNFa (p=0,007) und IFNy (p=0,042) bei
Dialysepatienten signifikant weniger IL-2 exprimierende CD4 T-Zellen im Vergleich zu
Kontrollen detektiert (p=0,02). Im Follow-up konnten hingegen keine signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen mehr detektiert werden.

Hingegen wiesen bei den SEB-reaktiven T-Zellen Patienten zu allen Zeitpunkten fast immer
eine hohere Expression von IFNy, IL-2 und TNFa auf als Kontrollen, sodass davon auszugehen
ist, dass die eingeschrankte Zytokinexpression VZV-spezifischer CD4 T-Zellen bei
Dialysepatienten im Verlauf durch die Impfung beeinflusst wird. In Abbildung 21B sind
charakteristische Konturdiagramme von VZV-spezifischen und SEB-reaktiven CD69" CD4 T-
Zellen eines 56-jahrigen Dialysepatienten dargestellt, die jeweils die Zytokine IFNy, IL-2 und

TNFo exprimieren.
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Abbildung 21 Die Zytokinexpression von Dialysepatienten und Kontrollen unterscheidet sich nach HZ/su-
Impfung (A) VZV-spezifische und SEB-reaktive CD4 T-Zellen wurden stimuliert und CD69-positive CD4 T-Zellen,
die IL-2, TNFa oder IFNy produzieren, wurden nach erster und zweiter Impfung sowie im Follow-up ein Jahr nach
erster Impfung quantifiziert. Die VZV-spezifischen CD4 T-Zell-Frequenzen werden nach Abzug der
Negativkontrollen angezeigt. Proben von gesunden Kontrollen (grau) und Dialysepatienten (rot) wurden zu jedem
Zeitpunkt verglichen. Die Linien stellen Medianwerte mit Interquartilsbereichen dar. Die statistische Analyse wurde
mit dem Mann-Whitney-Test durchgefiihrt. (B) Beispiele fiir Konturdiagramme von VZV-spezifischen oder SEB-
reaktiven CD4-T-Zellen, welche die Zytokine IFNy, TNFa und IL-2 exprimieren, nach Stimulation von Vollblut eines
56-jahrigen mannlichen Dialysepatienten. (C) Zytokin-exprimierende CD4 T-Zellen wurden in 7 Subpopulationen
unterteilt, je nachdem, ob sie IFNy, TNFa und IL-2 einzeln oder kombiniert exprimierten. Es wurden die Blutproben
aller Personen analysiert. Fir eine robuste Statistik wurden nur Proben mit mindestens 30 Zytokin-exprimierenden
CD4-T-Zellen nach Abzug der entsprechenden Negativkontrolle beriicksichtigt. Vergleich der Zytokinprofile von
VZV-spezifischen (links) und SEB-reaktiven CD4-T-Zellen (rechts) bei Kontrollen und Dialysepatienten post v1, post
v2 und im Follow-up. Die Balken stellen Mittelwerte und Standardabweichungen dar. Die statistische Analyse wurde
mit einem ungepaarten t-Test durchgefiihrt. Die endglltige StichprobengroBe ist in jedem Feld angegeben. IL-2,
Interleukin 2; IFN, Interferon; TNF, Tumor-Nekrose-Faktor; VZV, Varizella-Zoster-Virus; SEB, Staphylococcus aureus
Enterotoxin B. Abbildung modifiziert und reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (HIELSCHER et al,,
2024).
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Mit Hilfe des Boolean-Gating wurde die Verteilung der Zytokinexpression in CD4 T-Zellen
genauer untersucht, indem die reaktiven CD4 T-Zellen in 7 Subpopulationen unterteilt wurden,
je nachdem, ob sie IFNy, TNFa und IL-2 einzeln oder kombiniert exprimierten. Die Mehrheit
der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen exprimierte alle drei Zytokine, was fir eine
Multifunktionalitdt der Zellen spricht (Abbildung 21C). Den geringsten Anteil hingegen
machten reaktive CD4 T-Zellen aus, welche nur ein Zytokin exprimierten. Bei Betrachtung der
einzelnen Subpopulationen fallt auf, dass nach der ersten Impfung signifikant mehr
dreifachpositive VZV-spezifische CD4 T-Zellen bei Dialysepatienten detektiert wurden als bei
Kontrollen (p=0,028), wohingegen der Anteil IL-2/TNFa exprimierender Zellen bei Patienten
niedriger ausfiel (p=0,031). Die Zytokinexpressionmuster beider Gruppen verhielten sich im

weiteren Verlauf ahnlich.

SEB-reaktive CD4 T-Zellen exprimierten in beiden Gruppen tberwiegend TNFa einzeln oder in
Kombination mit IL-2. Interessanterweise wiesen Patienten sowohl nach beiden Impfungen als
auch im Follow-up einen geringeren prozentualen Anteil an reaktiven Zellen auf die TNFa
einzeln exprimieren, wahrend der Anteil an dreifach exprimierenden Zellen signifikant erhdht
war. CD8 T-Zellen wurden aufgrund der geringen Anzahl an reaktiven Zellen nicht bezlglich

der Zytokinexpression analysiert.

5.1.7 Hoherer Anteil an VZV-spezifischen zentralen Gedachtnis-CD4 T-Zellen nach
Impfung mit HZ/su in Dialysepatienten
Zur Bestimmung des Differenzierungsstatus von VZV-spezifischen T-Zellen wurden CD69*
IFNy*® CD4 T-Zellen anhand der Expression von CD45RO und CD27 nach Stimulation mit
Uberlappenden VZV-gE Peptiden in naive (CD277, CD45R0O"), zentrale Gedachtnis- (CM, CD277,
CD45R0O"), Effektor-Gedachtnis- (EM, CD27°, CD45R0O™) und terminal differenzierte Effektor-
Gedachtnis- (TEMRA, CD27°, CD45R0O") Zellen unterteilt. Reprasentative Punktdiagramme sind
in Abbildung 22A dargestellt. Nach der ersten Impfung machten zentrale Gedéchtnis-T-Zellen
sowohl bei Dialysepatienten (80,8 % (IQR 20,3 %)) als auch bei Kontrollen (76,0 % (IQR 20,3 %))
prozentual den groBten Anteil der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen aus, gefolgt von Effektor-
Gedachtnis-T-Zellen (Patienten: 18,2 % (IQR 22,8 %); Kontrollen 14,5 % (IQR 19,8 %)). Hingegen
wurden TEMRA und naive CD4 T-Zellen nur in sehr geringen MaBen detektiert. Eine dhnliche
Verteilung wurde auch zwei Wochen nach der zweiten Impfung und im Follow-up beobachtet,

wobei nach der zweiten Impfung einige Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen zu
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beobachten waren. Wahrend die Patienten einen hoheren Prozentsatz an zentralen
Gedachtnis-T-Zellen aufwiesen (p=0,003), war der prozentuale Anteil an Effektor-Gedachtnis-
T-Zellen signifikant niedriger als bei den Kontrollen (p=0,004, Abbildung 22B).

Obwohl die Mehrheit der SEB-reaktiven T-Zellen ebenfalls einen zentralen
Gedachtnisphanotyp aufwies, unterschied sich das Verteilungsmuster von dem VZV-
spezifischer CD4 T-Zellen, da der Unterschied der prozentualen Anteile zwischen zentralen
Gedachtnis-T-Zellen und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen weniger stark ausgepragt war
(Abbildung 22C). Den geringsten Anteil machten wiederum TEMRA- und naive CD4 T-Zellen
aus. SEB-reaktive Subpopulationen zeigten auch keine Veranderung im zeitlichen Verlauf nach
Impfung und zwischen Patienten und Kontrollen konnten keine Unterschiede festgestellt

werden.
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Abbildung 22 Unterschiede in der VZV-spezifischen CD4 T-Zell-Differenzierung zwischen Dialysepatienten
und Kontrollen (A) Reprasentative Konturdiagramme des Differenzierungsstatus von CD69 und IFNy ko-
exprimierenden VZV-spezifischen CD4 T-Zellen, die basierend auf der Expression von CD45RO und CD27 in naive,
zentrale Gedachtnis- (CM), Effektor-Gedachtnis- (EM) und terminal differenzierte Effektor-Gedachtnis- (TEMRA)
Zellen klassifiziert wurden. (B) T-Zell-Populationen innerhalb der VZV-spezifischen oder (C) SEB-reaktiven CD4-T-
Zellen wurden zwischen Kontrollen (grau) und Dialysepatienten (rot) nach erster und zweiter Impfung und im
Follow-up verglichen. Alle Proben wurden gemessen, aber die endgltige Analyse wurde auf Proben mit mindestens
20 CD69*IFNy* CD4 T-Zellen beschrdnkt, um eine robuste statistische Analyse zu gewahrleisten. Die endgliltige
StichprobengréBe ist in jedem Panel angegeben. Die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-Test
durchgefiihrt. Die Balken stellen Mediane mit Interquartilsbereichen dar. VZV, Varizella-Zoster-Virus; SEB,
Staphylococcus aureus Enterotoxin B, Abbildung modifiziert und reproduziert aus Originalpublikation zu dieser
Arbeit (HIELSCHER et al.,, 2024).
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Neben den VZV-spezifischen CD4 T-Zellen wurden stimulationsunabhangig CD4- und CD8 T-
Zellen bezlglich des Differenzierungsstatus anhand der Expression von CD45RO und CD27
untersucht. Dabei unterschied sich die Verteilung der nicht stimulierten CD4 und CD8 T-Zell-
Subpopulationen deutlich von der Verteilung der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen. Gesamt CD4
T-Zellen waren mehrheitlich durch einen zentralen Gedachtnis- und naiven T-Zell-Phanotyp
gepragt (Abbildung 23A), wohingegen Effektor-Gedachtnis-T-Zellen und TEMRA-T-Zellen nur
einen geringen prozentualen Anteil ausmachten. Interessanterweise waren die
Subpopulationen bei den CD8 T-Zellen sehr homogen verteilt (Abbildung 23B). Unterschiede
in der Verteilung der Subpopulationen konnten weder zwischen beiden Gruppen noch im

zeitlichen Verlauf beobachtet werden.
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Abbildung 23 Differenzierung von unstimulierten CD4 und CD8 T-Zellen bei Dialysepatienten und Kontrollen
Differenzierungsstatus von (A) CD4 T-Zellen oder (B) CD8 T-Zellen, die anhand der Expression von CD45RO und
CD27 in naive, zentrale Gedachtnis- (CM), Effektor-Gedachtnis- (EM) und terminal differenzierte Effektor-
Gedachtnis- (TEMRA) Zellen eingeteilt werden. Die T-Zell-Populationen wurden zwischen Kontrollen (grau) und
Dialysepatienten (rot) nach erster und zweiter Impfung sowie im Follow-up verglichen. Die statistische Analyse
wurde mit dem Mann-Whitney-Test durchgefiihrt. Die Balken stellen Mediane mit Interquartilsbereichen dar.
Abbildung modifiziert und reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (HIELSCHER et al., 2024).
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5.1.8 Expression von CD39 auf VZV-spezifischen CD4 T-Zellen

Die Expression der ATPase CD39 wurde im Zuge dieses Projekts auf VZV-spezifischen CD4 T-
Zellen untersucht, um einen mdglichen Zusammenhang mit der Impfantwort zu
charakterisieren. Die Stimulation des Vollbluts von Dialysepatienten und gesunden Kontrollen
erfolgte mit Uberlappenden VZV-gE Peptiden oder VZV-Lysat. SEB diente als Positivkontrolle,
DMSO bzw. nicht infiziertes Zelllysat als Negativkontrolle. VZV-spezifische CD4 T-Zellen
wurden anhand der Ko-Expression von CD69 und IFNy quantifiziert und die entsprechende
Negativkontrolle wurde von der reaktiven T-Zell-Frequenz abgezogen. Fir eine
aussagekraftige Statistik wurden nur Messungen eingeschlossen in denen mindestens 20
CD69*IFNy* CD4 T-Zellen detektiert wurden. Die CD39 Expression der mit VZV-gE Peptiden
und Lysat stimulierten CD4 T-Zellen war sowohl nach erster als auch nach zweiter Impfung auf
einem niedrigen Niveau (Abbildung 24A). Einzig eine signifikante Zunahme nach Stimulation
mit VZV-Lysat nach der zweiten Impfung wurde bei Dialysepatienten beobachtet (p=0,032),
wenngleich die Expression nach wie vor gering war. Zudem unterschied sich die CD39
Expression auf VZV-spezifischen CD4 T-Zellen nach der zweiten Impfung nicht signifikant
zwischen Dialysepatienten und Kontrollen. Auf SEB-reaktiven CD4 T-Zellen war die Expression
von CD39 bei Patienten zwar signifikant hoher (p=0,006), jedoch war auch hier die

Expressionsdichte gering (Abbildung 24B).
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Abbildung 24 Keine Unterschiede in der CD39 Expression auf VZV-spezifischen CD4 T-Zellen zwischen
Patienten (A) Nach Stimulation mit Gberlappenden VZV-gE Peptiden und VZV-Lysat wurde die CD39 Expression
auf spezifischen CD4 T-Zellen bei Kontrollen (grau) und Dialysepatienten (rot) nach beiden Impfungen untersucht.
Die statistische Analyse erfolgte mit dem Wilcoxon-Test. (B) Vergleich der CD39 MFI zwischen Patienten und
Kontrollen nach zweiter Impfung. Die Balken stellen Mediane mit Interquartilsbereichen dar. Der Mann-Whitney-
Test wurde fir die statistische Auswertung genutzt. MFI, mediane Fluoreszenzintensitat; VZV, Varizella-Zoster-Virus;
SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B.

5.1.9 HZ/su induziert Proliferationsaktivitat in VZV-spezifischen T-Zellen

Zur Analyse der Proliferationsfahigkeit wurden frisch isolierte PBMCs mit CFDA-SE gefarbt und
anschlieBend stimuliert. Nach 7-tdgiger Inkubation erfolgte die durchflusszytometrische
Analyse proliferierter Zellen, die anhand der Abnahme des CFSE-Signals identifiziert wurden.
In Abbildung 25A sind charakteristische Konturdiagramme dargestellt. Angegeben sind die
Prozentzahlen proliferierter CD4 und CD8 T-Zellen nach Stimulation mit den Uberlappenden
VZV-gE Peptiden. DMSO diente als Negativkontrolle und SEB als Positivkontrolle. Die
Prozentzahl der proliferierten VZV-spezifischen T-Zellen wurde durch Subtraktion der

entsprechenden Negativkontrolle normiert.
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Abbildung 25 Induktion der VZV-spezifischen T-Zellproliferation bei Dialysepatienten und Kontrollpersonen
nach Impfung mit HZ/su (A) Konturdiagramme zur Identifizierung der proliferierten CD4 und CD8 T-Zellen nach
Farbung mit CFDA-SE und Stimulation mit Uberlappenden VZV-gE-Peptiden, SEB (Positivkontrolle) oder DMSO
(Negativkontrolle) fir 7 Tage. (B) Mediane Prozentsdtze und Interquartilsbereiche der proliferierenden VZV-
spezifischen CD4 (oben) oder CD8 T-Zellen (unten) oder (C) SEB-reaktiven CD4 oder CD8 T-Zellen vor und nach den
Impfungen. VZV-spezifische CD4 und CD8 T-Zellen sind nach Subtraktion der entsprechenden Negativkontrolle im
zeitlichen Verlauf bei gesunden Kontrollen (grau) im Vergleich zu Dialysepatienten (rot) dargestellt. (D) Der
Prozentsatz der proliferierten VZV-spezifischen CD4 und CD8 T-Zellen von Patienten und Kontrollen wird zu jedem
Zeitpunkt verglichen. (E) Fur jeden Probanden wurde die Zunahme der proliferierten VZV-spezifischen CD4 und
CD8 T-Zellen nach erster und zweiter Impfung sowie im Follow-up im Vergleich zum Ausgangswert und zwischen
erster und zweiter Impfung berechnet (post v1/pre v1, post v2/pre v1, Follow-up/ pre v1 und post v2/post v1). Die
Balken beziehen sich auf Mediane mit Interquartilsbereichen. Der Mann-Whitney-Test wurde fiir die statistische
Analyse verwendet. VZV, Varizella-Zoster-Virus; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B, Abbildung modifiziert
und reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (HIELSCHER et al., 2024).
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Zwei Wochen nach der ersten und zweiten Impfung war ein Anstieg der proliferierenden VZV-
spezifischen T-Zellen bei Patienten und Kontrollen zu beobachten (Abbildung 25B). Auch wenn
im zeitlichen Verlauf die Proliferationsfahigkeit wieder abnahm, so lag der prozentuale Anteil
an proliferierenden T-Zellen weiterhin Giber dem Ausgangswert. Interessanterweise wurden bei
der Langzeitsstimulation auch eine Proliferation VZV-spezifischer CD8 T-Zellen induziert. Diese
war nach beiden Impfungen zu beobachten, wenngleich die Proliferation bei CD8 T Zellen
schwacher ausfiel als bei den CD4 T-Zellen. Die Proliferation von SEB-reaktiven CD4 und CD8
T-Zellen blieb wie erwartet im zeitlichen Verlauf stabil (Abbildung 25C). Der Vergleich der
Anstiege der proliferierten VZV-spezifischen T-Zellen von Dialysepatienten und Kontrollen
zeigte nur geringe Unterschiede. Lediglich im Follow-up war der prozentuale Anteil
proliferierter CD8 T-Zellen nach VZV-spezifischer Stimulation bei Patienten etwas geringer als
bei Kontrollen (p=0,047; Abbildung 25D). Auch in den Ratios im Vergleich zur Proliferation vor
Impfung konnten zwischen den beiden Gruppen keine Unterschiede beobachtet werden

(Abbildung 25E).

5.1.10 Keine impfinduzierte Anderung der zirkulierenden follikuliren T-Helferzellen

Follikulare T-Helferzellen (Tfh), eine Subpopulation der CD4 T-Zellen sind im Keimzentrum der
sekundadren Lymphorgane an der Differenzierung von B-Zellen beteiligt. In dieser Arbeit
wurden Tfh-Zellen in Zirkulation stimulationsunabhangig innerhalb der CD4 T-Zellen als
CXCR5* Zellen identifiziert. Zusatzlich wurde die Expression von PD-1 und ICOS sowie der
Differenzierungsstatus von Tfh-Zellen charakterisiert. Reprasentative Punkt- und
Konturdiagramme sind in Abbildung 26A dargestellt. Im zeitlichen Verlauf traten sowohl bei
Kontrollen (p<0,0001) als auch bei Patienten (p=0,019) Unterschiede in der Anzahl an im Blut
zirkulierenden Tfh-Zellen auf, die jedoch keine impfinduzierte Dynamik aufwiesen (Abbildung
26B). In der longitudinalen Analyse waren sowohl ICOS als auch PD-1 recht heterogen auf Tfh-
Zellen exprimiert, was jedoch ebenfalls keinen Zusammenhang mit der Impfung erkennen lieB
(Abbildung 26C und D). Tfh-Zellen wiesen auf Basis der Expression von CD45RO und CD27
sowohl bei Dialysepatienten als auch bei Kontrollen mehrheitlichen einen zentralen
Gedachtnis-T-Zell-Phdnotyp auf, gefolgt von einem naiven T-Zell-Phanotyp (Abbildung 26E).
Tfh-Zellen mit Effektor-Gedachtnis- und TEMRA-Phanotyp wurden hingegen nur in geringen

MaBen detektiert. Dieses Verteilungsmuster blieb tUber den zeitlichen Verlauf gleich, wobei
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lediglich vor erster Impfung ein Unterschied zwischen Dialysepatienten und Kontrollen im

prozentualen Anteil an zentralen Gedéachtnis-T-Zellen beobachtet werden konnten (p=0,006).
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Abbildung 26 Charakterisierung der follikuldaren T-Helferzellen (A) Représentative Punkt- und
Konturdiagramme von follikuldren T-Helferzellen (Tth), die als CXCR5* CD4 T-Zellen identifiziert wurden. Die Tfh-
Zellen wurden auf die Expression von PD-1 und ICOS untersucht und die Differenzierung in naive, zentrale
Gedachtnis-T-Zellen (CM), Effektor-Gedéachtnis-T-Zellen (EM) und terminal differenzierte Effektor-Gedachtnis-T-
Zellen (TEMRA) wurde anhand von CD45R0O und CD27 bestimmt. (B) Der prozentuale Anteil der Tfh-Zellen innerhalb
der CD4 T-Zellen und die mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) von (C) ICOS und (D) PD-1 wurden bei Kontrollen
(schwarz) und Dialysepatienten (rot) im zeitlichen Verlauf bestimmt. Die dicken Linien stellen Mediane dar und der
Friedman-Test mit Dunn Post-Test wurde fiir die statistischen Analysen durchgefiihrt. (E) Der Differenzierungsstatus
der Tfh-Zellen vor erster Impfung, nach zweiter Impfung und nach einem Jahr (Follow-up) wurde bei Kontrollen
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(grau) und bei Patienten (rot) analysiert. Die Balken stellen Mediane mit Interquartilsbereichen dar. 1COS,
induzierbarer T-Zell-Kostimulator; PD-1, Programmed Cell Death Protein 1. * fir p<0,05; ** fir p<0,01; *** fur
p<0,001; **** flir p<0,0001. Abbildung modifiziert und reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit
(HIELSCHER et al., 2024).

5.1.11 Hoherer Anteil an naiven B-Zellen bei Dialysepatienten

B-Zellen gelten als Bindeglied zwischen dem humoralen und dem zellularen Arm des adaptiven
Immunsystems. Durch Aktivierung kénnen sich B-Zellen zu Plasmablasten entwickeln, welche
in der Lage sind Antikorper zu sezernieren. In dieser Arbeit erfolgte die Untersuchung der B-
Zell-Subpopulationen stimulationsunabhangig. Zunachst wurden die B-Zellen anhand der
Marker CD19 und CD3 als CD19* und CD3" Lymphozyten identifiziert. In einem weiteren Schritt
lassen sich die B-Zellen auf Basis der Marker IgD und CD27 in naive B-Zellen (IgD*, CD27°), non
switched (IgD*, CD27") und switched (IgD", CD27%) Gedachtnis-B-Zellen unterteilen. Letztere
wurden fir die Marker CD38 und CD27 untersucht und Plasmablasten (CD38*, CD27%) wurden
innerhalb dieser Population identifiziert (Abbildung 27A).

Sowohl bei Dialysepatienten als auch bei Kontrollpersonen war der Prozentsatz der
Plasmablasten innerhalb der B-Zellen gering und blieb im zeitlichen Verlauf stabil, ohne dass
es zu einer durch Impfung bedingten Dynamik kam (Kontrollen: p=0,901; Patienten: p=0,063,
Abbildung 27B). Bei der Analyse der Verteilung der Subpopulationen im Zeitverlauf zeigte sich,
dass die meisten B-Zellen zu allen Zeitpunkten einen naiven Phanotyp aufwiesen (Abbildung
27C). Interessanterweise war der Anteil der naiven B-Zellen bei den Dialysepatienten hoher als
bei den Kontrollen, was zwei Wochen nach der zweiten Impfung statistische Signifikanz
erreichte (p=0,045). Im Gegensatz dazu wiesen Dialysepatienten wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums einen signifikant geringeren Anteil an non switchted Gedachtnis-B-
Zellen auf als die Kontrollgruppe (pre v1: p=0,011; post v2: p=0,011; Follow-up: p=0,004;
Abbildung 27C).

83



u C prev1
100 p=0.011
e @ Kontrollen (n=39)
:; @ Patienten (n=29)
B 80
5 5 e
N 60 o
py =
< ¢ w .
4 40 @ @ 3
CD3 PerCP X & °
non switched 207 e & % i
[ ]
- ®
e C o- s Gl
> :
z naive non switched switched Plasmablasten
wl m
En post v2
: p=0.045 p=0.011
o ] itched 1001 — [—
=T L O B B L SRR @ Kontrollen (n=38)
g W07 10 a0t a0® ® Patienten (n=25)
807 g
CD27 APC g
r mE ] Plasmablasten Ela 60 1 ®
b . 0 5
19} v':"_ c [ ] & [ )
al —3 o 401 [ _J
< E > QQ))
N[ =l X < ° 8 ’
E . E % Th
=]
= o °© c = amid
2 ]
L I S BURALLLL L B . . .
aq U0 10 10 10 naive non switched switched Plasmablasten
CD38 PE
B Follow-up
- =0.004
100 100 ,p—| @ Kontrollen (n=39)
é @ Patienten (1=20)
K = 801
2 10 2 %
: NN _ : N 60 ¢
£ 1 Ry N @ e
2 = —— = e g 40 _ ®
2 S = = —— o —e— > rA °
Eorl e 2 " -
8 =l - EEI I~ ° ]
> : TR ORI AN 201 2
prevl postvl prev2 postv2 F prevl postvl prev2 postv2 F 0- - = and
Kontrollen Patienten naive non switched switched Plasmablasten

Abbildung 27 Hoherer Anteil an naiven B-Zellen bei Dialysepatienten (A) Reprasentative Punktdiagramme von
CD19* B-Zellen, die anhand der Oberflachenmarker IgD und CD27 in naive B-Zellen (IgD*, CD27°), non switched
(IgD*, CD27*) und switched (IgD-, CD27*) Gedachtnis-B-Zellen eingeteilt wurden. Plasmablasten wurden als CD38*
Zellen innerhalb der switched Gedachtnis-B-Zellen identifiziert. (B) Der Prozentsatz der Plasmablasten wurde bei
den Kontrollen (links, grau) und den Patienten (rechts, rot) im zeitlichen Verlauf bestimmt. Die dicken Linien stellen
Medianwerte dar. (C) B-Zell-Subpopulationen von Kontrollen (grau) und Dialysepatienten (rot) wurden vor der
ersten Impfung (pre v1), nach der zweiten Impfung (post v2) und im Follow-up verglichen. Die Balken stellen
Medianwerte mit Interquartilsbereichen dar. Die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-Test
durchgefiihrt. Abbildung modifiziert und reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (HIELSCHER et al.,
2024).

5.1.12 Humorale Immunantwort nach HZ/su-Impfung

5.1.12.1 Geringere VZV-spezifische IgG-Level bei Dialysepatienten

Zur Untersuchung der durch den Impfstoff induzierten humoralen Immunantwort wurden die
VZV-spezifischen I1gG-Level vor beiden Impfungen (pre v1, prev2), zwei Wochen nach beiden
Impfungen (post v1, post v2) sowie 12 Monate nach der ersten Impfung (Follow-up) mittels

ELISA bestimmt. Insgesamt waren nur 2 Dialysepatienten und 4 gesunde Kontrollpersonen vor
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der ersten Impfung seronegativ (<80 1U/l), wahrend alle anderen Probanden Uber der
Nachweisgrenze lagen. Wie die spezifischen CD4 T-Zellen zeigten auch die VZV-spezifischen
IgG-Antikdrper in beiden Gruppen einen entsprechend der Impfung dynamischen Verlauf
(Abbildung 28A). Zwei Wochen nach jeder Impfung wurde ein Anstieg der IgG-Konzentration
bei den Dialysepatienten (post v1: 9139 (IQR 9582) 1U/I; post v2: 10796 (IQR 12482) 1U/I) und
Kontrollen (post v1: 11843 (IQR 12231) IU/I; post v2: 16899 (IQR 14019) 1U/l) beobachtet, wobei
das Maximum jeweils nach der zweiten Impfung erreicht wurde. Die VZV-IgG-Level der
Dialysepatienten waren zu diesem Zeitpunkt signifikant geringer als die der Kontrollen
(p=0,009). Zudem wiesen Dialysepatienten auch im Follow-Up signifikant geringere VZV-
spezifische IgG-Level auf (p=0,0008, Abbildung 28B). Folglich war auch die mediane Ratio der
VZV-spezifischen IgG-Werte vom Ausgangswert bis zwei Wochen nach der zweiten Impfung
bei Dialysepatienten geringer (5-fach) als bei den Kontrollen (9,1-fach; p=0,002), ebenso wie
die Ratio vom Ausgangswert bis zur Nachuntersuchung (Patienten: 2,2-fach; Kontrollen: 5,4-
fach; p=0,004) sowie der Anstieg von der ersten zur zweiten Impfung (p=0,0003, Abbildung
28C).
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Abbildung 28 Geringerer Anstieg der VZV-spezifischen IgG-Level bei Dialysepatienten (A) VZV-IgG-Level von
Kontrollen (grau) und Dialysepatienten (rot) wurden im zeitlichen Verlauf gemessen. Der Friedmann-Test mit Dunn
Post-Test wurde zur statistischen Auswertung herangezogen. Dicke Linien stellen die Mediane dar. (B) Vergleich
der VZV-spezifischen 1gG-Level zwischen beiden Gruppen zu jedem Zeitpunkt. (C) Fir jede Person wurde der
Anstieg der VZV-spezifischen 1gG-Level nach erster und zweiter Impfung und im Follow-up (F) im Vergleich zum
Ausgangswert sowie zwischen erster und zweiter Impfung berechnet (post v1/pre v1, post v2/pre v1, Follow-up/
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pre v1 und post v2/post v1). Die Statistik wurde mit dem Mann-Whitney-Test durchgefiihrt. Die Balken stellen
Mediane mit Interquartilsbereichen dar. * fir p<0,05; ** fiir p<0,01; *** fiir p<0,001; **** fiir p<0,0001. VZV, Varizella-
Zoster-Virus, Abbildung modifiziert und reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (HIELSCHER et al.,
2024).

5.1.12.2 VZV-spezifische Neutralisationsfihigkeit der Antikérper bei Dialysepatienten
geringer
Die neutralisierende Aktivitat von Antikorpern gilt als wichtige Eigenschaft zur Verhinderung
von Infektionen. Um die neutralisierende Aktivitat VZV-spezifischer Antikdrper nach HZ/su-
Impfung zu untersuchen, wurden hierzu Versuche in Kooperation mit dem Labor Enders in
Stuttgart durchgefiihrt. Die neutralisierende Aktivitat wurde vor der ersten Impfung (pre v1),
zwei Wochen nach zweiter Impfung (post v2) und 12 Monate nach erster Impfung (Follow-up)
bestimmt. In Abbildung 29A sind reprasentative Beispiele des Neutralisationstests ohne VZV-
Infektion der Zellen (aufgrund ausreichender Konzentration an neutralisierenden Antikdrpern,
links) sowie mit Infektion (rechts) dargestellt. Vor der ersten Impfung lag der neutralisierende
Antikorpertiter von 17 Kontrollen und 5 Dialysepatienten unterhalb des nachweisbaren
Bereichs. Die durch die Impfung induzierten neutralisierenden Antikorpertiter erreichten in
beiden Gruppen nach der zweiten Impfung ihr Maximum, wobei hier die Titer aller Probanden
Uber der Nachweisgrenze lagen. Trotz eines anschlieBenden Ruckgangs war die
neutralisierende Aktivitat bei der Nachuntersuchung immer noch héher als vor der ersten
Impfung (Abbildung 29B). Jeweils eine Person in beiden Gruppen lag im Verlaufswert 12
Monate nach erster Impfung unter der Nachweisgrenze. Obwohl keine signifikanten
Unterschiede in der neutralisierenden Aktivitat zwischen den beiden Gruppen gefunden
wurden (Abbildung 29C), zeigten Dialysepatienten im Vergleich zu Kontrollprobanden einen
weniger stark ausgepragten Anstieg der neutralisierenden Aktivitat vom Ausgangswert bis zwei
Wochen nach der zweiten Impfung (p=0,006) sowie vom Ausgangswert bis zum Follow-up

(p=0,003, Abbildung 29D).
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Abbildung 29 Die neutralisierende Aktivitidt VZV-spezifischer Antikorper steigt nach HZ/su-Impfung bei
Dialysepatienten und Kontrollen (A) Exemplarische Darstellung der mit dem Probandenserum (post v2)
inkubierten Zellkultur ohne VZV-Infektion (links, bei ausreichender Neutralisation) und mit VZV-Infektion (rechts,
unzureichende Neutralisationsfahigkeit). (B) Die VZV-spezifische Neutralisierung bei Kontrollen (schwarz) und
Dialysepatienten (rot) ist vor erster Impfung (pre v1), nach zweiter Impfung (post v2) und nach einem Jahr (Follow-
up) dargestellt. Die statistische Analyse wurde mit dem Friedman-Test mit Dunn Post-Test durchgeflhrt. Die dicken
Linien stellen die Mediane dar. (C) Vergleich der neutralisierenden Aktivitat zwischen beiden Gruppen und (D) der
Ratio, berechnet nach zweiter Impfung und im Follow-up im Vergleich zur ersten Impfung sowie zwischen zweiter
Impfung und Follow-up. Statistische Analysen der Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen wurden mit dem
Mann-Whitney-Test durchgefiihrt und die Balken stellen Mediane mit Interquartilsbereichen dar. * fir p<0,05; ** fur
p<0,01; *** fir p<0,001; **** fir p<0,0001. Abbildung modifiziert und reproduziert aus Originalpublikation zu dieser
Arbeit (HIELSCHER et al., 2024).

Anhand einer Korrelationsmatrix wurde die Beziehung zwischen den GréBenordnungen von
impfstoffinduziertem IgG, neutralisierender Aktivitat, CD4 T-Zellen und proliferativer Kapazitat
in beiden Gruppen nach der zweiten Impfung untersucht. Es wurde eine signifikante Korrelation
zwischen den VZV-spezifischen IgG-Level und der neutralisierenden Aktivitat sowohl bei den
Kontrollen (r=0,48; p=0,002) als auch bei den Patienten (r=0,62; p=0,008) festgestellt.
Interessanterweise zeigten beide Gruppen auch eine Korrelation zwischen der
Proliferationsfahigkeit der VZV-spezifischen CD4 und CD8 T-Zellen (Kontrollen: r=0,53;
p=0,009; Patienten: r=0,5; p=0,017; Abbildung 30), wohingegen zwischen VZV-spezifischen
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CD4 T-Zellen und der proliferativen Kapazitat von CD4 T-Zellen sowohl bei Dialysepatienten

(p=0,057) als auch bei Kontrollen (p=0,051) nur eine Tendenz zu erkennen war.
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Abbildung 30 Korrelation von VZV-spezifischen IgG und neutralisierender Antikorper-Aktivitidt sowie der
Proliferationsfihigkeit von CD4 und CD8 T-Zellen Korrelationsmatrix zwischen dem Prozentsatz der
impfinduzierten VZV-spezifischen CD4 T-Zellen, den IgG-Leveln, der neutralisierenden Aktivitdt und dem
prozentualen Anteil der proliferierenden VZV-spezifischen CD4 und CD8 T-Zellen bei Kontrollen (links, grau) und
Dialysepatienten (rechts, rot) nach 2. Impfung. Die Korrelationskoeffizienten wurden nach dem zweiseitigen
Spearman-Test berechnet und mit einem Farbcode dargestellt. Abbildung modifiziert und reproduziert aus
Originalpublikation zu dieser Arbeit (HIELSCHER et al., 2024).

5.1.13 Geringere Reaktogenitit bei Dialysepatienten im Vergleich zu Kontrollen
Impfstoffe konnen in Abhangigkeit ihrer Zusammensetzung unterschiedlich reaktogen wirken.
Zudem konnen individuelle Empfindungen, die Einnahme von Medikamenten oder
Durchfihrung von Therapien einen Einfluss auf die Impfreaktionen haben. Daher wurden
impfstoffassoziierte unerwiinschte Ereignisse und Beschwerden in der ersten Woche nach
beiden Impfungen anhand von Selbstauskiinften mit Hilfe eines Fragebogens zwischen
Patienten und Kontrollen verglichen. Im Allgemeinen wurden beide Impfungen von den
Probanden gut vertragen. Am haufigsten berichteten die Probanden von Schmerzen an der
Injektionsstelle, gefolgt von Rétungen an der Injektionsstelle und Midigkeit. Hingegen gaben
weder Kontrollprobanden noch Dialysepatienten Fieber Uber 38,5°C an (Abbildung 31A).
Mehrheitlich berichteten Probanden beider Gruppen Uber die Kombination von lokalen und
systemischen Beschwerden sowohl nach der ersten Impfung (Patienten: 47,7 %; Kontrollen:
61,6 %) als auch nach der zweiten Impfung (Patienten: 35,7 %; Kontrollen: 57,9 %, Abbildung
31B).
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Abbildung 31 Geringere Reaktogenitit bei Dialysepatienten im Vergleich zu Kontrollen Die Reaktogenitat
innerhalb der ersten Woche nach jeder Impfstoffdosis wurde anhand eines standardisierten Fragebogens von den
Probanden selbst erfasst. (A) Die Verteilung lokaler und systemischer Beschwerden bei gesunden Kontrollen
(schwarz) und Dialysepatienten (rot). Dargestellt ist jeweils der Prozentsatz der Personen mit den entsprechenden
Beschwerden. (B) Angegeben ist der Prozentsatz der Probanden, die keine, nur lokale, nur systemische Beschwerden
oder beides hatten. (C) Die von den Probanden wahrgenommenen Impfreaktionen wurden in eine Rangfolge
gebracht und nach Schweregrad klassifiziert. Die Vergleiche zwischen den beiden Gruppen wurden mit dem x?-Test
analysiert. GI, Gastrointestinal, Abbildung modifiziert und reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit
(HIELSCHER et al., 2024).
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Insgesamt berichteten Dialysepatienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen sowohl nach der
ersten als auch nach der zweiten Impfung lber weniger lokale, systemische oder lokale und
systemische Beschwerden. Wahrend die meisten gesunden Probanden &hnlich haufige
Beschwerden nach erster und zweiter Impfung angaben, traten Beschwerden, mit Ausnahme
von Mudigkeit und Kopfschmerzen, bei Dialysepatienten nach der zweiten Impfung tendenziell
seltener auf (Abbildung 31C). Schwerwiegende unerwiinschte Ereignisse wurden von keinen

Probanden gemeldet.

5.1.14 Unterschiedliche Immunogenitat der HZ/su Impfung bei Patienten mit Multipler
Sklerose
Im Folgenden wurde die VZV-spezifische Immunantwort nach HZ/su-Impfung bei Patienten
mit Multipler Sklerose (MS) unter verschiedenen krankheitsmodulierenden Therapie-Formen
untersucht. Hierfiir wurden von 28 Patienten unter B-Zell depletierender anti-CD20-Therapie
(58,4 + 5,2 Jahre) und 7 Patienten unter S1P-Therapie (55,5 + 4,7 Jahre, Tabelle 22) vor der
ersten Impfung sowie zwei Wochen nach der zweiten Impfung Vollblut abgenommen. Die
durch den HZ/su Impfstoff induzierten VZV-spezifische T-Zellen und Antikdrper wurden
charakterisiert und im Vergleich zu den bereits eingeschlossenen 39 gesunden Kontrollen

analysiert.

Tabelle 22 Demografie von MS-Patienten unter anti-CD20 oder S1P-Therapie und gesunde Kontrollen

anti-CD20 S1P Kontrollen p-Wert
Anzahl 28 7 39
Alter in Jahren, MW1StabW 58,4 + 5,2 555+ 4,7 67,9 + 8,2 <0,0001¢
Geschlecht, n (%) weiblich 19 (67,9) 5(714) 24 (61,5) 0,806'
mannlich 9 (32,1) 2 (28,6) 15 (38,5)

Seinfaktorieller ANOVA mit Tukey's Post-Test, 'x>-Test

Erste Ergebnisse zeigen, dass es bei MS-Patienten die eine anti-CD20-Therapie erhielten zu
einem signifikanten Anstieg der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen nach der zweiten Impfung kam
(p<0,0001, Abbildung 32A), wie es bereits bei den Kontrollen und Dialysepatienten beobachtet
wurde. Auch hier konnte nur eine schwache Induktion VZV-spezifischer CD8 T-Zellen detektiert
werden. Bei Patienten die S1P-Modulatoren einnahmen wurden ebenfalls alle Proben
bezliglich der Antigen-spezifischen T-Zell-Antwort untersucht. Jedoch konnte aufgrund der

geringen Gesamt-T-Zellzahlen keine zuverlassige Aussage zur VZV-spezifischen T-Zell-Antwort
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getroffen werden, weshalb diese Werte nicht dargestellt wurden. Es wurden lediglich die
Frequenzen SEB-reaktiver T-Zellen dargestellt, welche sich sowohl bei Patienten als auch bei
Kontrollen zu den beiden Zeitpunkten ahnlich verhielten (Abbildung 32B). Patienten unter anti-
CD20-Therapie wiesen im Vergleich zu Kontrollen tendenziell geringere VZV-spezifische CD4
T-Zell-Frequenzen nach der zweiten Impfung auf (p=0,051, Abbildung 32C). Der Anstieg der
T-Zell Frequenz (Ratio von post v2/pre v1) unterschied sich hingegen nicht zwischen den

beiden Gruppen (Abbildung 32D).
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Abbildung 32 Induktion von VZV-spezifischen T-Zellen bei MS-Patienten nach HZ/su-Impfung Vollblut von
Kontrollpersonen und MS-Patienten wurde mit Uberlappenden VZV-gE Peptiden stimuliert. SEB diente als
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Positivkontrolle, DMSO als Negativkontrolle. Reaktive Zellen wurden anhand der Ko-Expression von CD69 und IFNy
identifiziert. (A) Frequenz VZV-spezifischer CD4 (oben) und CD8 T-Zellen (unten) nach Abzug der entsprechenden
Negativkontrolle und (B) der SEB-reaktiven CD4 und CD8 T-Zellen von Kontrollen und MS-Patienten vor erster
Impfung und zwei Wochen nach zweiter Impfung. Von MS-Patienten unter ST1P-Therapie wurden alle Messungen
durchgefiihrt, jedoch aufgrund zu geringer Gesamt-T-Zell-Zahlen nur Daten nach SEB-Stimulation dargestellt. Die
dicken Linien stellen Mediane dar. Zur statistischen Auswertung wurde ein Wilcoxon-Test durchgefiihrt. (C) Vergleich
der VZV-spezifischen CD4 T-Zell-Frequenz von Kontrollen (grau) und Patienten mit anti-CD20-Therapie (orange).
Die Balken stellen Mediane mit Interquartilsbereichen dar. (D) Fir jeden Probanden wurde die Ratio der VZV-gE
spezifischen CD4 T-Zell-Frequenzen | nach zweiter Impfung Vergleich zum Ausgangswert (post v2/pre v1)
berechnet. Die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-Test durchgefiihrt. IFN, Interferon; S1P,
Sphingosin1-Phosphat-Rezeptormodulatoren; VZV, Varizella-Zoster-Virus; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin
B.

Zusatzlich wurden VZV-spezifische CD4 T-Zellen nach der zweiten Impfung beziiglich der
CTLA-4 Expression und des Zytokinprofils untersucht. Bei der Expression von CTLA-4 auf
reaktiven CD4 T-Zellen konnte zwischen Patienten unter anti-CD20-Therapie und Kontrollen
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abbildung 33). Zudem wurde eine
Multifunktionalitat der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen, gekennzeichnet durch die Expression
von IFNy, IL-2 und TNFa beobachtet, wobei nur geringe Unterschiede zwischen den Gruppen

im Zytokinprofil zu erkennen waren (Abbildung 33B).
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Abbildung 33 Keine signifikanten Unterschiede in der CTLA-4 - und Zytokinexpression in VZV-spezifischen
CD4 T-Zellen nach zweiter Impfung bei Patienten unter anti-CD20-Therapie im Vergleich zu Kontrollen (A)
Vergleich der CTLA-4-MFI von VZV (oben) und SEB (unten) reaktiven CD4 T-Zellen nach zweiter Impfung zwischen
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Kontrollen (grau) und MS-Patienten mit anti-CD20-Therapie (orange). Die Balken stellen Mediane mit
Interquartilsbereichen dar. Fur eine robuste statistische Analyse wurden nur gepaarte Proben mit mindestens 20
CD69+IFNy+ CD4 T-Zellen eingeschlossen. Die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-Test
durchgefiihrt. (B) Zytokin-exprimierende CD4 T-Zellen wurden in 7 Subpopulationen unterteilt, je nachdem, ob sie
IFNy, TNFa und IL-2 einzeln oder kombiniert exprimierten. Es wurden die Blutproben aller Personen analysiert. Fur
eine robuste Statistik wurden nur Proben mit mindestens 30 Zytokin-exprimierenden CD4-T-Zellen nach Abzug der
entsprechenden Negativkontrolle berticksichtigt. Vergleich der Zytokinprofile von VZV-spezifischen (oben) und SEB-
reaktiven CD4-T-Zellen (unten) bei Kontrollen und MS-Patienten mit anti-CD20-Therapie nach zweiter Impfung
(post v2). Die Balken stellen Mittelwerte und Standardabweichungen dar. Die statistische Analyse wurde mit einem
ungepaarten t-Test durchgefiihrt. Die endglltige StichprobengroBe ist in jedem Feld angegeben. CTLA-4,
zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4; MFI, mediane Fluoreszenzintensitat; IL-2, Interleukin 2; IFN, Interferon; TNF,

Tumor-Nekrose-Faktor; VZV, Varizella-Zoster-Virus; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B.Auf humoraler
Ebene war bei Patienten unter anti-CD20-Therapie ein geringer, dennoch signifikanter Anstieg
der VZV-spezifischen IgG-Level zu beobachten (p=0,014; Abbildung 34A). Bei Patienten unter
S1P-Therapie war ebenfalls ein Anstieg der VZV-spezifischen IgG-Level zu erkennen,
wenngleich dieser keine statistische Signifikanz erreichte. Dabei waren die Antikdrper-Level
nach der zweiten Impfung signifikant geringer als bei den gesunden Probanden (p=0,016;
Abbildung 34B). ErwartungsgemaB wiesen Patienten unter anti-CD20-Therapie nach der
zweiten Impfung die geringsten Antikorper-Level (2814 (IQR 1911) IU/l) im Vergleich zu
Kontrollen (16899 (IQR 14019) 1U/I; p<0,0001) und Patienten unter S1P-Therapie (6448 (IQR
5901) 1U/I; p=0,006) auf.
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Abbildung 34 Schwache Induktion VZV-spezifischer IgG-Antikdrpern bei MS-Patienten (A) VZV-IgG-Level von
Kontrollen (grau, schwarz) und MS-Patienten unter anti-CD20-Therapie (orange) oder S1P-Therapie (blau) wurden
vor erster Impfung (pre v1) und zwei Wochen nach zweiter Impfung (post v2) gemessen. Die Unterschiede zwischen
den Zeitpunkten in jeder Gruppe wurden mit dem Wilcoxon-Test berechnet. Dicke Linien stellen die Mediane dar.
(B) Vergleich der VZV-spezifischen IgG-Level zwischen den Gruppen zu beiden Zeitpunkten. Die Statistik wurde mit
dem Mann-Whitney-Test durchgefihrt. Die Balken stellen Mediane mit Interquartilsbereichen dar. S1P,
Sphingosin1-Phosphat-Rezeptormodulatoren; VZV, Varizella-Zoster-Virus.
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5.1.15 Einfluss von immunsupprimierenden Medikamenten auf die Inmunogenitét nach

HZ/su-lmpfung

5.1.15.1 Probandenkollektiv

Zur Analyse, welchen Einfluss immunsupprimierende Medikamente auf die Immunogenitat
nach HZ/su-Impfung haben, wurden Proben von 19 Probanden untersucht. Die
Probenentnahme fand mindestens 14 Tage nach der zweiten Impfung statt und kein Proband
nahm immunsupprimierende Medikamente ein. Untersucht wurde der Einfluss der
Immunsuppressiva, welche nach Transplantation eingesetzt werden, auf die
Proliferationsfahigkeit und Kurzzeitstimulation, sowie der Einfluss von Medikamenten gegen
rheumatoide Erkrankung (Biologika) in der Kurzzeitstimulation (Tabelle 23).

Tabelle 23 Probandenkollektiv zur Untersuchung des Einflusses von immunsupprimierenden Medikamenten
auf die Immunogenitit nach HZ/su-Impfung

Einfluss von Immunsuppressiva Einfluss von Biologika
Proliferationsfahigkeit Kurzzeitstimulation Kurzzeitstimulation
Anzahl, n 10 13 6
weiblich, n 6 9 4
mannlich, n 4 4 2
Alter in Jahren, 67,55 + 8,9 66,7 + 7,9 67,1 £ 10,97
MW +StabW
Abstand nach 2. 14 (0) 14 (0) 17,5 (83,75)
Impfung

5.1.15.2 Calcineurininhibitoren und Steroid reduzieren Antigen-spezifische CD4 T-Zell-
Frequenzen und Proliferationsfidhigkeit
Menschen die Immunsuppressiva einnehmen, besitzen ein erhohtes Risiko fir Infektionen,
wodurch sie auch zur Risikogruppe zdhlen, die haufiger und mit schweren Komplikationen
einer VZV-Reaktivierung zu kampfen haben. Zudem kann die Einnahme von Immunsuppressiva
zu einem verringerten Aufbau einer impfinduzierten Immunantwort fihren, sodass diese
Risikogruppe weniger geschiitzt ist. Um die Auswirkungen von Immunsuppressiva auf die VZV-
spezifische T-Zell-Antwort zu untersuchen wurden in vitro Experimente unter physiologischen
Bedingungen mit Vollblut von 13 gesunden Probanden zum Zeitpunkt der maximalen
Immunantwort nach 2. HZ/su-Impfung durchgefiihrt. Die Calcineurininhibitoren Cyclosporin A
und Tacrolimus sowie das Steroid Methylprednisolon wurden in jeweils drei verschiedenen

Konzentrationsstufen (niedrig, mittel, hoch, Tabelle 7) sowie EtOH als Lésungsmittelkontrolle
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dem Blut zugesetzt. Nach einer 1-stiindigen Inkubation wurde das Blut mit tGberlappenden
VZV-gE Peptiden oder SEB stimuliert. Die Quantifizierung der reaktiven CD4 T-Zellen erfolgte
anhand der Ko-Expression von CD69 und IFNy mittels Durchflusszytometrie. Zur Untersuchung
der Auswirkung auf die Proliferation wurde ein Proliferations-Assay mit CFDA-SE nach Isolation
von PBMCs durchgefihrt. Parallel zur Zugabe der Antigene VZV-gE und SEB wurden hier auch
die Immunsuppressiva in den verschiedenen Konzentrationsstufen hinzupipettiert und
anschlieBend fiir 7 Tage inkubiert. Die Ergebnisse der einzelnen Medikamente wurden
innerhalb der Konzentrationsstufen zunachst gemittelt. Der inhibitorische Effekt der
Immunsuppressiva bezieht sich prozentual auf den Anteil reaktiver CD4 T-Zellen in Relation

zur Messung mit dem Lésungsmittel EtOH, welche auf 100% gesetzt wurde.

Alle untersuchten Immunsuppressiva verringerten die VZV-spezifische und SEB-reaktive CD4
T-Zell-Antwort (Abbildung 35A) sowie die Proliferationsfahigkeit (Abbildung 35B) der
stimulierten Zellen. Dabei sank der prozentuale Anteil an reaktiven und proliferierten CD4 T-
Zellen mit steigender Medikamentenkonzentration. Cyclosporin A und Tacrolimus riefen
starkere Effekte bei der Abnahme der Frequenz reaktiver CD4 T-Zellen in der
Kurzzeitstimulation als Methylprednisolon hervor. Hingegen scheint Methylprednisolon
insbesondere einen supprimierenden Einfluss auf die Proliferation VZV-spezifischer CD4 T-
Zellen zu haben, da hier die starkste Abnahme der proliferierten CD4 T-Zellen beobachtet
wurde. Im Gegensatz dazu war die Abnahme der SEB-reaktiven proliferierten CD4 T-Zellen bei
Zugabe von Cyclosporin A und Tacrolimus groBer. Bei der Proliferationsaktivitat von VZV-
spezifischen und SEB-reaktiven CD4 T-Zellen ist bereits bei mittlerer Konzentration aller

Immunsuppressiva ein Plateau erreicht.
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Abbildung 35 Calcineurininhibitoren und Steroide reduzieren VZV-spezifische Frequenzen von reaktiven und
proliferierten CD4 T-Zellen. (A) Vollblut von 13 gesunden Probanden wurde in vitro mit den Immunsuppressiva
Cyclosporin A (175, 800 und 4000 ng/ml, n=8), Tacrolimus (10, 50 und 250 ng/ml, n=10) und Methylprednisolon
(100, 1000 und 10000 ng/ml, n=10) in den verschiedenen Konzentrationsstufen sowie EtOH als
Losungsmittelkontrolle inkubiert und anschlieBend jeweils mit VZV-gE Peptiden, SEB (Positivkontrolle) und DMSO
(Negativkontrolle) stimuliert. Reaktive CD4 T-Zellen wurden anhand der Ko-Expression von CD69 und IFNy
quantifiziert. (B) Frisch isolierte PBMCs wurden mit den Immunsuppressiva Cyclosporin A, Tacrolimus und
Methylprednisolon in verschiedenen Konzentrationsstufen sowie EtOH als Loésungsmittelkontrolle inkubiert und mit
jeweils VZV-gE Peptiden, SEB (Positivkontrolle) und DMSO (Negativkontrolle) stimuliert, fir 7 Tage kultiviert und
anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte. Der inhibitorische Effekt der
Immunsuppressiva bezieht sich prozentual auf den Anteil reaktiver CD4 T-Zellen in Relation zur Messung mit dem
Losungsmittel EtOH, welche auf 100% gesetzt wurde. VZV, Varizella-Zoster-Virus; SEB, Staphylococcus aureus
Enterotoxin B.

5.1.15.3 Geringer Einfluss von Biologika auf reaktive CD4 T-Zell-Frequenzen

In einen weiteren Versuch wurde analysiert, inwieweit Medikamente gegen rheumatoide
Erkrankungen eine Auswirkung auf die durch Impfung induzierte VZV-spezifische
Immunantwort haben. Hierfir wurde Vollblut von 6 Immungesunden exemplarisch mit den 6
Medikamenten Abatacept, Adalimumab, Etanercept, Tocilizumab, Rituximab und Tofacitinib in
drei Konzentrationsstufen (niedrig, mittel und hoch, Tabelle 7) vorinkubiert und anschlieBend
mit Uberlappenden VZV-gE Peptiden oder SEB stimuliert. VZV-spezifische CD4 T-Zellen wurden
durchflusszytometrisch durch die Ko-Expression von CD69 und IFNy quantifiziert. Zusatzlich
wurde auch die Expression der Zytokine TNFa und IL-2 in Kombination mit CD69 untersucht.
Als Negativkontrolle fir die Medikamente wurde das Losungsmittel H,O dest. verwendet. In
den in vitro Versuchen zeigten sich im Vergleich zu den nach Transplantation eingesetzten
Immunsuppressiva nur eine minimale Reduzierung der VZV-spezifischen und SEB-reaktiven T-

Zell-Frequenzen bei zunehmender Konzentration der Medikamente (Abbildung 36).
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Abbildung 36 Geringer Einfluss von untersuchten Biologika auf Reaktivitdt der CD4 T-Zellen Vollblut von
Immungesunden wurde mit den Medikamenten Abatacept, Adalimumab, Etanercept, Tocilizumab, Rituximab und
Tofacitinib in unterschiedlichen Konzentrationsstufen inkubiert und mit VZV-gE (oben) oder SEB (unten) stimuliert.
Reaktive CD4 T-Zellen wurden anhand der Ko-Expression von CD69 und der Zytokine IFNy, TNFa oder IL-2 mittels
Durchflusszytometrie quantifiziert. Die Beschriftung 0 entspricht H,O dest., dem zugegebenen Losungsmittel. Die
mittlere Konzentration stellt den maximalen Plasmaspiegel dar, niedrig die 5-fach niedrigere und hoch die 5-fach
hdhere Konzentration des maximalen Plasmaspiegels dar. VZV, Varizella-Zoster-Virus; SEB, Staphylococcus aureus

Enterotoxin B.
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5.1.16 Vergleich verschiedener VZV-Antigene

5.1.16.1 Unterschiede in der spezifischen T-Zell-Frequenz nach Stimulation mit
verschiedenen VZV-Antigenen
Weiterhin sollte geklart werden, inwieweit sich die Aktivierung VZV-spezifischer T-Zellen nach
Stimulation mit verschiedenen VZV-Antigenen unterscheidet. Neben den VZV-gE Peptiden,
deren Ergebnisse bereits ausfihrlich dargestellt wurden, erfolgte die Stimulation zudem mit
VZV-Lysat aus infizierten Fibroblasten und dem VZV-gE Protein von GSK, welches auch in der
Impfung verwendet wird. Als Negativkontrolle wurde fir VZV-gE Protein das Losungsmittel
DMSO in entsprechender Verdliinnung genutzt, fir VZV-Lysat wurde nicht infiziertes Zelllysat
von Fibroblasten verwendet. Wie bei den VZV-gE Peptiden konnte ein dynamischer Verlauf
nach Stimulation mit VZV-Lysat und VZV-gE Protein beobachtet werden (Abbildung 37A).
Interessanterweise wurden bereits vor erster Impfung hohere VZV-spezifische CD4 T-Zell-
Frequenzen nach der Stimulation mit VZV-Lysat im Vergleich zu VZV-gE Peptiden und Protein
detektiert. Jedoch waren die Anstiege der VZV-Lysat stimulierten CD4 T-Zellen nach zwei
Wochen ahnlich stark ausgepragt wie bei den Peptiden und dem Protein. Die gemessenen
VZV-spezifischen CD8 T-Zell-Frequenzen waren Uber den gesamten Untersuchungszeitraum

bei allen VZV-Antigen-Quellen auf niedrigem Niveau.

Bei Betrachtung der einzelnen Messzeitpunkte zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen Patienten und Kontrollen in Bezug auf die VZV-spezifischen CD4 T-Zell-Frequenzen.
Zwar wurde nach Stimulation mit dem VZV-gE Protein eine geringere CD4 T-Zell-Frequenz bei
Dialysepatienten zwei Wochen nach zweiter Impfung (Patienten: (0,09 % (IQR 0,14 %),
Kontrollen: 0,13 % (IQR 0,2 %), Abbildung 37B) beobachtet, was im Einklang mit dem Ergebnis
der Stimulation mit den Peptiden steht. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant (p=0,103).
Der Vergleich der VZV-spezifischen CD4 T-Zell-Frequenzen nach Stimulation mit den einzelnen
VZV-Stimuli auf dem Hochstlevel zum Zeitpunkt zwei Wochen nach zweiter Impfung zeigt, dass
sowohl bei Patienten als auch bei Kontrollen nach Stimulation mit VZV-gE Peptiden signifikant
hohere CD4 T-Zell-Frequenzen messbar waren als nach Stimulation mit VZV-gE Protein
(Kontrollen: p<0,0001; Patienten: p=0,001, Abbildung 37C). Zudem wurden bei Kontrollen
signifikant hohere Frequenzen der mit Peptiden stimulierten spezifischen CD4 T-Zellen

beobachtet im Vergleich zum VZV-Lysat (p<0,0001). Im Gegensatz dazu waren die Anstiege
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von VZV-gE Protein und Peptiden post v2/pre v1 deutlich héher als bei VZV-Lysat (Abbildung
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Abbildung 37 Durchflusszytometrische Analyse VZV-spezifischer CD4 T-Zellen von Dialysepatienten und
Kontrollen im zeitlichen Verlauf (A) Spezifische CD4 T-Zellen wurden nach Stimulation mit dem VZV-gE Protein
(links) und VZV-Lysat (rechts) anhand der Ko-Expression von CD69 und IFNy durchflusszytometrisch quantifiziert.
Dargestellt sind die Frequenzen nach Abzug der entsprechenden Negativkontrolle. Die dicken Linien stellen
Mediane dar. Zur statistischen Auswertung wurde ein Friedman-Test mit Dunn Post-Test durchgefihrt. (B) Vergleich
der Proben von Kontrollen (grau) und Dialysepatienten (rot) nach Stimulation mit VZV-gE Protein (links) und VZV-
Lysat (rechts) zu den unterschiedlichen Analysezeitpunkten. Die Balken stellen Mediane mit Interquartilsbereichen
dar. (C) Vergleich der VZV-spezifischen CD4 T-Zell-Frequenz von Kontrollen (grau) und Dialysepatienten (rot) nach
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Stimulation mit VZV-Lysat, VZV-gE Protein und Peptiden nach zweiter Impfung. Dicke Linien stellen die Medianwerte
dar. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Friedmann-Test mit Dunn Post-Test. (D) Fir jeden Probanden
wurde die Ratio der VZV-gE spezifischen CD4 T-Zell-Frequenzen nach Stimulation mit VZV-Lysat, VZV-gE Protein,
VZV-gE Peptiden und SEB nach zweiter Impfung im Vergleich zum Ausgangswert (post v2/pre v1) berechnet. * fir
p<0,05; ** fir p<0,01; *** fur p<0,001; **** flr p<0,0001. VZV, Varizella-Zoster-Virus; SEB, Staphylococcus aureus
Enterotoxin B.

Im Hinblick auf die CTLA-4 Expression VZV-spezifischer CD4 T-Zellen nach beiden Impfungen
zeigte sich in beiden Gruppen sowohl nach Stimulation mit VZV-Lysat als auch mit VZV-gE
Protein eine Zunahme der Expression (MFI) nach zweiter Impfung, die jedoch nur nach
Stimulation mit VZV-Lysat bei den Kontrollen statistische Signifikanz erreichte (p=0,014;
Abbildung 38A). Zusatzlich wurden hier Unterschiede zwischen Kontrollen und Patienten nach
der ersten Impfung (post v1, p=0,0498; Abbildung 38B) beobachtet. Nach der zweiten Impfung
wiesen mit VZV-gE Protein stimulierte CD4 T-Zellen interessanterweise eine hohere CTLA-4
MFI auf als die spezifischen CD4 T-Zellen, die mit Lysat oder Peptiden stimuliert wurden
(Abbildung 38C). Aufgrund der geringen Anzahl reaktiver CD8 T-Zellen konnte beziiglich der

CTLA-4 Expression dieser Zellen keine Aussage getroffen werden.
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Abbildung 38 CTLA-4 Expression von VZV-spezifischen CD4 T-Zellen nach Stimulation mit verschiedenen
Antigenen (A) CTLA-4 Expression von VZV-spezifischen CD4 T-Zellen nach Stimulation mit VZV-gE Protein (links)
und VZV-Lysat (rechts) nach beiden Impfungen. Die statistische Analyse erfolgte mit dem Wilcoxon-Test. (B)
Vergleich der CTLA-4 MFI von Kontrollen (grau) und Dialysepatienten (rot) zu den verschiedenen Zeitpunkten. Die
Balken stellen Mediane mit Interquartilsbereichen dar. Der Mann-Whitney-Test wurde zur statistischen Auswertung
verwendet. (C) Vergleich der CTLA-4 MFI nach zweiter Impfung zwischen den verschiedenen Antigen-Quellen (Lysat,
Protein und Peptide). Dicke Linien stellen die Medianwerte dar. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Friedmann-Test mit Dunn Post-Test. CTLA-4, zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4, MFI, mediane
Fluoreszenzintensitat; VZV, Varizella-Zoster-Virus.
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5.1.16.2 Ahnliche Proliferationsaktivitit VZV-spezifischer T-Zellen nach Stimulation
mit verschiedenen VZV-Antigenen
Wie bei der Kurzzeitstimulation wurde zusatzlich die Proliferationsfahigkeit von T-Zellen nach
Stimulation mit dem VZV-gE Protein und dem VZV-Lysat analysiert, wobei ein anderes VZV-
Lysat als bei der Kurzzeitstimulation verwendet wurde. In Abbildung 39 sind die
entsprechenden Reaktivitaten auf alle VZV-Antigene im zeitlichen Verlauf dargestellt. Es
wurden Anstiege der proliferierten VZV-spezifischen T-Zellen nach Stimulation mit VZV-gE
Protein nach beiden Impfungen sowohl bei CD4 als auch bei CD8 T-Zellen detektiert. Wahrend
VZV-Lysat bei Dialysepatienten einen dhnlichen Verlauf wie die beiden anderen VZV-Antigene
induzierte, nahm der Anteil proliferierter CD4 (Abbildung 39A) und CD8 T-Zellen (Abbildung
39B) bei Kontrollen im zeitlichen Verlauf ab. Diese Beobachtung ist sehr wahrscheinlich auf
einen Wechsel des VZV-Lysats zu einer neuen Charge zurtickzufiihren, die moglichweise nicht
die gleiche Konzentration an VZV-Antigenen aufweist. Da die gesunden Probanden
mehrheitlich vor den Dialysepatienten rekrutiert und gemessen wurden, erfolgt hier die
Stimulation zu den friihen Zeitpunkten mit der vermutlich hoher konzentrierten ersten Charge,
was zu einer hoheren Proliferation VZV-spezifischer T-Zellen flihrte. Daher lassen sich die
Ergebnisse weder mit denen der Dialysepatienten noch mit denen nach Stimulation mit

anderen VZV-Antigenen vergleichen.
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Abbildung 39 Dynamischer Verlauf der proliferierten T-Zellen nach Stimulation mit verschiedenen VZV-
Antigenen Mediane mit Interquartilsbereichen der prozentualen Anteile proliferierter (A) CD4 und (B) CD8 T-Zellen
nach 7-tdgiger Stimulation mit den VZV-Antigenen VZV-gE Peptide, VZV-gE Protein und VZV-Lysat von Kontrollen
(schwarz) und Patienten (rot) im zeitlichen Verlauf vor beiden Impfungen (pre v1, pre v2), zwei Wochen danach (post
v1, post v2) und 12 Monate nach erster Impfung (Follow-up, F). SEB diente als Positivkontrolle. Als Negativkontrolle
flr VZV-gE Peptide und Protein diente 0,56 % DMSO, fir VZV-Lysat wurde nicht infiziertes Zelllysat verwendet. VZV,
Varizella-Zoster-Virus; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B.

5.1.17 HZ/su induziert keine HSV-spezifischen CD4 T-Zellen bei Dialysepatienten und
Kontrollen
Da VZV eng mit den beiden Herpes Simplex Viren HSV1 und HSV2 verwandt ist, wurde
untersucht, ob die Impfung mit HZ/su auch Auswirkungen auf die Immunogenitat gegen HSV
hat. Hierfiir wurde Vollblut von 39 immungesunden sowie 29 dialysepflichtigen Probanden mit
HSV Lysat, analog und parallel zur Stimulation mit VZV-Lysat, stimuliert. AnschlieBend wurden
HSV-spezifische CD4 T-Zellen durchflusszytometrisch bezliglich der Ko-Expression von CD69
und IFNy sowie der CTLA-4 Expression untersucht und mit VZV-spezifischen T-Zellen
verglichen. Sowohl gesunde als auch dialysepflichtige Probanden wiesen bereits im vor der
HZ/su-Impfung HSV-spezifische CD4 T-Zell-Frequenzen auf, die im Median Uber den VZV-
spezifischen CD4 T-Zell-Frequenzen lagen. Insgesamt wurden 32 Kontrollen und 26
Dialysepatienten identifiziert, die vor der Impfung Uber der Nachweisgrenze von 0,025 %

CD69°IFNy* CD4 T-Zellen lagen und daher als HSV positiv betrachtet werden kénnen (SCHUB,
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2016). HSV-spezifische CD4 T-Zellen wiesen jedoch im Vergleich zu VZV-spezifischen CD4 T-
Zellen keinen durch die Impfung induzierten dynamischen Verlauf mit Anstiegen nach beiden
Impfungen auf (Abbildung 40A und B). Auch die CTLA-4 MFI HSV-spezifischer CD4 T-Zellen
blieb im zeitlichen Verlauf weitestgehend konstant und stieg auch nach beiden Impfungen
nicht an, was im Gegensatz zur MFI in VZV-spezifischen T-Zellen zwei Wochen nach beiden

Impfungen steht (Abbildung 40C und D).
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Abbildung 40 HZ/su induziert keine HSV-spezifischen CD4 T-Zellen Vollblut von Kontrollen (schwarz) und
Patienten (rot) wurde vor beiden Impfungen (pre v1, pre v2), zwei Wochen danach (post v1, post v2) und nach einem
Jahr (Follow-up, F) mit VZV- oder HSV-Lysat stimuliert. Als Negativkontrolle diente nicht infiziertes Zelllysat. Mediane
(A) Frequenzen und (C) CTLA-4 Expression von VZV (Kreis-Symbol) und HSV (Dreieck-Symbol) -spezifischen CD4
T-Zellen wurden im zeitlichen Verlauf durchflusszytometrisch detektiert. Flr jeden Probanden wurde die Ratio der
VZV-gE spezifischen (B) CD4 T-Zell-Frequenzen und (D) CTLA-4 MFI nach zweiter Impfung im Vergleich zum
Ausgangswert (post v2/pre v1) berechnet. Die statistische Analyse wurde mit dem Mann-Whitney-Test (A und C)
oder Wilcoxon-Test (B und D) durchgeflihrt. CTLA-4, zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4; HSV, Herpes-Simplex-
Virus 1 und 2; VZV, Varizella-Zoster-Virus.
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5.2 Charakterisierung der SARS-CoV-2-spezifischen Inmunantwort bei immungesunden

Personen nach Impfung mit dem proteinbasierten Impfstoff NVX-CoV2373

Wahrend der SARS-CoV-2 Pandemie wurden verschiedene Impfstoffe entwickelt, unter
anderem auch der proteinbasierte Impfstoff NVX-CoV2373, fir den initial eine zweimalige
Impfung empfohlen wurde. Jedoch war die Datenlage beziglich Qualitdt und Quantitat der
impfinduzierten Immunantwort im Vergleich zu mRNA-Impfstoffen bis dato sehr begrenzt.
Auch die Stabilitat der Immunantwort und der Einfluss einer vorangegangenen Infektion wurde

bei NVX-CoV2373 geimpften Personen in dieser Arbeit genauer untersucht.

5.2.1 Probandenkollektiv zur Analyse der Spike-spezifischen Immunantwort nach
Impfung mit NVX-CoV2373 im Verlauf
Zur Charakterisierung der durch NVX-CoV2373-induzierten Immunantwort wurden insgesamt
29 immungesunde Personen rekrutiert. Sofern es moglich war, wurde Blut vor erster Impfung,
zwei Wochen nach zweiter Impfung sowie etwa 3 und 6 Monate nach der zweiten Impfung
entnommen. Von den rekrutierten Probanden erhielten 4 Probanden lediglich eine einmalige
Impfung, da bereits vorab eine SARS-CoV-2 Infektion stattgefunden hatte und zum Zeitpunkt
der Studie zwei Immunisierungsereignisse ausreichten, um als vollstandig geimpft eingestuft
zu werden. Weiterhin kam es bei 3 Probanden kurz nach der ersten Impfung zu einer SARS-
CoV-2 Infektion. Jedoch war der Abstand zur Impfung hier zu gering, als dass die Infektion als

zusatzliches Immunisierungsereignis gezahlt werden konnte.

5.2.1.1 Vergleich der Spike-spezifischen Immunitdt von SARS-CoV-2 naiven und
infizierten Personen
Um die Entwicklung von NVX-CoV2373-induzierten Spike-spezifischen 1gG-Antikorpern,
neutralisierenden Antikorpern sowie CD4 und CD8 T-Zellen nach erster und zweiter Impfung
zu untersuchen, wurden 5 Personen vor der ersten Impfung sowie 14 Tage nach der ersten und
zweiten Impfdosis untersucht. Zusatzlich wurden 4 Personen mit einer friheren SARS-CoV-2-
Infektion vor und 14 Tage nach einer einmaligen Impfung mit NVX-CoV2373 untersucht. Die
Spike-spezifischen IgGs wurden mittels anti-SARS-CoV-2-QuantiVac-ELISA quantifiziert und
ihre neutralisierende Aktivitat wurde mit einem Surrogat-Assay bestimmt. Spike-spezifische
CD4 und CD8 T-Zellen wurden aus Vollblutproben nach Stimulation mit Uberlappenden
Peptiden des Spike-Proteins, mit 0,64 % DMSO und SEB als Negativ- bzw. Positivkontrolle

quantifiziert. AnschlieBend wurden reaktive CD4 und CD8 T-Zellen anhand der Ko-Expression
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von CD69 und IFNy durchflusszytometrisch quantifiziert. Reprasentativ fur die Spike-
spezifischen CD4 und CD8 T-Zellanalysen sind Punktdiagramme einer 37-jahrigen Frau nach
der zweiten Impfung mit entsprechenden Kontrollstimulationen in Abbildung 41A dargestellt.
Bei den infektnaiven Probanden war keine spezifische Immunitat in Form von IgG-Antikorpern,
neutralisierender Aktivitdt und T-Zellen in den Vorwerten nachweisbar. Auch nach der ersten
Impfung wies nur ein Teil der Probanden spezifische Antikorper und neutralisierende Aktivitat
auf, was auch bei den Spike-spezifischen T-Zell-Frequenzen zu beobachten war (Abbildung
41B). Nach der zweiten Impfung konnte jedoch bei allen Probanden eine Induktion der anti-
Spike-Antikérper beobachten werden, was sich durch einen deutlichen Anstieg der IgG-Level
und der neutralisierenden Aktivitdt zeigte. Hingegen induzierte die zweite Impfung mit NVX-
CoV2373 auf der zelluldren Ebene Spike-spezifische T-Zellen unterschiedlich stark. Bei einem
Teil der Probanden (3/5) wurde ein Anstieg der Spike-spezifischen CD4 T-Zellen beobachtet.
Jedoch lagen die Frequenzen der tibrigen Probanden weiterhin unterhalb der Nachweisgrenze
von 0,03% (SCHMIDT et al,, 2021a). Zudem konnten bei keinen der Probanden Anstiege der
Spike-spezifischen CD8 T-Zell-Frequenzen detektiert werden. Im Vergleich induzierte bei allen
Personen mit vorheriger Infektion eine Dosis des NVX-CoV2373-Impfstoffs messbare Level
Spike-spezifischer IgG, eine starke neutralisierende Aktivitat und CD4 T-Zellen. Jedoch lagen
auch hier die Spike-spezifischen CD8 T-Zellen unterhalb der Nachweisgrenze (Abbildung 41C).
Die Frequenz der SEB-reaktiven T-Zellen blieb tGber den gesamten Beobachtungszeitraum auf

einem konstant hohen Niveau.
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Abbildung 41 Entwicklung von Antikérpern und T-Zellen gegen das SARS-CoV-2-Spike-Protein nach NVX-
CoV2373-Impfung (A) Reprasentative Konturdiagramme einer 37-jahrigen Frau 14 Tage nach der zweiten Dosis
des NVX-CoV2373-Impfstoffs (NVX) von CD4 und CD8 T-Zellen nach Stimulation mit DMSO (Negativkontrolle),
Uberlappenden Peptiden des SARS-CoV-2-Spike-Proteins oder SEB (Positivkontrolle). Die Zahlen geben den
prozentualen Anteil der aktivierten CD69* T-Zellen, die zusatzlich IFNy, TNFa oder IL-2 innerhalb der CD4 oder CD8
T-Zellen an. Spike-spezifische 1gG, neutralisierende Aktivitdt, Spike-spezifische CD4 und CD8 T-Zellen sowie SEB-
reaktive CD4- und CD8-T-Zellen wurden (B) bei nicht infizierten Personen (n=5) vor der Impfung sowie nach erster
und zweiter Impfung oder (C) bei Personen mit einer friheren Infektion (n=4) vor und nach einer einmaligen Gabe
des NVX-CoV2373-Impfstoffs bestimmt. Die spezifischen T-Zellen in den Feldern B und C zeigen CD4 oder CD8 T-
Zellen, die CD69 und IFNy ko-exprimieren, wobei die jeweilige Reaktivitdt nach Abzug der Kontrollstimulation
dargestellt ist. Die Balken stellen Mediane mit Interquartilsbereichen dar. Die gestrichelten Linien stellen die
Nachweisgrenzen fiir Antikorper dar, die negative, mittlere und positive Werte bzw. Hemmungsgrade gemaf den
Angaben des Herstellers anzeigen, sowie die Nachweisgrenzen fir Spike-spezifische T-Zellen (SCHMIDT et al.,
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2021a). IFN, Interferon; IL, Interleukin; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B; TNF, Tumor-Nekrose-Faktor.
Abbildung modifiziert und reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (HIELSCHER et al., 2022).

5.2.1.2 Abnahme der NVX-CoV2373 induzierten Inmunantwort bei SARS-CoV-2 naiven
und infizierten Personen iiber die Zeit
Im Weiteren wurde die Stabilitat der impfinduzierten Immunantwort im zeitlichen Verlauf und
der Einfluss von nachfolgenden SARS-CoV2-Infektionen auf die Immunantwort untersucht. Fir
eine longitudinale Analyse wurden zunachst 5 infektnaive Probanden etwa 3 Monate nach der
zweiten Impfung erneut untersucht. Zusatzlich erfolgten Untersuchungen nach 6 Monaten bei
5 Probanden mit zwei Impfdosen, 3 Probanden mit einer Infektion und einer Impfung sowie 3
Probanden mit zwei Impfdosen und einer dazwischenliegenden Infektion. Bereits nach 3
Monaten wurde bei den 5 infektnaiven Probanden ein Riickgang der Spike-spezifischen CD4
T-Zell-Frequenzen und 1gG Antikdrper beobachtet. Ein signifikanter Abfall der Spike-
spezifischen CD4 T-Zell-Frequenzen wurde nach 6 Monaten detektiert (p=0,002; Abbildung
42A). Dabei war sowohl bei infektnaiven als auch bei den Probanden mit Infektion ein
Rickgang zu erkennen. Auch in der CTLA-4 Expression von Spike-spezifischen CD4 T-Zellen
zeigte sich eine signifikante Abnahme (p=0,008, Abbildung 42B). Auf humoraler Ebene kam es
ebenfalls zu einer signifikanten Abnahme von Anti-Spike-IgGs nach 6 Monaten (p=0,002).

Jedoch lagen alle Werte der Probanden weiterhin ber der Nachweisgrenze.

Zusatzlich wurden in der longitudinalen Analyse 8 Probanden untersucht, die zwischenzeitlich
nach beiden Impfungen eine SARS-CoV-2-Durchbruchsinfektion durchgemacht haben. Die
Analyse erfolgte dabei 14-30 Tage nach dem positiven Ergebnis des PCR- oder Schnelltests.
Nach den Durchbruchsinfektionen konnte ein Anstieg Spike-spezifischer IgG-Level beobachtet
werden (post v2: 2943 (IQR 4848) BAU/ml, nach Infektion: 11766 (IQR 9175) BAU/ml, p=0,008,
Abbildung 42C). Auf T-Zell-Ebene war ebenfalls eine signifikante Zunahme der Spike-
spezifischen CD4 T-Zellen (post v2: 0,09 % (IQR 0,17 %), nach Infektion: 0,19 % (IQR 0,18 %),
p=0,008) zu beobachten. Ein Anstieg der CTLA-4 Expression war ebenfalls zu beobachten,
jedoch nicht signifikant (post v2: 571 (IQR 548), nach Infektion: 2427 (IQR 2313), p=0,125).
Interessanterweise wurden nach der Durchbruchsinfektion bei einem Teil der Probanden auch
Spike-spezifische CD8 T-Zellen induziert, wenngleich die Zunahme keine statistische
Signifikanz erreichte. SEB-reaktive CD4 und CD8 T-Zellen blieben Uber alle Zeitpunkte hinweg

auf einem hohen und stabilen Level.
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Abbildung 42 Reduktion der Spike-spezifischen Immunantwort im Verlauf nach NVX-CoV2373 Impfung und
Induktion nach Durchbruchsinfektion Zur longitudinalen Analyse der Spike-spezifischen Immunantwort wurden
Probanden zu den Zeitpunkten 3 Monate (n=5, links) und 6 Monate (n=10, mittig) nach zweiter
Impfung/Immunisierung (post v2) sowie nach Durchbruchsinfektion (n=8, rechts) untersucht. Probanden wurden
anhand ihrer Immunisierungshistorie farblich wie folgt dargestellt: zwei Impfdosen (weiB), eine Impfdosis und
vorherige Infektion (rot) und zwei Impfdosen und eine Infektion dazwischen (rosa). (A) Fur die Analyse der Spike-
spezifischen CD4 und CD8 T-Zellen (links) sowie SEB-reaktiven CD4 und CD8 T-Zellen (rechts) wurden
Vollblutproben mit tberlappenden Spike-Peptiden stimuliert. DMSO verdiinnt diente als Negativkontrolle, SEB als
Positivkontrolle. Anhand der Ko-Expression von CD69 und IFNy wurden spezifische T-Zellen durchflusszytometrisch
quantifiziert, wobei die jeweilige Reaktivitdt nach Abzug der Kontrollstimulation dargestellt ist. (B) Vergleich der
CTLA-4 Expression Spike-spezifischer CD4 T-Zellen und (C) Anti-Spike-lgG-Level nach zweiter
Impfung/Immunisierung mit den Messungen nach 3 und 6 Monaten sowie nach Durchbruchsinfektion. Zur
statistischen Auswertung wurde der Wilcoxon-Test durchgefiihrt. Die gestrichelten Linien stellen die
Nachweisgrenzen fir Antikorper dar. CTLA-4, zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4; MFI, mittlere
Fluoreszenzintensitat; IFN, Interferon; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B.
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5.2.2 Vergleich der spezifischen Immunantwort nach Impfung mit NVX-CoV2373 oder
mit mRNA-Impfstoffen

5.2.2.1 Probandenkollektiv

Fur die Beobachtungsstudie zur Spike-spezifischen Immunantwort nach der 2. COVID-19-
Impfung wurden aus dem zuvor beschriebenen Kollektiv 22 immungesunde Probanden
ausgewadhlt, welche zweimalig mit NVX-CoV2373 geimpft waren. Um die Immunogenitat
besser einordnen zu kénnen, wurden diese mit bereits vorab unter meiner Beteiligung in der
Arbeitsgruppe erhobenen Daten von Probanden, die mit mRNA-Impfstoffen geimpft worden
waren, verglichen. Als Vergleich dienten dabei Personen, die eine Zweifachimpfung mit
BNT162b2 (n=22) oder mRNA-1273 (n=22) erhalten hatten. Die Probanden der verschiedenen
Impfregime waren alters- und geschlechtsgematcht. Eine vorherige SARS-CoV-2-Infektion war
bei keinem der Probanden bekannt. Zudem waren im ELISA keine NCAP-IgG nachweisbar, was

eine negative SARS-CoV-2 Infekthistorie bekraftigt.

Das Zeitintervall zwischen den beiden Impfungen betrug im Mittel 21,5 + 1,5 Tage fir NVX-
CoV2373, 31,2 £ 9,5 Tage fir BNT162b2 und 40,2 + 4 Tage fiir mRNA-1273 und richtete sich
nach den jeweiligen Empfehlungen der STIKO. Die Blutentnahme nach der zweiten Impfung
erfolgte zwischen Tag 13-19, wobei die Mediane 15 (IQR 2) Tage bei NVX-CoV2373 und mRNA-
1273 und 14 (IQR 1) Tage bei BNT162b2 betrugen. Mit Ausnahme der Granulozyten (p=0,023)
gab es zwischen den einzelnen Impfregimen keine signifikanten Unterschiede der Zellzahlen
in den Leukozyten-Subpopulationen. Auch bei den Lymphozyten-Subpopulationen und der
Anzahl an Plasmablasten konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den

verschiedenen Impfregimen festgestellt werden (Tabelle 24).

Tabelle 24 Demografische und grundlegende Merkmale der Studienpopulation.

1. Impfung NVX-CoV2373 BNT162b2 mRNA-1273

2. Impfung NVX-CoV2373 BNT162b2 mRNA-1273

Anzahl, n 22 22 22 p-Werte
Alter in Jahren, MWiStabW 47,3+14,1 47,0+14,6 47,8+14,7 0,988°
Weibliches Geschlecht, n (%) 13 (59,1) 14 (66,6) 14 (63,6) 0,938*
Wochen zwischen 1. und 2. 21,5£1,5 31,2+£9,5 40,2+4,0 n.a.
Impfung, MW +StabW

Messzeitpunkt [Tage nach 2. 15 (2) 14 (1) 15 (2) 0,712
Impfung], Median (IQR)

Differentialblutbild n=22 n=21 n=22
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(Zellen/pl),

Median (IQR)

Leukozyten 7100 6400 7900 0,057+
(1625) (2350) (2150)

Granuloczyten 4459 3549 5033 0,023+
(1777) (2108) (1830)

Monozyten 559 529 632 0,109+
(289) (230) (176)

Lymphozyten 2087 2215 2124 0,916%
(455) (792) (1128)

Lymphozyten-Subpopulationen n=21 n=16 n=21

(Zellen/pl),

Median (IQR)

CD3 T-Zellen 1556 1572 1636 0,846+
(567) (884) (1068)

CD4 T-Zellen 971 933 1073 0,970+
(378) (518) (595)

CD8 T-Zellen* 327 348 402 0,653+
(193) (365) (177)

CD19 B-Zellen* 152 199 169 0,291+
(125) (176) (160)

Plasmablasten” 0,49 0,369 0,678 0,128+
(0,455) (0,544) (0,655)

#Die Anzahl der CD4 und CD8 T-Zellen wurde von 10 BNT162b2-geimpften und 19 mRNA-1273-geimpften Personen berechnet.
Seinfaktorieller ANOVA mit Tukey's Post-Test; tx2-Test; fzweiseitiger Kruskal-Wallis-Test.

5.2.2.2 Geringere Spike-spezifische IgG-Level nach NVX-CoV2373-Impfung

Zur Analyse Spike-spezifischer IgGs wurde ein ELISA genutzt, der nach Herstellervorgaben
durchgefiihrt wurde. Der NVX-CoV2373-Impfstoff induzierte bei allen 22 Probanden nach
zweiter Impfung Spike-spezifische 1gGs (Tabelle 25), wobei die medianen IgG-Level nach NVX-
CoV2373-Impfung signifikant geringer waren (2633 (IQR 3566) BAU/ml), im Vergleich zu
Personen nach homologer BNT162b2- oder mRNA-1273-Impfung ((4870 (IQR 3414) BAU/ml)
bzw. (4932 (IQR 6686) BAU/ml), Abbildung 43A, p=0,006). Trotz der geringeren IgG-Level nach
NVX-CoV2373-Impfung konnten bei der neutralisierenden Aktivitdt Spike-spezifischer
Antikorper gegen das wildtypische Spike-Protein, die mittels Surrogat-Assay bestimmt wurde,
keine Unterschiede zwischen den Impfstoffgruppen festgestellt werden. Da alle Probanden der
verschiedenen Impfregime im Originalassay eine neutralisierende Aktivitdt von nahezu 100%
erreichten, wurde zusatzlich eine Messung mit vorheriger Verdinnung der Plasmen
durchgefiihrt, um kleinere Unterschiede zwischen den Impfstoffregimen zu untersuchen. NVX-
CoV2373 geimpfte Probanden wiesen im 1:16 verdinnten Ansatz eine geringere
neutralisierende Antikorper-Aktivitat auf (Median 55 % (IQR 50,2 %)), gefolgt von BNT162b2-
geimpften (Median 57% (IQR 33,3 %)), wahrend der mRNA-1273-Impfstoff die hdochste
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neutralisierende Aktivitat induzierte (Median 76 % (IQR 25,5 %); Abbildung 43B). Jedoch

zeigten die Unterschiede zwischen den Gruppen keine statistische Signifikanz (Abbildung 43B).

Tabelle 25 Ergebnisse der Antikérper- und T-Zell-Induktion nach der zweiten Impfung.

1. Impfung NVX-CoV2373 BNT162b2 mRNA-1273
2. Impfung NVX-CoV2373 BNT162b2 mRNA-1273
n (% positive) n=22 n=22 n=22 p-Werte
IgG (>35.2 BAU/m) 22 (100%) 22 (100%) 22 (100%) p=1,00
Neutralisierende
Aktivitat
Parental (IH>35%)' 22 (100%) 22 (100%) 22 (100%) p=1,00
Delta (>0%)? 17 (77,3%) 21 (95,5%) 21 (95,5%) p=0,07
BA.1 (>0%)>? 1 (4,5%) 0 (0%) 4 (18,2%) p=0,06
BA.2 (>0%)%3 8 (36,4%) 4 (25%)" 11 (50,0%) p=0,29
CD4 T-Zellen (20,03%) 18 (81,8%) 22 (100%) 22 (100%) p=0,01
CD8 T-Zellen (>0,03%) 3 (13,6%) 14 (63,6%) 17 (77,3%) p<0,0001

"bestimmt durch einen Surrogat-Assay; 2bestimmt durch einen Mikroneutralisationstest; 3BA.2-Tests nur fir n=16 Personen
verfligbar. Angegeben ist die Anzahl (in Prozent) der Personen mit spezifischen Immunreaktionen oberhalb der jeweiligen
Nachweisgrenze.

Zusatzlich wurde die neutralisierende Aktivitat der impfstoffinduzierten Antikorper gegen die
besorgniserregenden Varianten (Variants of Concern, VOC) Delta, sowie Omikron, BA.1 und
BA.2, die zum Zeitpunkt der Studiendurchfiihrung vorherrschend oder gerade abgeldst waren,
mit Hilfe eines Mikroneutralisationstests untersucht. Die Proben wurden am Institut far
Klinische Virologie in Frankfurt im Rahmen einer Kollaboration analysiert. Der prozentuale
Anteil der Personen mit neutralisierender Aktivitat war gegenlber Delta am hochsten (17/22
nach NVX-CoV2373-Impfung und 21/22 nach BNT- und mRNA-1273-Impfung), gefolgt von
BA.2 (25-50 % der Personen), wohingegen die Aktivitat gegenliber BA.1 weitestgehend fehlte.

Dabei konnten zwischen den drei Gruppen keine signifikanten Unterschiede detektiert werden.

Neben den 66 Probanden ohne Infektion wurden auch Messungen von den 4 infizierten
Probanden durchgefiihrt, die nur mit einer Dosis NVX-CoV2373 geimpft worden waren.
Bemerkenswerterweise konnte bereits eine Dosis von NVX-CoV2373 eine neutralisierende
Aktivitat gegenuber allen VOCs hervorrufen. Zum Teil konnten deutlich héhere IC50-Werte
(Abbildung 43D) im Vergleich zu den Probanden der drei Impfregime ohne Infektion, aber mit
zwei Impfungen nachgewiesen werden. Insbesondere gegen Delta und BA.1 wurde eine hohe

neutralisierende Aktivitat beobachtet.
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Abbildung 43 Geringere Konzentrationen von Spike-spezifischem IgG nach NVX-COV2373-Impfung bei
dhnlicher neutralisierender Aktivitit wie bei mRNA-geimpften Personen. Spike-spezifische Antikdrper wurden
von 66 Personen 13-18 Tage nach zweiter Impfung mit NVX-CoV2373 (NVX), BNT162b2 (BNT) oder mRNA-1273
(jeweils n=22) charakterisiert. (A) ELISA sowie (B) ein Surrogat-Neutralisationstest unverdiinnt und verdiinnt (1:16)
wurden durchgefiihrt, um die Konzentrationen von Spike-spezifischen IgG und neutralisierenden Antikorpern
(ausgedriickt als Prozentsatz der Hemmung (IH)) gegen das wildtypische SARS-CoV-2 zu quantifizieren. (C) Die
Antikorper-vermittelte Neutralisierung der authentischen SARS-CoV-2-Varianten Delta und Omikron BA.1 und BA.2
wurde in den drei Impfstoffgruppen und (D) bei den 4 Personen mit einer Infektionsgeschichte nach der ersten
NVX-COV2373-Impfstoffdosis getestet. Die Balken stellen Mediane mit Interquartilsbereichen dar. Die Unterschiede
zwischen den Gruppen wurden anhand des zweiseitigen Kruskal-Wallis-Tests mit Dunns Post-Test berechnet. Die
gepunkteten Linien stellen Nachweisgrenzen dar, die negative, mittlere und positive IgG-Level bzw.
Hemmungsgrade geméal den Anweisungen des Herstellers angeben. Abbildung modifiziert und reproduziert aus
Originalpublikation zu dieser Arbeit (HIELSCHER et al., 2022).

5.2.2.3 Quantitative und qualitative Unterschiede in der NVX-CoV2373-induzierten T-
Zell-Antwort im Vergleich zu den mRNA-Impfstoffen
Neben der Untersuchung der NVX-CoV2373-induzierten humoralen Immunantwort, wurden

zusatzlich auf zelluldarer Ebene impfinduzierte Spike-spezifische CD4 und CD8 T-Zellen
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analysiert. Diese wurden anhand der Expression des Aktivierungsmarkers CD69 und der
Zytokine IFNy, IL-2 und TNFa nach Stimulation mit iberlappenden Peptiden des Spike-Proteins
quantifiziert. Wie bei den Spike-spezifischen IgGs wiesen NVX-CoV2373 geimpfte Personen
gegenliber den Probanden aus den beiden mRNA-Regimen signifikant geringere Spike-
spezifische CD4 und CD8 T-Zell-Frequenzen auf. Besonders deutlich waren die Unterschiede
bei den Spike-spezifischen CD8 T-Zellen Abbildung 44A, p<0.0001), wo lediglich bei 3/22
(13,6 %) Personen nach der zweiten NVX-CoV2373-Impfung Spike-spezifische CD8 T-Zellen
oberhalb der Nachweisgrenze von 0,03 % detektiert wurden, wahrend die mRNA-Impfstoffe
bei den meisten Probanden Spike-spezifische CD8 T-Zellen induzierten. Spike-spezifische CD4
T-Zellen wurden bei 18/22 (81,8 %) der mit NVX-CoV2373 geimpften Personen induziert,
allerdings war der Medianwert signifikant niedriger (0,11 % (IQR 0,27 %)) als bei Personen nach
der Impfung mit BNT162b2 (0,13 % (IQR 0,21 %)) oder mRNA-1273 (0,29 % (IQR 0.22 %),
p=0.001, Abbildung 44A), bei denen alle nachweisbare CD4 T-Zellen hatten.

SEB-reaktive CD4 und CD8 T-Zell-Frequenzen waren bei allen drei Impfstoffregimen auf dem
gleichen Niveau (Abbildung 44B). Die Analyse der Induktion der Th1 Zytokine IL-2 und TNFa
in Spike-spezifischen CD4 T-Zellen wies ahnliche Verteilungsmuster auf wie die der IFNy

Expression.
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Abbildung 44 Niedrigere CD4 und CD8 T-Zell-Frequenzen nach NVX-COV2373-Impfung Spike-spezifische
CD4 und CD8 T-Zellen wurden quantifiziert und durch intrazelluldre Zytokinfarbung nach Antigen-spezifischer
Stimulation der Vollblutproben von 66 Personen 13-18 Tage nach der zweiten Impfung mit NVX-CoV2373 (NVX),
BNT162b2 (BNT) oder mRNA-1273 (jeweils n=22) charakterisiert. (A) Spike-spezifische und (B) SEB-reaktive CD4
und CD8 T-Zellen wurden anhand der Ko-Expression von CD69 und der Zytokine IFNy, IL-2 und TNFa bestimmt,
wobei die jeweilige Reaktivitdt nach Kontrollstimulation abgezogen wurde. Die Balken stellen Mediane mit
Interquartilsbereichen dar. Die gepunkteten Linien zeigen die Nachweisgrenzen fir spezifische (CD69* IFNy*) T-
Zellen an. IFN, Interferon; IL, Interleukin; SEB, Staphylococcus aureus Enterotoxin B; TNF, Tumor-Nekrose-Faktor.
Abbildung modifiziert und reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (HIELSCHER et al., 2022).
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Die durch den Impfstoff induzierten Spike-spezifischen CD4 T-Zellen wurden hinsichtlich ihrer
phanotypischen und funktionellen Eigenschaften weiter charakterisiert. Zum einen wurde die
Spike-spezifischen CD4 T-Zellen bezuglich ihrer Expression der Zytokine IFNy, IL-2 und TNFa
untersucht. Zur Darstellung der Zytokinprofile wurden mittels Boolean Gating in 7
Subpopulationen entsprechend der Expression von IFNy, IL-2 und TNFa in Kombination oder
einzeln eingeteilt. Dabei zeigte sich, dass der prozentuale Anteil an multifunktionellen CD4 T-
Zellen, die alle drei Zytokine exprimieren nach der NVX-CoV2373-Impfung signifikant geringer
war als bei den CD4 T-Zellen nach mRNA-Impfung (Abbildung 45A). Stattdessen wiesen NVX-
CoV2373 geimpfte Personen einen signifikant hoheren Anteil an TNFa und IL-2
exprimierenden CD4 T-Zellen auf. Auch bei der Expression von IFNy allein oder in Kombination
mit IL-2 oder TNFa zeigten sich Unterschiede zwischen den Impfstoffen. Jedoch war der
prozentuale Anteil dieser Subpopulationen insgesamt sehr gering. Bei der polyklonalen
Stimulation mit SEB waren wie erwartet keine Unterschiede zwischen den Impfregimen zu
beobachten. Weiterhin wurde die Expression des inhibitorischen Rezeptors CTLA-4 von Spike-
spezifischen CD4 T-Zellen untersucht. Im Einklang mit den geringeren Spike-spezifischen CD4
T-Zell-Frequenzen wurde auch eine signifikant geringere CTLA-4 Expression nach der zweiten
NVX-CoV2373-Impfung im Vergleich zu beiden mRNA-Gruppen beobachtet (p<0,0001;
Abbildung 45B), was auf geringeren Antigenkontakt wahrend der Induktionsphase
zurlickzufuhren sein konnte. Hingegen waren die Mediane der CTLA-4 exprimierenden Spike-
spezifischen CD4 T-Zellen bei BNT162b2 und mRNA-1273 geimpften Personen ahnlich hoch.
Die CTLA-4 MFI von SEB-reaktiven CD4 T-Zellen zeigte keine Unterschiede zwischen den
Impfstoffregimen. Aufgrund der geringen Anzahl an reaktiven CD8 T-Zellen bei NVX-CoV2373

geimpften Personen konnte hier keine phanotypische Analyse durchgefiihrt werden.
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Abbildung 45 Geringere CTLA-4 Expression und Unterschiede im Zytokinprofil von Spike-spezifischen CD4
T-Zellen bei NVX-CoV2373 geimpften Probanden (A) Nach Spike-spezifischer oder polyklonaler Stimulation
wurden die Zytokin-exprimierenden CD4 T-Zellen in 7 Subpopulationen unterteilt, je nach einzelner oder
kombinierter Expression von IFNy, TNFa und IL-2. Es wurden Blutproben von allen Personen analysiert. Um
aussagekraftige Statistiken zu gewahrleisten, wurden nur Proben mit mindestens 30 Zytokin-exprimierenden CD4
T-Zellen nach Normierung auf die Negativkontrolle berlcksichtigt (der Probenumfang jeder Impfstoffgruppe ist in
den Abbildungen angegeben). Die Balken stellen Mittelwerte und Standardabweichungen dar, und es wurden
ordinary one-way ANOVA-Tests durchgefihrt. (B) Die CTLA-4 Expression von Spike-spezifischen und SEB-reaktiven
CD4 T-Zellen wurde in allen Proben mit mindestens 20 CD69* IFNy* CD4 T-Zellen bestimmt (n=15 fir NVX CoV2373,
n=22 fir mRNA-geimpfte Personen). Die Balken stellen Mediane mit Interquartilsbereichen dar. Die Unterschiede
zwischen den Gruppen wurden anhand des zweiseitigen Kruskal-Wallis-Tests mit Dunns Post-Test berechnet. CTLA-
4, zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4; IFN, Interferon; IL, Interleukin; MFI, mittlere Fluoreszenzintensitat; SEB,
Staphylococcus aureus Enterotoxin B; TNF, Tumor-Nekrose-Faktor. Abbildung modifiziert und reproduziert aus
Originalpublikation zu dieser Arbeit (HIELSCHER et al., 2022).

5.2.2.4 NVX-CoV2373-induzierte T-Zellen erkennen gleichermaBen das wildtypische
SARS-CoV-2 und besorgniserregende Varianten

Da der Impfstoff fir die parentale Wildtyp-Variante konzipiert wurde, jedoch in der

Zwischenzeit eine Ausbreitung weiterer Mutationen stattfand, wurde zusatzlich untersucht,

inwieweit NVX-CoV2373 induzierte CD4 T-Zellen in der Lage sind, Antigene von VOCs zu

erkennen. Hierflr wurden UV-inaktivierte Viren der VOCs Alpha, Beta, Delta und Omikron BA.1

und BA.2 zur Stimulation von heparinisiertem Vollblut verwendet und anschlieBend die

induzierte T-Zell-Antwort untereinander und mit dem wildtypischen Stamm (D614G, FFM7)
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verglichen. Reprasentative Konturdiagramme von zwei gesunden Probanden sind in Abbildung
46A dargestellt. Die VOCs riefen ahnlich hohe Spike-spezifische CD4 T-Zell-Frequenzen hervor
wie der Wildtyp. Lediglich zwischen den einzelnen Personen konnten sichtbare Unterschiede
festgestellt werden (Abbildung 46B). Dieses Ergebnis wird auch durch die Korrelationsmatrix
unterstrichen (Abbildung 46C). Beim paarweisen Vergleich der stimulierten CD4 T-Zell-
Frequenzen ist eine starke signifikante Korrelation zu beobachten (r=0,92; p<0,0001). Zudem
wurden zwei verschiedene Antigenarten der Wildtyp-Variante verglichen, das UV-inaktivierte
Virus sowie Uiberlappende Peptide des Spike-Proteins. Die signifikante Korrelation der CD4 T-
Zell-Frequenzen nach Stimulation mit den beiden Antigen-Quellen fihrt zu dem Schluss, dass
die beiden Antigenarten gleichermaBen als Stimulanz zur Untersuchung Spike-spezifischer

CDA4 T-Zellen geeignet sind.
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Abbildung 46 NVX-CoV2373-induzierte T-Zellen erkennen wildtypisches SARS-CoV-2 und bedenkliche
Varianten gleichermaBen Vollblutproben von 22 NVX-COV2373-geimpften Personen wurden 13-18 Tage nach
zweiter Impfung jeweils mit Gberlappenden Peptiden von parentalem SARS-CoV-2-Spike und UV-inaktivierten Viren
des parentalen SARS-CoV-2 Stammes oder bedenklicher Varianten stimuliert. (A) Abgebildet sind
Konturdiagramme von zwei Personen mit nachweisbaren Spike-spezifischen CD4 T-Zellen (#1: 56-jahrige Frau, #2:
32-jahriger Mann). Die Zahlen geben den prozentualen Anteil aktivierter CD69* IFNy* T-Zellen nach Stimulation mit
Medium (Negativkontrolle), wildtypischen SARS-CoV-2 oder den Varianten Alpha, Beta, Delta, Omikron BA.1 und
BA.2 an. (B) Die spezifischen CD4-T-Zellen wurden fir alle Personen auf der Grundlage der Ko-Expression von CD69

118




und IFNy quantifiziert, wobei die jeweilige Reaktivitat nach Kontrollstimulation abgezogen wurde. Ergebnisse einer
Person mussten aufgrund einer UberméaBigen Hintergrundreaktivitdt in der Negativkontrolle ausgeschlossen
werden; Delta- und BA.2-Stimulationen waren nur von 19 Personen verfligbar. (C) Korrelationsmatrix spezifischer
T-Zell-Frequenzen nach Stimulation mit Spike-Peptiden und den verschiedenen UV-inaktivierten Viruspréparaten.
Die Korrelationskoeffizienten (r-Werte) wurden nach dem zweiseitigen Spearman-Verfahren berechnet und mit
einem Farbcode dargestellt. IFN, Interferon. Abbildung modifiziert und reproduziert aus Originalpublikation zu
dieser Arbeit (HIELSCHER et al., 2022).

5.2.2.5 Ahnliche Reaktogenitit von NVX-CoV2373 im Vergleich zu mRNA-Impfstoffen

Die Vertraglichkeit eines Impfstoffes tragt auch zur Impfbereitschaft in der Bevolkerung bei.
Wie stark die Reaktogenitdat von NVX-CoV2373 im Vergleich zu den mRNA-Impfstoffen bei
gesunden Probanden ausfallt, wurde durch Selbstauskiinfte mit Hilfe eines Fragebogens
ermittelt. Dabei wurden sowohl lokale als auch systemische Impfreaktionen in der ersten
Woche nach den beiden Impfungen erfasst. Schwerwiegende unerwiinschte Ereignisse wurden
bei keinem der Impfregime beschrieben. Weitestgehend wurden dhnliche Beschwerden und
ahnliche Schweregrade in den drei Impfregimen berichtet (Abbildung 47). Unabhangig vom
applizierten Impfstoff wurden nach der zweiten Impfung die Beschwerden als ausgepragter
wahrgenommen als nach der ersten Impfung. Als haufigste lokale Beschwerde wurde bei allen
Impfstoffen Schmerzen an der Injektionsstelle genannt, wohingegen eine Schwellung an der
Injektionsstelle nur bei einer kleinen Anzahl an Probanden auftrat. Zwischen den Gruppen
konnten dabei keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Neben lokalen
Beschwerden wurden systemische Reaktionen auf die Impfung dokumentiert. Am haufigsten
berichteten die Probanden dabei von Fatigue, welche nach der zweiten Impfung haufiger
auftrat als nach der ersten Impfung. Jedoch berichteten NVX-CoV2373 geimpfte Personen
weniger Uber Fatigue als mRNA-geimpfte Teilnehmer (p=0,032). Fieber, Kopfschmerzen,
Schittelfrost, gastrointestinale Symptome und Myalgien waren in allen Impfregimen ahnlich.
Kopfschmerzen und Myalgie traten ebenfalls haufiger nach der zweiten Impfung auf.
Gelenkschmerzen traten bei NVX-CoV2373 nach der zweiten Impfung haufiger auf als bei
BNT162b2 geimpften Personen (p=0,005). Die Einnahme von fiebersenkenden Medikamenten

erfolgte in den drei Gruppen mit ahnlich geringer Haufigkeit.
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Abbildung 47 Die Reaktogenitat von NVX-CoV2373 dhnelt den mRNA-Vakzinen Die Reaktogenitat innerhalb
der ersten Woche nach jeder Impfstoffdosis wurde anhand eines standardisierten Fragebogens von den Probanden
selbst erfasst. Dargestellt sind (A) das Vorhandensein von lokalen oder systemischen unerwiinschten Ereignissen
oder von beidem, (B) die individuelle Wahrnehmung, welche der beiden Impfungen stérker war, (C) lokale
unerwiinschte Ereignisse oder (D) systemische unerwiinschte Ereignisse. Die statistische Analyse wurde mit dem x?-
Test durchgefiihrt. BNT, BNT162b2-Impfstoff, NVX, NVX-CoV2373-Impfstoff. Abbildung modifiziert und
reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (HIELSCHER et al., 2022).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der NVX-CoV2373-Impfstoff gut vertragen wurde und
es keine auffélligen Unterschiede bei den berichteten Beschwerden zwischen den

verschiedenen Impfstoffgruppen gab.

121



6 Diskussion

Impfstoffe gelten als wichtige PraventionsmafBnahme, um Infektionen zu verhindern oder
deren Krankheitsschwere abzuschwachen. Totimpfstoffe auf Proteinbasis sind im Gegensatz zu
Lebendimpfstoffen fiir Risikogruppen wie Dialysepatienten oder Personen geeignet, die
immunsupprimierende Medikamente einnehmen. Die bessere Stabilitdt und dadurch
einfachere Lagerung stellt dabei einen Vorteil gegentiber mRNA-Impfstoffen dar. Aufgrund der
kurzen Verflgbarkeit war die Datenlage zur Charakterisierung der impfinduzierten T-Zell-
Antwort zu Beginn dieser Arbeit sowohl flir den proteinbasierten COVID-19 Impfstoff als auch

fur den rekombinanten HZ/su-Zosterimpfstoff, insbesondere bei Risikogruppen begrenzt.

6.1 VZV-spezifische Inmunantwort bei Dialysepatienten und Kontrollen nach Impfung

mit HZ/su

Der rekombinante Totimpfstoff HZ/su wurde zur Vorbeugung von Herpes Zoster und damit
verbundenen schwerwiegenden Komplikationen bei immungeschwéachten Personen wie
Dialysepatienten zugelassen, bei denen aufgrund der uramischen Immundefizienz ein erhohtes
Risiko einer VZV-Reaktivierung besteht (KUO et al., 2012; LI et al., 2021). Da die Zahl der
dialysepflichtigen Personen weiter zunimmt und da bei Dialysepatienten nach Impfungen
gegen Hepatitis B, Tetanus (GIRNDT et al., 1995) und Influenza (SESTER et al., 2013) ein
unzureichender Aufbau einer stabilen Immunantwort beobachtet wurde, ist die Frage,
inwieweit der HZ/su-Impfstoff auch bei Dialysepatienten eine ausreichende VZV-spezifischen
Immunitat induziert, von hoher praktischer Relevanz. Das Wissen iber die Immunogenitat und
Reaktogenitat von HZ/su bei Dialysepatienten im Vergleich zu immunkompetenten

Kontrollpersonen war bisher begrenzt.

In dieser Arbeit wurden gezeigt, dass HZ/su eine VZV-spezifische Immunantwort bei
Dialysepatienten induziert. Dabei wurden jedoch quantitative und qualitative Unterschiede in
der HZ/su induzierten Immunantwort auf zellularer und humoraler Ebene bei Dialysepatienten
im Vergleich zu Immungesunden beobachtet. Weiterhin haben Immunsuppressiva im
Gegensatz zu Biologika einen inhibitorischen Effekt auf die zelluldre Immunantwort. Zudem
wurde festgestellt, dass die HZ/su-Impfung keinen Einfluss auf die HSV-spezifische Immunitat

hat. Die Ergebnisse werden im Detail nachfolgend diskutiert.
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6.1.1 Hohe VZV-Durchseuchung im Probandenkollektiv vor Impfung

Mit Gber 90 % ist die Durchseuchung mit VZV in der Weltbevdlkerung sehr hoch (ELZOUKI et
al., 2012; KILGORE et al., 2003; NARDONE et al., 2007). In dieser Arbeit lag laut Anamnese der
Anteil an Patienten mit einer Primarinfektion (Windpocken) mit 76,19 % unterhalb dieses
Wertes. Dies lasst sich damit erklaren, dass die Infektion haufig im friihen Kindesalter stattfindet
und die Probanden sich nicht zuverlassig an die Primarinfektion erinnern, was auch zu der
hohen Anzahl an Probanden passt (27,6 %), die keine Angaben machen konnten. Jedoch
konnten vor 1. HZ/su-Impfung bei einem GroBteil der Probanden VZV-spezifische CD4 T-
Zellen, nach Stimulation mit dem VZV-Lysat, nachgewiesen werden, was auf eine ahnlich hohe
Durchseuchung wie in der Allgemeinbevolkerung schlieBen lasst. Die hoheren Ausgangswerte
VZV-spezifischer CD4 T-Zellen nach Stimulation mit dem VZV-Lysat in beiden Gruppen, im
Vergleich zu VZV-gE Peptiden und VZV-gE Protein reaktiven T Zellen sind dabei vermutlich
darauf zurlickzufiihren, dass im Lysat ein breiteres Spektrum an Antigenen vorliegt. Dadurch
wird den Immunzellen das komplette Repertoire an VZV-spezifischen Proteinen als Antigene
dargeboten, wohingegen durch die anderen beiden Stimulanzien lediglich die Immunitat
gegen das stark exprimierte gE Protein erfasst wird. Auch wenn Dialysepatienten aufgrund der
Urdamie eine Beeintrachtigung der Immunitat sowie ein hdheres Risiko fiir VZV-Reaktivierungen
besitzen, konnten vor der ersten Impfung keine Unterschiede in den VZV-spezifischen T-Zell-
Frequenzen zwischen Patienten und Kontrollen beobachtet werden, was im Einklang mit
frGheren Beobachtungen steht, wonach sich die VZV-spezifische T-Zell-Antwort im

Allgemeinen nicht von gesunden Personen unterscheidet (RONDAAN et al., 2018).

Auf humoraler Ebene wurden vor der Impfung ebenfalls VZV-spezifische Antikdrper bei den
meisten Probanden detektiert. Lediglich 2 Dialysepatienten und 4 Kontrollpersonen waren
seronegativ. Jedoch gaben alle seronegativen Probanden an, eine Windpockeninfektion
durchgemacht zu haben, sodass mdglicherweise die Antikdrper-Level bereits unter die
Nachweisgrenze gesunken waren. Aufgrund des Alters der Probanden ist davon auszugehen,
dass die vorbestehende VZV-spezifische Immunantwort als Folge einer natirlichen Infektion
gebildet wurde, da in Deutschland die Varizellen-Impfung erst seit 2004 empfohlen ist
(IMPFKOMMISSION, 2004) und zudem keiner der Probanden angab, eine solche Impfung
erhalten zu haben. Die hohe Seropravalenz auch in dieser Studienkohorte verdeutlicht, wie

grol3 das potenzielle Risiko fiir eine VZV-Reaktivierung ist. Dieser Aspekt unterstreicht die hohe
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Relevanz eines immunogenen Impfstoffs zur Pravention von Herpes Zoster und mit der

Reaktivierung assoziierten Komplikationen.

6.1.2 Schwachere Induktion VZV-spezifischer CD4 T-Zellen bei Dialysepatienten

HZ/su l6ste bei Dialysepatienten eine VZV-spezifische CD4 T-Zell-Antwort aus, was sich in
einem signifikanten Anstieg der CD4 T-Zell-Frequenzen nach beiden Impfungen
widerspiegelte. Die ebenfalls bei den Kontrollen beobachtete impfinduzierte Dynamik wurde
bereits in anderen Studien beschrieben (CHLIBEK et al., 2016; CUNNINGHAM et al.,, 2016; LAL
et al,, 2015; LEROUX-ROELS et al,, 2012). In beiden Gruppen konnte bei den VZV-spezifischen
CD4 T-Zell-Frequenzen nach der zweiten Impfung ein deutlicher Verstarkungseffekt
beobachtet werden, was die Bedeutung einer zweiten Impfstoffdosis fir den Aufbau einer
robusten Immunantwort hervorhebt. Jedoch wiesen Dialysepatienten im Vergleich zu
Kontrollprobanden deutlich geringere CD4 T-Zell-Frequenzen nach beiden Impfdosen sowie
in der Verlaufsmessung nach einem Jahr auf. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
Impfung bei den Patienten eine geringere und weniger stabile CD4 T-Zell-Antwort induziert.
Wenngleich keine Schutzkorrelate auf Ebene einer Immunitat definiert sind, liegt nahe, dass
die protektive Immunantwort der Patienten schneller abnimmt und damit das Risiko einer VZV-

Reaktivierung erneut steigt (LEVIN et al., 2003).

BekanntermaBen ist das Risiko fiir VZV-Reaktivierungen bei Frauen hdher als bei Mannern
(CHAPMAN et al., 2003; FLEMING et al., 2004; KAWAI, YAWN, 2017). Da die CD4 T-Zell-Antwort
eine wichtige Rolle zur Verhinderung einer Reaktivierung spielt, lag daher die Frage nahe, ob
es moglicherweise geschlechtsspezifische Unterschiede in den CD4 T-Zell-Frequenzen gibt.
Jedoch konnten innerhalb der beiden Gruppen weder vor den Impfungen noch danach
geschlechtsspezifischen Unterschiede der VZV-spezifischen CD4 T-Zell-Antwort beobachtet
werden. Aufgrund des relativ kleinen Probandenkollektivs lasst sich jedoch keine robuste
Schlussfolgerung ziehen. In Bezug auf die Impfung konnte bereits gezeigt werden, dass es
keine geschlechtsspezifischen Unterschiede bei der Wirksamkeit von HZ/su gibt (WILLER et al.,
2019).

Im Vergleich zu den VZV-spezifischen CD4 T-Zell-Frequenzen war die Induktion spezifischer
CD8 T-Zellen sowohl bei Dialysepatienten als auch bei den Kontrollen unabhangig von der

Wahl des Stimulus sehr gering. Diese Beobachtung steht im Einklang mit anderen Studien, die
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ebenfalls gezeigt haben, dass HZ/su vorwiegend eine spezifische CD4 T-Zell-Reaktion induziert
(DENDOUGA et al, 2012; LEROUX-ROELS et al., 2012). Diese reduzierte CD8 T-Zell-Antwort
wurde ebenfalls in dieser Arbeit und von anderen fir den proteinbasiertem Impfstoff NVX-
CoV2373 beobachtet (HIELSCHER et al., 2022; ZHANG et al., 2022). Eine Erklarung hierfur
kdnnte sein, dass CD8 T-Zellen Giber MHC-I auf dem intrinsischen Weg aktiviert werden. Das
VZV-gE Protein wird jedoch von den APCs extrazellular aufgenommen und damit in erster Linie
Uber den MHC-II-Komplex prasentiert, wodurch primar CD4 T-Zellen aktiviert werden
(MURPHY et al.,, 2018). Aufgrund der Beobachtung anderer Studien, dass der Impfstoff auch
bei schwacher CD8 T-Zell-Antwort wirksam ist, liegt es nahe, dass CD4 T-Zellen eine wesentlich

groBere Rolle bei der Verhinderung einer VZV-Reaktivierung spielen (CHLIBEK et al., 2014).

6.1.3 Phanotypische und funktionelle Charakterisierung VZV-spezifischer CD4 T-Zellen

Neben der quantitativen Analyse wurden VZV-spezifische CD4 T-Zellen auch phanotypisch und
funktionell untersucht. Es liegt nahe, dass die Zunahme der CTLA-4-Expression in den VZV-
spezifischen CD4 T-Zellen nach beiden Impfungen auf die Aktivierung der T-Zellen nach
Kontakt mit dem Antigen zurlickzufihren ist (LINSLEY et al, 1996; RILEY, JUNE, 2005).
Dementsprechend wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt, dass die VZV-Reaktivierung
bei Patienten mit Herpes Zoster zu einer Hochregulierung von CTLA-4 auf VZV-spezifischen T-
Zellen fuhrt, welches sich nach Abklingen der Symptome wieder normalisiert (SCHUB et al.,
2015). Ahnliches konnte auch bei Patienten mit VZV-assoziierten Meningitiden und bei aktiven
Infektionen mit anderen Erregern beobachtet werden (SCHUB et al., 2018b). Die Beobachtung
einer solchen Dynamik der CTLA-4 Expression nach Impfung mit HZ/su deutet darauf hin, dass
die CTLA-4 Expression auf VZV-spezifischen CD4 T-Zellen ein direktes MaB fir den kirzlichen
Antigenkontakt infolge einer Infektion oder Impfung sein kénnte. Im Gegensatz dazu zeigt die
bei den Verlaufsmessungen beobachtete Abnahme der CTLA-4 Expression, dass kein erneuter
Antigenkontakt stattgefunden hat und die Hochregulierung von CTLA-4 durch den Impfstoff
induziert wurde. Wahrend eine hohe CTLA-4 Expression sowohl nach Impfung als auch nach
Reaktivierung zu beobachten ist, scheint sich das Zytokinprofil der VZV-spezifischen CD4 T-
Zellen nach den beiden Ereignissen jedoch deutlich voneinander zu unterscheiden.
Impfinduzierte VZV-spezifischen CD4 T-Zellen wiesen einen multifunktionalen Th1-Phdnotyp
auf, der durch die Ko-Expression der Zytokine IFNy, IL-2 und TNFa charakterisiert ist,

wohingegen die Th1 CD4 T-Zellen nach akutem Zoster funktionell eingeschrankt waren und
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Uberwiegend nur IFNy exprimierten (SCHUB et al., 2015). Die Multifunktionalitdt der
impfstoffinduzierten CD4 T-Zellen kodnnte durch Proliferation und Sekretion von

Effektormolekiilen zu einem besseren Schutz beitragen (DARRAH et al., 2007).

Insgesamt wiesen VZV-spezifische CD4 T-Zellen eine hohe Expression von CD45RO auf, wie
dies auch in der Literatur bereits beschrieben wurde (VOSSEN et al., 2004). Die Analyse der
VZV-spezifischen CD4 Gedachtnis-T-Zellen auf der Grundlage der Expression von CD27 und
CD45RO ergab einen hoheren Anteil an zentralen Gedachtnis-T-Zellen und einen geringeren
Anteil an Effektor-Gedachtnis-T-Zellen bei Patienten im Vergleich zu Kontrollen. Zentrale
Gedachtnis-T-Zellen zeichnen sich durch einen héheren Schutz vor Apoptose aus (MAHNKE et
al, 2013; RIOU et al, 2007). Da Dialysepatienten eine hohe Apoptoserate von T-Zellen
aufweisen (MEIER et al., 2002; MOSER et al., 2003), ist es denkbar, dass Effektor-Gedachtnis-T-
Zellen schneller abgebaut werden und somit eine Verschiebung des Anteils der zentralen
Gedéchtnis-T-Zellen stattfindet. Ahnliche Beobachtungen existieren im Rahmen der Hepatitis
B-Impfung, bei der die Zahl der CD4 IL-2* T-Zellen mit Effektor-Gedachtnis-Phanotyp bei
Dialysepatienten zwei Wochen nach der Hepatitis-B-Impfung geringer war (LITJENS et al,
2008). Hieraus wurde eine zeitliche Verzogerung bei der Bildung von T-Zellen mit Effektor-
Gedachtnis-Phanotyp postuliert. Allerdings fanden sie keine signifikanten Unterschiede bei den
CD4 IFNy™ T-Zellen (LITJENS et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit basierte die Untersuchung
des Gedachtnis-Phanotyps ausschlieBlich auf spezifischen CD4 IFNy* T-Zellen, sodass CD4 IL-

2" T-Zellen nicht bezlglich ihres Differenzierungsstatus untersucht werden konnten.

In einer weiteren Arbeit wurde eine geringere T-Zell-Antwort bei dlteren Personen beobachtet,
die eine hohe CD39 Expression der CD4 T-Zellen aufwiesen. Dies wurde im Kontext mit einer
hoheren Apoptoserate von CD39* CD4" Effektor-T-Zellen diskutiert, welche sich dadurch nicht
zu langlebigen Gedachtniszellen entwickeln kénnen und somit der Aufbau einer stabilen
Immunantwort gehemmt wird (FANG et al,, 2016). Da Dialysepatienten ebenfalls eine leicht
erhdhte CD39 Expression aufwiesen, konnte dies eine Erklarung fir den geringeren Anteil an
Effektorzellen sein. Folglich ware es mdglich, dass durch erhéhte Apoptose der Effektorzellen
eine weniger robuste VZV-spezifische T-Zell-Antwort aufgebaut wird, was die geringeren CD4
T-Zell-Frequenzen der Patienten nach einem Jahr erklaren kénnte. Wahrend die Mehrheit der
VZV-spezifischen CD4 T-Zellen einen Effektor-Gedachtnis- oder Zentral-Gedachtnis-Charakter

hatte, wurden bei der antigenunabhdngigen Analyse im Einklang mit vorigen Studien
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hauptsachlich naive und zentrale CD4 Gedachtnis-T-Zellen in beiden Gruppen nachgewiesen

(YOON et al., 2006).

Das Zytotoxin Granzym B spielt eine wichtige Rolle bei der Erregerbekampfung, indem es unter
anderem bei der Apoptose mitwirkt. Granzym B wird haufig von T-Zellen mit zytotoxischen
Funktionen, aber auch NK-Zellen exprimiert (CHOWDHURY, LIEBERMAN, 2008). Aufgrund der
hohen zytotoxischen Eigenschaften von CD8 T-Zellen war die Untersuchung der Granzym B
Expression nach HZ/su-Impfung daher naheliegend. Jedoch war eine Analyse der Granzym B
Expression in VZV-spezifischen CD8 T-Zellen aufgrund der geringen Reaktivitat nicht moglich.
In VZV-spezifischen CD4 T-Zellen konnte nur eine geringe Grundexpression von Granzym B
beobachtet werden, die zudem zeitlich unabhangig und nicht durch die Impfung induziert war.
Erwartungsgemal war jedoch eine hohere Granzym B Expression bei der CD8 T-Zell-
Gesamtpopulation im Vergleich zur CD4 T-Zell-Gesamtpopulation erkennbar, die im Einklang
mit anderen Studien steht (LIN et al., 2014). In der vorliegenden Arbeit kann wegen der
geringen Probandenzahl und geringer Anzahl an VZV-spezifischen Zellen bei einzelnen
Personen jedoch keine eindeutige Aussage zur Granzym B Expression getroffen werden,

vielmehr kdnnte es ein Ansatz fir weitere Untersuchungen darstellen.

Dialysepatienten zeigten nach der VZV-spezifischen Stimulation eine &hnliche
Proliferationskapazitdt der T-Zellen wie die Kontrollpersonen. Aufgrund der langeren
Antigenstimulation im Proliferations-Assay ist die Zeit fir die T-Zell-Aktivierung deutlich langer
(7 Tage) als bei der Kurzzeitstimulation (6 Stunden), wodurch die geringfligigen Unterschiede
der initialen Frequenzen ausgeglichen wurden. Interessanterweise war im Vergleich zur VZV-
spezifischen Kurzzeitstimulation, bei der kaum VZV-spezifische CD8 T-Zellen induziert wurden,
nach der Stimulation Uber einen Zeitraum von 7 Tagen eine Proliferation spezifischer CD8 T-
Zellen nachweisbar, wenngleich diese deutlich geringer ausfiel als bei CD4 T-Zellen.
Moglicherweise konnten, aufgrund der langeren Inkubationszeit, die VZV-gE Peptide sowie das
Protein Uber die Kreuzprasentation an MHC-I binden und dadurch von CD8 T-Zellen erkannt
werden. Das fur HZ/su verwendete Adjuvans ASO1s enthalt MLP/QS21, von dem bekannt ist,
dass es die Zytotoxizitat von CD8-T-Zellen erhdht (MIKLOSKA et al., 2000) und die Antigen-
Kreuzprasentation verbessert (DEN BROK et al., 2016), was zu einer Induktion von CD8 T Zellen
in vivo flihrt, deren Vermehrung Uber einen langeren Zeitraum im Proliferations-Assay

detektierbar wird.
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Die Analyse der Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 erfolgte in einem Vorversuch bei 5
gesunden Probanden, die fir detaillierte engmaschige Messungen zur Charakterisierung der
zellularen Immunitét eingeschlossen wurden. Der Anstieg der Ki-67 Expression in VZV-
spezifischen CD4 T-Zellen eine Woche nach beiden Impfungen weist dabei auf eine schnelle
Proliferation der spezifischen CD4 T-Zellen nach der Induktion durch die Impfung hin, da Ki-67
ausschlieBlich in den aktiven Zellphasen exprimiert wird (GERDES et al., 1984; SCHOLZEN,
GERDES, 2000). Trotz geringer Probandenzahl sind die erzielten Ergebnisse sehr homogen und
liefern ein eindeutiges Indiz fir eine rasche Proliferation von VZV-spezifischen CD4 T-Zellen
nach der Impfung mit HZ/su. Aus logistischen Griinden war es leider nicht méglich, dieselben
engmaschigen Untersuchungen bei Dialysepatienten durchzufiihren und daher sind keine

vergleichenden Aussagen maoglich.

Zur Stimulation Antigen-spezifischer T-Zellen stehen verschiedene Méglichkeiten zur Wahl des
Antigens zur Verfigung; dabei kann es sich z.B. um Lysate von mit Erreger infizierten
Zellkulturen (VZV-Lysat), aber auch um einzelne Erregerproteine oder Peptide handeln. Beim
Vergleich der unterschiedlichen VZV-Antigen-Quellen wurde bei allen untersuchten Antigenen
eine impfinduzierte Dynamik beobachtet, wenngleich geringe Unterschiede in den Frequenzen
der VZV-spezifischen CD4 T-Zellen und der CTLA-4 Expression festgestellt werden konnten.
Auffallig war insbesondere die deutlich hdhere CTLA-4 Expression bei VZV-spezifischen CD4
T-Zellen nach Stimulation mit dem VZV-gE Protein. Eine mdgliche Erklarung hierfir ist, dass
dieses Antigen sehr effektiv die impfinduzierten CD4 T-Zellen stimulierte, da es sich auch um
das im Impfstoff enthaltene gE Protein handelt. Die Proliferationsfahigkeit der T-Zellen nach
Stimulation mit den verschiedenen VZV-Antigenen fiel weitestgehend gleich aus. Auch die
ausschlieBlich moderate Induktion VZV-spezifischer CD8 T-Zellen wurde bei allen verwendeten
Antigenen beobachtet. Anhand dessen lasst sich schlussfolgern, dass VZV-Lysat, VZV-gE
Peptide und Protein geeignete Stimuli zum Nachweis VZV-spezifischer CD4 T-Zellen darstellen.
Zu beachten ist, dass dennoch kleinere Unterschiede innerhalb der verschiedenen

Antigenquellen auftraten, was die Notwendigkeit der Austestung unterstreicht.

6.1.4 Unterschiede in den Lymphozyten-Subpopulationen und der humoralen
Immunantwort auf HZ/su
Dialysepatienten weisen eine Immundefizienz auf, welche bei der Untersuchung der

Lymphozyten-Subpopulationen anhand der signifikant geringeren Anzahl an CD3 und CD4 T-
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Zellen, sowie B-Zellen und Plasmablasten auch in dieser Arbeit beobachtet wurde. Dies steht
im Einklang mit anderen Studien, die ahnliche Auffdlligkeiten in der Lymphozytenzellzahl

detektiert haben (GRIVEAS et al., 2005; MOLINA et al., 2018).

In dieser Arbeit wurde der zirkulierende Anteil der Tfh-Zellen im Blut quantifiziert und
charakterisiert. Follikulare T-Helferzellen (Tfh) interagieren mit B-Zellen in sekundaren
lymphoiden Organen und unterstiitzen diese bei der Produktion von hochaffinen Antik&rpern,
weshalb sie im Kontext der Induktion einer Immunantwort von besonderem Interesse sind
(CROTTY, 2019). Jedoch konnten keine impfinduzierten Veranderungen beobachtet werden.
Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, da die Analyse direkt aus dem Blut ohne
spezifische Stimulation erfolgte, sodass der gesamte Anteil an Tfh-Zellen im Blut betrachtet
wurde. Zu beachten ist auch, dass die Analyse der Blutproben nicht unbedingt dynamische

Veranderungen in den Lymphknoten widerspiegelt.

Im zeitlichen Verlauf konnten auch keine Anderungen in der Zusammensetzung der B-Zell-
Subpopulationen in den beiden Gruppen festgestellt werden. Auch der Anteil an
Plasmablasten, welche fiir die Sezernierung von spezifischen Antikérpern verantwortlich sind,
anderte sich im Verlauf nicht. Das Ergebnis lasst sich damit begriinden, dass die Zellen nicht
VZV-spezifisch stimuliert wurden und somit die Gesamtheit aller Plasmablasten dargestellt
sind, wodurch etwaige geringfligige Unterschiede maskiert werden und dadurch nicht
nachweisbar sind. Zudem wurde beschrieben, dass das Maximum der Plasmablasten im Blut in
der Regel in der ersten Woche nach einer Impfung (FINK, 2012; LEDO et al., 2020) oder nach
einer VZV-Reaktivierung (FUKUCHI et al, 2018) erreicht wird und anschlieBend wieder
abnimmt. Die Analyse der Blutzellen zeigte jedoch, dass Dialysepatienten insgesamt eine
signifikant geringere Anzahl an B-Zellen und Plasmablasten als Kontrollpersonen aufwiesen,
was vermutlich auf die uramische Erkrankung zuriickzufihren ist (DESCAMPS-LATSCHA,
CHATENOUD, 1996; MOLINA et al., 2018). Auffallige allgemeine Unterschiede wurden auch bei
den weiteren B-Zell-Subpopulationen festgestellt. Wahrend Dialysepatienten einen héheren
Anteil an naiven B-Zellen aufwiesen, war der Anteil an non-switched Gedachtnis-B-Zellen zu
allen Zeitpunkten signifikant geringer als bei den Kontrollen. Ahnliche Unterschiede in der
Verteilung der B-Zell-Subpopulationen wurden auch bei anderen Krankheiten wie der
systemischen Sklerose beschrieben (SIMON et al., 2016). Ein Grund fir den ho&heren

prozentualen Anteil an naiven B-Zellen konnte eine erhdhte Produktion zur Aufrechterhaltung
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der Homdostase sein, da es auch bei Dialysepatienten bekanntermalBen krankheitsbedingt zur
Apoptose von Lymphozyten kommt (ELEFTHERIADIS et al., 2007). Durch eben diese Apoptose
kdnnte die Verringerung der non-switched Gedachtnis-B-Zellen bei Patienten verursacht

werden (FERNANDEZ-FRESNEDO et al., 2000).

Eine reduzierte Anzahl an B-Zellen und Plasmablasten wiirde vermuten lassen, dass der HZ/su-
Impfstoff bei Dialysepatienten in geringerem MaBe VZV-spezifische IgGs induziert.
Interessanterweise 16sten beide Impfstoffdosen eine Induktion von VZV-spezifischem IgG mit
starker Neutralisierungsaktivitat sowohl bei Patienten als auch bei Kontrollen aus. Wie bei den
CD4 T-Zellen war der Anstieg der spezifischen IgGs bei Dialysepatienten jedoch weniger
ausgepragt und im zeitlichen Verlauf weniger stabil. Allerdings zeigten verschiedene Studien,
dass die humorale Komponente eine weitaus geringere Rolle beim Schutz vor Herpes Zoster
spielt als die zelluldre (BURKE et al., 1982; WEBSTER et al., 1989). Anhand dieser Erkenntnisse
lasst sich vermuten, dass geringere impfinduzierte VZV-spezifische IgG-Level kein Indiz fiir ein
hoheres Risiko einer VZV-Reaktivierung darstellen. Auch wenn die Induktion der humoralen
VZV-Antwort bei der Verhinderung einer VZV-Reaktivierung vermutlich eine weniger wichtige
Rolle spielt, konnte sie fir die Verhinderung einer Reinfektion mit Varizellen relevant sein

(ARVIN, 2008).

6.1.5 Reaktogenitit von HZ/su

Da die im proteinbasierten Impfstoff eingesetzten Proteine keine alleinige Immunantwort
auslosen wirden, sondern die Immunzellen hierfiir Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRR)
bendtigen, wird als zusétzliche Komponente ein Adjuvans mitgefiihrt. Dieses enthalt PRR, auf
welche die Immunzellen entsprechend reagieren kénnen. Das fur HZ/su verwendete Adjuvans
ASO1g enthalt unter anderem Saponin, welches eine temporare Porenbildung in den Zellen
hervorruft (LACAILLE-DUBOIS, 2019). Aufgrund dieser Eigenschaft lasst sich vermuten, dass es
bei der Impfung dadurch zu lokalen Impfreaktion kommen konnte. Auch einige
Kontrollpersonen dieser Arbeit beschrieben in den Impftageblichern leichte bis moderate
Impfreaktionen. Jedoch wurde der HZ/su-Impfstoff von Dialysepatienten im Allgemeinen gut
vertragen, was mit anderen Ergebnissen im Einklang steht (MARTINO et al., 2023). Die sowohl
bei Patienten als auch bei Kontrollen Gberwiegend beklagten lokalen Beschwerden, , stimmen
mit Beobachtungen der Reaktionen nach einer Impfdosis Giberein (SCHMADER et al., 2019). Der

Effekt der geringeren Reaktogenitat bei Dialysepatienten konnte bereits bei der Impfung
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gegen SARS-CoV-2 beobachtet werden (BRONDER et al., 2024). Dialysepatienten leiden
aufgrund ihrer Uramie und dem Dialyseverfahren haufig unter chronischen Beschwerden wie
Mudigkeit oder Kopfschmerzen (CAPLIN et al.,, 2011), so dass Impfreaktionen, insbesondere
systemische Beschwerden maoglicherweise weniger haufig wahrgenommen und dokumentiert
werden. In vorhergehenden Studien berichteten jlngere Impflinge Uber starkere
Impfnebenwirkungen als altere (ZEEVAERT et al., 2023). Auch in dieser Arbeit wurden von
vereinzelten insbesondere jlingeren Probanden starkere Impfreaktionen wahrgenommen. Eine
Erklarung hierflr konnte das Alter sein, da bei den jiingeren Probanden moglicherweise das
Immunsystem auf das Adjuvans starker reagiert beziehungsweise noch eine vorbestehende
Immunitat vorliegt, die durch die Impfung starker geboostert wird. Interessanterweise kam es
auf Basis von Fallberichten insbesondere kurz nach der ersten Impfung bei einzelnen Personen
zu einen Herpes Zoster (ARZTESCHAFT, 2020; ASSMANN et al.,, 2024). Ein Zusammenhang
zwischen der HZ/su-Impfung und zeitnahen VZV-Reaktivierungen wurde in dieser Arbeit
jedoch nicht beobachtet. Auch das Paul-Ehrlich-Institut konnte hierzu keine Kausalitat mit dem

VZV-Antigen feststellen (ORRU et al., 2023).

6.1.6 Keine Induktion HSV-spezifischer T-Zellen durch HZ/su

Aufgrund der Verwandtschaft von VZV zu HSV1 und HSV2 sowie einer bekannten
Kreuzreaktivitat von T-Zellen zwischen HSV und VZV (JING et al., 2016), wurde untersucht, ob
die HZ/su-Impfung auch zur Induktion einer HSV-spezifischen Immunantwort fihrt. Jedoch
scheint der Impfstoff keinen Einfluss auf die HSV-Immunogenitdt zu haben, da im Verlauf
weder bei Kontrollen noch bei dialysepflichtigen Probanden eine impfinduzierte Anderung der
Dynamik HSV-spezifischer CD4 T-Zell-Frequenzen festgestellt werden konnte. Auch die CTLA-
4 Expression der HSV-spezifischen CD4 T-Zellen a@nderte sich im Vergleich zu der von VZV-
spezifischen CD4 T-Zellen nicht. Die allgemein héhere impfunabhangige Frequenz und CTLA-
4 Expression von HSV-spezifischen CD4 T-Zellen bei den Probanden kdnnte hingegen auf
einen haufigeren Erregerkontakt der Zellen durch wiederholte Reaktivierung von HSV
zurtickzufihren sein. Auch wenn sowohl VZV als auch HSV Vertreter der Alphaherpesviren sind,
weisen die Viren in Bezug auf das Glykoprotein E nur 47 % Ahnlichkeit und 27 % Identitat auf
(LITWIN et al, 1992). So ist das gE von VZV langer als das von HSV und besitzt einen
einzigartigen Rest, der wichtige Funktionen bei Virusreplikation und Zell-Zell-Verbreitung

dbernimmt, da VZV im Vergleich zu HSV kein Glykoprotein D besitzt, das diese Funktionen
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Ubernimmt (KINCHINGTON et al.,, 2012; MODROW et al,, 2022). Aufgrund dieser Unterschiede
und der Ergebnisse der Arbeit lasst sich schlieBen, dass der HZ/su-Impfstoff keine HSV-
spezifische CD4 T-Zell-Antwort induziert und daher nicht als Impfstoff zur Vorbeugung einer

HSV-Reaktivierung geeignet ist.

6.1.7 Effekt immunsupprimierender Medikamente auf die VZV-Immunantwort

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Calcineurin-Inhibitoren (Cyclosporin A und Tacrolimus)
und des Steroids Methylprednisolon, die nach einer Organtransplantation zur Verhinderung
einer AbstoBung eingesetzt werden, untersucht. Durch die Einnahme dieser Immunsuppressiva
kommt es hdufig zu einem verminderten Aufbau einer impfinduzierten Immunantwort
(KRUEGER et al., 2020; SCHMIDT et al., 2021b). Dies zeigten auch die in vitro Versuche dieser
Arbeit, da sowohl die VZV-spezifische CD4 T-Zell-Frequenz als auch die Proliferationsfahigkeit
mit steigender Konzentration dieser Immunsuppressiva abnahmen. Ebenso wurde die
Immunantwort auf die polyklonale Stimulation mit SEB gehemmt, was die generelle
unspezifische immunsupprimierende Wirkung unterstreicht. Diese Ergebnisse lassen schlief3en,
dass die Einnahme immunsuppressiver Medikamente die Induktion und Funktion VZV-
spezifischer T Zellen nach Impfung von Transplantierten beeintrachtigen. Die durchgefiihrten
in vitro Versuche spiegeln jedoch nicht den komplexen Zusammenhang im Patienten wider. So
erhalten Transplantierte meist eine kombinierte Behandlung mit immunsupprimierenden
Medikamenten, um mehr Angriffspunkte des Immunsystems abdecken zu kdnnen. Von unserer
Arbeitsgruppe wurde bereits zeigt, dass eine Kombination dieser Immunsuppressiva in vitro
eine noch starkere Hemmung verursachen kann (LEYKING et al., 2015). Auch der Einfluss von
Komorbiditat konnte in diesem Versuch nicht berlcksichtigt werden. Interessanterweise
konnten Vink et al. bei Patienten nach Nierentransplantation die Immunogenitat von HZ/su auf
humoraler und zelluldrer Ebene beobachten (VINK et al., 2020). Ahnliche Ergebnisse erzielten
Studien bei Lungentransplantierten (HIRZEL et al., 2021; L'HUILLIER et al., 2021), was darauf
schlieBen lasst das HZ/su trotz der Behandlung mit immunsupprimierenden Medikamenten bei
den Patienten VZV-spezifische CD4 T-Zellen induziert und somit das Herpes Zoster Risiko
reduzieren kann. In den genannten Studien wurden jedoch keine immungesunden
Kontrollpersonen miteingeschlossen, so dass unklar bleibt, inwieweit und in welchem Ausmaf3
die durch Impfung induzierte Immunitat durch die medikamentdse Immunsuppression

eingeschrankt ist.
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Eine héhere VZV-Reaktivierungsrate wird auch bei Patienten beobachtet, die Medikamente
gegen rheumatoide Erkrankungen einnehmen (MCDONALD et al., 2009; SMITTEN et al., 2007;
VEETIL et al, 2013). Im Vergleich zur Transplantation handelt es sich in der Regel um
Immunsuppressiva mit anderen Wirkprinzipien. Von unserer Arbeitsgruppe wurde bereits
gezeigt, dass Patienten, die aufgrund einer rheumatischen Erkrankung Medikamente
einnahmen, geringere VZV-spezifische T-Zell-Frequenzen aufwiesen. Interessanterweise
konnte jedoch in in vitro Versuchen mit Blut von gesunden Probanden nur eine geringe
Reduktion der reaktiven CD4 T-Zell-Frequenzen unter Einwirkung von TNFa-Blockern,
Kostimulations-Blocker, IL-6 Blocker oder JAK-Inhibitor beobachtet werden (SCHUB et al.,
2018a). Dies steht im Einklang zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, wo lediglich auf
individueller Ebene ein geringer Rickgang der reaktiven CD4 T-Zell-Frequenzen nach
Inkubation mit diesen Rheuma-Medikamenten beobachtet wurde. Gegenuber den
Medikamenten zur Verhinderung einer TransplantatabstoBung haben die meisten getesteten
Rheuma-Medikamente keine direkte Auswirkung auf die Zytokininduktion, was die
ausbleibende Reduktion der T-Zell-Frequenzen erkléren kénnte. Bisherige Studien sprechen
fur eine gute Vertraglichkeit und Wirksamkeit von HZ/su bei Rheuma-Patienten (DAGNEW et
al., 2020; LENFANT et al., 2021). Daten zur Immunogenitat von HZ/su bei Menschen mit
rheumatoiden Erkrankungen deuten zudem auf eine Induktion der VZV-spezifischen
Immunantwort hin, wobei keine signifikanten Unterschiede zu Kontrollprobanden beobachtet

wurden (KOJIMA et al,, 2024; VENERITO et al., 2023).

6.1.8 Immunogenitit von HZ/su bei MS-Patienten

Eine weitere Risikogruppe mit einer erhéhten Reaktivierungsrate stellen Patienten mit multipler
Sklerose (MS) dar. Auch bei diesem Patientenkollektiv gab es bisher wenig Daten zur
Immunogenitat von HZ/su. In der vorliegenden Arbeit lag der Schwerpunkt auf Therapien mit
anti-CD20 Antikorpern und S1P-Rezeptormodulatoren. Erste Ergebnisse dieses Projektes,
dessen finale Messungen Ende 2024 abgeschlossen wurden, zeigen, dass der HZ/su-Impfstoff
nach zwei Impfungen bei Patienten unter B-Zell-depletierender anti-CD20-Therapie VZV-
spezifische CD4 T-Zellen induziert. Die ahnlich hohen CD4-T-Zell-Frequenzen wie bei den
gesunden Kontrollen sind ein Indiz fir eine gute Induktion der zelluldaren Immunantwort.
Hingegen weist die schwache Induktion von VZV-spezifischen Antikorpern auf einen

erwartungsgemal unzureichenden Aufbau der humoralen Immunantwort hin, was auf die B-

133



Zell-depletierende Eigenschaft der anti-CD20-Medikamente zurlickzufiihren ist (SELLEBJERG et
al., 2020). Eine unzureichende Induktion der humoralen Immunantwort wurde schon nach
anderen Impfungen beobachtet (ALFONSO-DUNN et al,, 2022; VIJENTHIRA et al,, 2021). Da
eine VZV-Reaktivierung hauptsachlich auf eine schwache zelluldre Immunantwort
zurlickzufihren ist, ist zu vermuten, dass die Wirksamkeit der Impfung auch bei unzureichender

Induktion von Antikdrpern gegeben ist.

Bei Patienten, die eine Behandlung mit S1P-Rezeptormodulatoren erhalten haben, zeigte sich,
dass keine Aussage Uber eine Induktion einer zellularen Immunitat moglich war, da
erwartungsgemal insgesamt nur wenige T-Zellen in Zirkulation detektierbar waren. Dies
begriindet sich durch den Wirkmechanismus der S1P-Rezeptormodulatoren, Gber die eine T-
Zell-Migration aus den Lymphknoten unterbunden wird, wodurch T-Zellen nicht mehr im Blut
zirkulieren kdnnen (CHUN, HARTUNG, 2010). Die nur geringfligig hdheren VZV-spezifischen
Antikorper-Level als bei anti-CD20-Therapie verdeutlichen die unterstitzende Funktion von
CD4 T-Zellen bei der B-Zell-Aktivierung und Antikdrperproduktion. Inwieweit dennoch in den
drainierenden Lymphknoten T-Zellen induziert werden, lasst sich im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nicht klaren. Interessant wadre hier die Frage, ob ein Absetzen des S1P-
Rezeptormodulators zu einem Anstieg der VZV-spezifischen T-Zellen im Blut fihren wiirde.
Schlussfolgernd ist zu vermuten, dass die durch die Impfung erzielte Schutzwirkung bei
Patienten mit S1P-Rezeptormodulatoren geringer ausfallt, da dementsprechend VZV-
spezifische T-Zellen nicht in ausreichendem MaBe im K&rper zirkulieren, um eine Reaktivierung
zu verhindern. Dies wird durch den Aspekt unterstrichen, dass Patienten unter Fingolimod,
einem S1P-Rezeptormodulator, eine hohere Herpes Zoster Rate haben als unbehandelten
Personen (11 vs. 6 pro 1000 Patientenjahre) oder Patienten wunter anderen
krankheitsmodifizierenden Therapien (ARVIN et al., 2015). In Bezug auf die impfinduzierte
Immunantwort wurde bereits nach einer Influenza-Impfung eine verminderte humorale
Immunantwort mittels Hamagglutinationshemmungstest beobachtet (OLBERG et al., 2018).
Eine weitere Studie nach Influenza-Impfung, die sowohl humorale als auch zellulare Immunitat
untersuchte, konnte hingegen keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten unter
Fingolimod und gesunden Probanden feststellen (MEHLING et al., 2011). Dass Uberhaupt
spezifische T-Zellen in dhnlicher GroBenordnung wie bei Gesunden nachweisbar sind, ist vor

dem Hintergrund in der vorliegenden Arbeit beobachteten geringen T-Zell-Zahl in Zirkulation
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Uberraschend. Moglicherweise wurde die bei den Patienten ausgeprégte Lymphopenie im
experimentellen Ansatz durch eine normierte Zellzahl an PBMCs kompensiert, die flr den
ELISpot eingesetzt wurde, um IFNy sezernierende Zellen zu bestimmen. Zu beachten ist hier
auch die kleine Probandenanzahl und das fehlende Matching im Alter und Geschlecht. Im
Allgemeinen ist die Datenlage zur Immunogenitat von Impfungen bei Patienten unter S1P-
Therapie jedoch weiterhin sehr begrenzt und bietet das Potential fir zusatzliche

Untersuchungen.

6.1.9 Ausblick HZ/su-Impfung

Im Gegensatz zur SARS-CoV2-Impfung induziert HZ/su bei Dialysepatienten bereits nach einer
bzw. nach zwei Impfstoffdosen eine deutliche spezifische CD4 T-Zell-Antwort und IgG-
Antikorper (ESPI et al, 2021; SIMON et al, 2021). Es ist sehr wahrscheinlich, dass
Dialysepatienten dabei von dem friheren Kontakt mit VZV und damit von einer bereits
vorhandenen Immunantwort profitieren, die durch die beiden HZ/su-Impfstoffdosen verstarkt
wird. In einer Studie mit gesunden Personen wurde bereits eine robuste Immunantwort durch
HZ/su Uber einen Zeitraum von 10 Jahren beobachtet (STREZOVA et al, 2022). Fir
immungeschwachte Personen liegen jedoch noch keine Daten zur Langzeitstabilitat und der
durch Impfung vermittelten Dauer der Schutzwirkung vor. Die Notwendigkeit einer solchen
Analyse ergibt sich aus den Ergebnissen zu anderen Impfstoffen, z. B. gegen Influenza. So
konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die Immunreaktion bei Dialysepatienten nach nur
einem Jahr auf das Ausgangsniveau zurlickfiel, wahrend die Immunreaktion bei gesunden
Personen stabil blieb. Die Immunitat lieB sich jedoch im Folgejahr bei Dialysepatienten sehr gut
boostern, wahrend der Effekt der Folgeimpfung bei Kontrollpersonen mit besser erhaltener
Immunitat schwacher ausfiel (SESTER et al., 2013). In der vorliegenden Arbeit nahm die VZV-
spezifische Immunantwort im Vergleich zu den Kontrollen sowohl auf zelluldrer als auch auf
humoraler Ebene starker ab, blieb aber Gber den Ausgangswerten, was auf eine robuste
Induktion der Immunantwort hindeutet. Es bleibt jedoch unklar, wie lange die Immunitat und
die Schutzwirkung erhalten bleibt. Zukinftige Studien mussen daher zeigen, ob
Dialysepatienten und andere Risikogruppen im Vergleich zu Immungesunden moglicherweise
von einer weiteren Impfung zur Auffrischung profitieren kdnnten. Neben der zunehmend alter

werdenden Bevélkerung steigt auch die Zahl an Dialysepatienten weiter an (HACKL et al., 2021;
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LIYANAGE et al, 2015). Dies birgt die Gefahr einer weiteren Zunahme von VZV-

Reaktivierungen.

Diese Aspekte unterstreichen die klinische Relevanz fir die Untersuchung der Immunogenitat
von Impfstoffen bei vulnerablen Personen. Zukiinftig kdnnten aus den Erkenntnissen dieser
Arbeit Strategien zum Monitoring des Impferfolges sowie zur Erfassung der Notwendigkeit

einer Auffrischimpfung bei Risikopatienten entwickelt werden.

Zur Verhinderung von Herpes Zoster steht zum jetzigen Zeitpunkt nur der proteinbasierte
Impfstoff HZ/Su als Totimpfstoff zu Verfligung. Jedoch forschen BioNTech und Pfizer an einem
mRNA-Impfstoff gegen Herpes Zoster (BNT167), welcher sich aktuell in Phase 2 befindet
(BIONTECH, 2023). In Bezug auf die impfinduzierte Immunantwort ware ahnlich wie bei den
COVID-19 mRNA-Impfstoffen eine im Vergleich zum proteinbasierten HZ/su-Impfstoff
ausgepragtere CD8 T-Zell-Antwort zu erwarten. Ob dies auch mit einer verbesserten
Schutzwirkung vor Herpes Zoster einhergeht, sollten die zugehorigen Zulassungsstudien und

vergleichende Beobachtungsstudien mit dem proteinbasierten Impfstoff zeigen.

6.2 SARS-CoV-2-spezifischen Immunantwort bei immungesunden Personen nach

Impfung mit dem proteinbasierten Impfstoff NVX-CoV2373

Die Zulassung des Impfstoffs NVX-CoV2373 in Europa und den Vereinigten Staaten als
Zweifachdosis-Impfung erfolgte Ende 2021 (EUROPEAN MEDICINE AGENCY (EMA), 2021; U.S.
FOOD & DRUG ADMINISTRATION (FDA), 2022). Da zu diesem Zeitpunkt erst wenige
Immunogenitatsdaten zur zelluldaren Immunitat und zur Reaktivitat insbesondere gegentiber
vorherrschenden bedenklichen Varianten (VOC) vorlagen, wurde eine detaillierte Analyse der
Immunogenitat des NVX-CoV2373 Impfstoffs durchgefiihrt. Ein besonderes Augenmerk lag auf
dem Vergleich der Immunogenitat mit den mRNA-Impfstoffen BNT152b2 und mRNA-1273. In
der longitudinalen Analyse wurde die quantitative zellulare und humorale Immunantwort auch

im Hinblick auf Durchbruchsinfektionen untersucht.

6.2.1 NVX-induzierte Inmunantwort und der Vergleich mit mRNA-Impfstoffen

Der Impfstoff NVX-CoV2373 induzierte in den meisten Personen Spike-spezifische CD4 T-
Zellen, wie es auch in einer Phase-Il/lI-Substudie beschrieben wurde (RYDYZNSKI
MODERBACHER et al., 2022). Die Spike-spezifische CD4 T-Zellen wiesen einen Th1-Phdnotyp

auf, der durch die Expression der Zytokine IFNy, IL-2 und TNFa charakterisiert ist. Diese
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Beobachtung steht im Einklang mit anderen Studien zur Untersuchung der NVX-CoV2373-
induzierten zellularen Immunitat (KEECH et al., 2020; RYDYZNSKI MODERBACHER et al., 2022).
In einer weiteren Studie wurde ebenfalls eine Induktion von Spike-spezifischen CD4 T-Zellen
bei 12 Personen beschrieben; die Analyse erfolgte hier jedoch erst 3 bis 4 Monate nach der
zweiten Impfung (ZHANG et al., 2022), wodurch nach aktuellem Kenntnisstand der Zeitpunkt
der maximalen T-Zell-Aktivitat bereits Uberschritten war. Interessanterweise konnte bei
Personen mit vorheriger Infektion bereits nach einer Impfung mit NVX-CoV2373 eine
gleichwertige CD4 T-Zell-Antwort induziert werden, was darauf schlieBen lasst, dass eine
naturliche Infektion bereits eine gute Immunantwort induzierte. Der zusatzliche Boost der
Spike-spezifischen Immunantwort durch eine Dosis NVX-CoV2373 unterstrich zu diesem
Zeitpunkt die Bedeutung der Impfempfehlung fiir eine weitere Immunisierung (SCHLABERG et
al, 2022).

Im Vergleich mit den mRNA-Impfstoffregimen war die durch NVX-CoV2373-induzierte CD4 T-
Zell-Antwort schwacher ausgepragt als nach der mRNA-1273- und BNT162b2-Impfung.
Zudem waren die geringeren CD4 T-Zell-Frequenzen mit einer deutlich schwacheren
Expression von CTLA-4 und einem geringeren Anteil an multifunktionalen Zellen verbunden.
Sowohl die VZV-Impfstudie dieser Arbeit als auch vorherige Arbeiten unserer Arbeitsgruppe
haben gezeigt, dass ein Anstieg der CTLA-4 Expression und die Multifunktionalitat
antigenspezifischer T-Zellen mit der Antigenbelastung wahrend einer aktiven Infektion (SCHUB
et al., 2018b; SCHUB et al.,, 2020) oder Impfung (KLEMIS et al., 2022; LEDO et al., 2020; SCHMIDT
et al, 2021a) korreliert, um eine UbermaBigen T-Zell-Proliferation oder autoimmune
Reaktionen zu verhindern. Daher kdnnen die phanotypischen und funktionellen Unterschiede
auf eine geringere Auseinandersetzung mit dem Antigen wahrend der Induktionsphase bei mit
NVX-CoV2373 geimpften Personen hinweisen. Mdglicherweise steht bei der NVX-CoV2373-
Impfung im Vergleich zur mRNA-Impfung weniger Antigen zur Verfligung, um eine Aktivierung

der T-Zellen hervorzurufen.

Der auffalligste Unterschied zwischen NVX-CoV2373- und mRNA-geimpften Personen war
jedoch die schwache Induktion Spike-spezifischer CD8 T-Zellen. Insgesamt konnten nur bei 3
von 22 Probanden spezifische CD8 T-Zellen nachgewiesen werden, was mit einer anderen
Studie im Einklang steht, bei der ebenfalls nur bei 5 von 27 Personen eine CD8 T-Zell-Antwort

nach einer NVX-CoV2373-Impfung detektiert wurden (RYDYZNSKI MODERBACHER et al.,
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2022). Eine dhnlich schwache Induktion Spike-spezifischer CD8 T-Zellen beobachteten auch
Zhang und Kollegen (ZHANG et al., 2022). Es ist anzunehmen, dass die moderate Reaktion
darauf zurlickzufiihren ist, dass NVX-CoV2373 zu den proteinbasierten Impfstoffen zahlt und
das Spike-Protein als Antigen enthalt. Wie beim HZ/su-Impfstoff bereits beschrieben wird das
im Impfstoff enthaltene Protein wahrend der Induktionsphase weniger effizient iber den MHC-
I-Komplex den CD8 T-Zellen prasentiert. Dies steht im Gegensatz zu mRNA-Impfstoffen, die
auf der Translation des Spike-Proteins in den Wirtszellen beruhen (CHAUDHARY et al., 2021)
und somit die Prasentation von Spike-spezifischen Peptiden sowohl Gber MHC-I- als auch
MHC-II-Komplexe ermdglicht CD4 und CD8 T-Zellen zu induzieren. Die Unterschiede in der
Fahigkeit der verschiedenen Impfstoffplattformen konnten somit eine Erkldrung fir die
schwache Induktion von Spike-spezifischen CD8 T-Zellen nach Impfung mit NVX-CoV2373

sein.

Auf humoraler Ebene wurden nach zweimaliger NVX-CoV2373-Impfung ebenfalls geringere
Anti-Spike IgGs detektiert als nach zwei Impfungen mit einem mRNA-Impfstoff, wahrend die
neutralisierende Aktivitat in allen drei Impfregimen durchweg hoch war. Durch die geringeren
Spike-spezifischen IgG-Level bei den mit NVX-CoV2373 geimpften Personen besteht die
Maoglichkeit, dass sich diese zu einem friiheren Zeitpunkt mit SARS-CoV-2 infizieren kdnnten
(ABEBE, DEJENIE, 2023; MARTIN PEREZ et al., 2024). Im direkten Vergleich zu Personen nach
Impfung mit Vektor-Impfstoffen wurden jedoch weitaus hohere IgG-Level erreicht als mit einer
Einzel- oder Doppeldosis Vektorimpfstoff (KLEMIS et al., 2022), was wiederum ein geringeres

Infektionsrisiko im Vergleich zu Vektor-geimpften Personen zur Folge haben kdnnte.

Das Auftreten schwerer Nebenwirkungen wie Thrombose (GREINACHER et al., 2021; SCHULTZ
et al, 2021) oder Myokarditis (BOZKURT et al., 2021) nach vektor- oder mRNA-basierter
Impfung hat zur Impfskepsis beigetragen, die durch die Verfligbarkeit traditioneller
Impfstoffformulierungen auf Basis rekombinanter Proteine Uberwunden werden kdnnte. Auch
wenn in selten Fallen von Myokarditis oder Perikarditis nach Impfung mit NVX-CoV2373
berichtet wurde, ergab sich unter Einbeziehung der Daten verschiedener Studien ein positives
Nutzen-Risiko-Verhaltnis des Impfstoffs im Vergleich ohne Impfung (FIX et al., 2024). Die gute
Vertraglichkeit des Impfstoffs, die in der vorliegenden Arbeit beobachtet wurde, kdnnte die
Impfbereitschaft starken, was sich auch im anfanglichen Interesse der Teilnehmer fiir eine

Auffrischimpfung widerspiegelte. Zusatzlich konnte bereits gezeigt werden, dass eine
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heterologe Auffrischimpfung mit NVX-CoV2373 nach Immunisierung mit mRNA-Impfstoffen
ebenfalls eine geringere Reaktogenitdat verursacht, was sich ebenfalls positiv auf die

Impfakzeptanz auswirken kdnnte (MARCHESE et al., 2024).

6.2.2 Teilweise Immunogenitidt von NVX gegen VOCs

Da der auf dem Wildtyp-Spike basierte NVX-CoV2373 Impfstoff erst im Frihjahr 2022 in
Deutschland empfohlen wurde (IMPFKOMMISSION, 2022) und dessen Anwendung dadurch
mit der Verbreitung von VOCs, einschlieBlich Delta und Omikron, zusammenfiel (CARABELLI et
al., 2023), waren die Ergebnisse zur neutralisierenden Aktivitat von Antikérpern und zur T-Zell-
Reaktivitat gegenliber VOCs von besonderem Interesse, um Informationen Uber die Fahigkeit

zum Schutz vor Infektionen und schweren Erkrankungen zu erhalten.

Wahrend die neutralisierende Aktivitat der Antikorper gegen den Wildtyp bei allen drei
untersuchten Impfstoffen sehr hoch war, wurde eine deutlich geringere neutralisierende
Aktivitat gegenliber den VOCs Delta, BA.1 und BA.2 beobachtet. Im zeitlichen Kontext mit
Ergebnissen dieser Arbeit wurden mehrere Studien publiziert, die sieben verschiedene
Impfschemata umfassten und ebenfalls eine starke Abschwachung der neutralisierenden
Antikorperaktivitat gegen VOCs im Vergleich zum parentalen Virus in allen getesteten
Impfstoffgruppen gezeigt haben (BOWEN et al.,, 2022; TARKE et al,, 2022; ZHANG et al., 2022).
Dabei wurden auch zehn Personen nach NVX-CoV2373-Impfung, die an der randomisierten
Zulassungsstudie teilnahmen, untersucht. Jedoch variieren die durchschnittlichen Zeitabstande
zwischen der letzten Impfung und der Analyse zwischen 13 Tagen in den beiden mRNA-
Impfstoffgruppen und bis zu 82 Tagen bei Personen nach NVX-CoV2373-Impfung (BOWEN et
al., 2022). Angesichts der bekannten Dynamik der Antikorpertiter Gber die Zeit wurden Proben
in einigen Gruppen, einschlieBlich NVX-CoV2373, demzufolge nicht zum Zeitpunkt des
Maximums erfasst. Auch wenn die neutralisierende Aktivitat gegentiber VOCs innerhalb einer
Impfstoffgruppe durchweg geringer war als gegeniiber dem Wildtyp, sind Vergleiche zwischen
den Impfstoffgruppen aufgrund dieser zeitlichen Diskrepanzen schwierig. Im Gegensatz dazu
war die StichprobengroBe in der vorliegenden Arbeit groBer und die Analysezeit in allen
getesteten Gruppen standardisiert, was einen besseren direkten Vergleich der Antikdrpertiter
und der neutralisierenden Funktion zwischen den Impfschemata ermdglicht. Erklaren lasst sich
die geringere neutralisierende Aktivitat gegentber den VOCs dadurch, dass alle drei

untersuchten Impfstoffe vor den auftretenden Varianten Delta, BA.1 und BA.2 entwickelt
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wurden und das Spike-Protein entsprechend nicht die in den Varianten vorkommenden
Mutationen enthielt. So weist zum Beispiel die Variante B.1.1.529 im Spike-Protein 39
Mutationen auf, wobei 15 innerhalb der RBD vorliegen (ALKHATIB et al., 2022). Neutralisierende
Antikorper sind in der Lage die dreidimensionale Proteinstruktur spezifisch zu erkennen.
Kommt es durch Mutationen zu Veranderungen der Proteinstruktur, insbesondere an der RBD
des Virus, welche haufig das Ziel von neutralisierenden Antikdrpern ist, kann die Bindung des
Antikorpers an das Antigen erschwert werden und so die neutralisierende Aktivitat
beeintrachtigt sein (ABEBE, DEJENIE, 2023; LIU et al., 2021a). Die reduzierte neutralisierende
Aktivitat gegenliber den VOCs kann folglich mit einem erhdhten Infektionsrisiko gegen diese

einhergehen (CELE et al., 2022).

Wahrend neutralisierende Antikdrper mit einem Schutz vor Infektionen in Verbindung
gebracht werden (KHOURY et al., 2021), scheinen impfstoffinduzierte T-Zellen eine wichtige
Rolle beim Schutz vor schweren Erkrankungen zu spielen (GEURTSVANKESSEL et al., 2022;
TARKE et al, 2022). Im Gegensatz zur neutralisierenden AntikOrperaktivitat zeigen NVX-
CoV2373-induzierte CD4 T-Zellen zwei Wochen nach der zweiten Impfung eine deutliche
Kreuzreaktivitat gegeniiber allen getesteten VOCs. Dies steht im Einklang mit Befunden von
Personen nach BNT162b2- oder Ad26.CoV2.S-Impfung wahrend der Induktionsphase (LIU et
al., 2022) oder mit Gedachtnis-T-Zellen von acht mit NVX-CoV2373 geimpften Personen, die 3
bis 4 Monate nach der Impfung getestet wurden (TARKE et al., 2022). Insgesamt deutet dies
darauf hin, dass von T-Zellen erkannte, aus Spikes stammende, MHC-gebundene Peptide
weniger anfallig fur Mutationen und Immunevasion sind als Antikérper gegen Spike-Protein-
Epitope. Trotz des Anstiegs der Omikron-Infektionen aufgrund der beeintrachtigten
neutralisierenden Aktivitat spielt die Induktion von T-Zellen mit robuster Kreuzreaktivitat
gegeniber VOCs Uber mehrere Impfschemata hinweg eine wichtige Rolle fir die
Aufrechterhaltung des Schutzes vor schweren Erkrankungen. In dieser Hinsicht kénnte der Th1-
Phanotyp der durch NVX-CoV2373 induzierten CD4-T-Zellen mit der Fahigkeit zur Produktion
von IFNy, TNFa und IL-2, der bekanntermaBen antiviral wirkt (GRAHAM et al., 1994), bei der
zellvermittelten Eliminierung infizierter Zellen von entscheidender Bedeutung sein (SHAW et

al., 2022; VABRET et al., 2020).

Bemerkenswert ist, dass bei Personen mit einer friheren Infektion eine Dosis von NVX-

CoV2373 ausreichte, um dhnliche Anti-Spike-lgG-Level mit hoher neutralisierender Aktivitat

140



gegenuber allen VOCs zu induzieren wie zwei Dosen bei infektionsnaiven Personen. Dies ist
mutmaBlich auf die Begegnung des Immunsystems mit dem natirlichen Vollvirus
zurlckzufihren. Zudem ist es nicht unwahrscheinlich, dass die infizierten Personen bereits mit
VOCs in Kontakt gekommen waren. Der Riickgang der Spike-spezifischen IgGs und der CD4 T-
Zell-Aktivitat im zeitlichen Verlauf 3 bzw. 6 Monate nach der 2. NVX-CoV2373-Impfung sowie
die gleichzeitige Zunahme an Infektionen in der Studienkohorte sprechen fiir eine weniger
stabile Immunantwort und einen geringeren Schutz vor Infektionen. Jedoch berichteten alle
infizierten Probanden iber einen milden Verlauf (Daten nicht gezeigt), was wiederum
dafirspricht, dass die induzierte CD4 T-Zell-Antwort in der Lage ist schwere Verlaufe zu

minimieren.

6.2.3 Ausblick NVX-2373 Impfung

Zukunftige Wirksamkeitsstudien sollten zeigen, ob die unterschiedliche Quantitat und Qualitat
der CD4 T-Zell-Antwort sowie das relative Fehlen von impfstoffinduzierten CD8 T-Zellen nach
NVX-CoV2373-Impfung im Vergleich zu anderen Impfschemata auch mit einer erhéhten

Schwere der Erkrankung bei einer Durchbruchinfektion assoziiert sind.

Moglicherweise kdnnten NVX-CoV2373 Geimpfte auch von Auffrischimpfungen mit mRNA-
Impfstoffen profitieren. Das ein solch heterologes Impfregime die Induktion der Immunantwort
verstarken kann, wurde bereits bei vektorbasierten Impfungen mit ChAdOx1 nCoV-19
(AstraZeneca) gefolgt von einer mRNA-Impfung gezeigt (BARROS-MARTINS et al, 2021;
HILLUS et al., 2021; KLEMIS et al., 2022; LIU et al., 2021b; SCHMIDT et al., 2021a). Die niedrigen
Anti-Spike 1gG-Level sowie die mangelhafte Induktion von CD8 T-Zellen konnten durch die
mRNA-Impfungen geboostert werden. Interessanterweise Uberstiegen die Level sogar
homologe Impfregime (SCHMIDT et al.,, 2021a). Hinsichtlich der neutralisierenden Aktivitat
wurde postuliert, dass eine dritte Auffrischungsdosis nach NVX-CoV2373 ebenso wertvoll fir
die Verbesserung des Schutzes sein kdnnte, wie dies flr andere Impfschemata gezeigt wurde
(GRUELL et al., 2022; MUNRO et al., 2021; VANSHYLLA et al., 2022). Diese Annahme wurde
zunachst durch Daten aus einer kleinen Studie gestutzt, die zeigte, dass die neutralisierenden
Antikorpertiter gegen VOCs bei allen sieben mit NVX-CoV2373 geimpften Personen anstiegen,
die entweder mRNA-1273, BNT162b2 oder Ad26.COV.2 als Auffrischungsdosis erhalten hatten

(BOWEN et al.,, 2022). In der vorliegenden Arbeit war diese Analyse jedoch schwer umsetzbar,
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da die Personen, die fiir die NVX-2373-Impfung rekrutiert werden konnten, eine deutliche

Skepsis gegenliiber mRNA-Impfstoffen gezeigt hatten.

Zum Zeitpunkt der Studie gab es noch keine Zulassung fir eine dritte Dosis mit NVX-CoV2373.
Dies hat sich zwischenzeitlich gedndert, da im September 2022 NVX-CoV2373 als Booster-
Impfung zugelassen wurde und Ende 2022 von der STIKO als Auffrischimpfung empfohlen
wurde (SCHLABERG et al, 2022). Leider war eine Ausweitung der Studie zur Analyse der
Immunantwort nach 3. und 4. Impfung im hier untersuchten Kollektiv nicht mehr maoglich.
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass eine 3. und 4. Dosis mit NVX-CoV2373 vertraglich
ist und zu einem Anstieg der humoralen Immunantwort gegen SARS-CoV-2 fihrt (ALVES et al,,
2023; MALLORY et al.,, 2022; RAISER et al., 2023). Bisher liegen keine Studienergebnisse vor,
welche eine vergleichende Analyse von Auffrischimpfungen mit den verschiedenen
Impfstoffplattformen untersucht hat. Zudem ist die Datenlage zur zelluldaren Immunitat nach

Auffrischimpfungen mit NVX-CoV2373 insgesamt nach wie vor sehr begrenzt.

6.3 Limitierungen

Sowohl bei der Untersuchung der VZV-spezifischen als auch bei der SARS-CoV-2 Spike-
spezifischen Immunantwort nach Impfung handelt es sich um ein nicht-randomisiertes
Studiendesign mit Zufallsstichproben, wobei die Gesamtzahl der Versuchsteilnehmer relativ
klein ausfiel. Dies ist bei der Untersuchung der VZV-spezifischen Immunantwort zum Teil der
Corona-Pandemie geschuldet. Zudem wurde insbesondere bei der phanotypischen und
funktionellen Untersuchung spezifischer T-Zellen nicht bei allen Probanden eine ausreichende
Anzahl an Zellen zu den verschiedenen Zeitpunkten erreicht, um eine robuste statistische
Auswertung durchfiihren zu kénnen. Die erhohte Mortalitdat der Dialysepatienten fihrte
zusatzlich dazu, dass nicht alle Folgewerte von Patienten ermittelt werden konnten. Auch ein
Einschluss weiterer Probanden erwies sich als schwierig, da wahrend der Pandemie erhebliche
Kontakteinschrankungen vorlagen, um vor allem auch die vulnerablen Patienten zu schitzen.
In der Pandemie wurden zudem COVID-19-Impfungen priorisiert und andere Impfungen auf
einen spateren Zeitpunkt verschoben. Aus ethischen und logistischen Griinden wurde sich auf
ein Minimum von Blutentnahmen beschrankt, wobei die Zeitpunkte der Blutentnahmen flr den
Nachweis von antigenspezifischen Antikdrpern und T-Zellen optimiert wurden. Daraus ergab

sich jedoch, dass die Analyse der Plasmablasten, welche eine friihere Analyse erfordert hatte
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hatten, nicht zum optimalen Zeitpunkt durchgefiihrt werden konnte. Auch eine
Phanotypisierung mit weiteren Markern wie CD62L oder CCR7, welche haufig fir die Analyse
des Differenzierungsstatus verwendet werden, konnte nicht durchgefiihrt werden. Dies
begriindet sich durch die limitierte Blutmenge und mit dem zur Verfligungen stehenden
Durchflusszytometer, welches nur eine gleichzeitige Analyse von maximal 8 Parametern
erlaubte. Zur Untersuchung der Spike-spezifischen Immunantwort im Rahmen der Impfung mit
dem NVX-CoV2373-Impfstoff konnten nicht so viele Probanden rekrutiert werden, da viele
Personen zuvor bereits mit anderen COVID-19-Impfstoffen geimpft worden waren. Zu den
Einschrankungen gehdren auch das Fehlen einer klinischen Nachbeobachtung tber ein Jahr
hinaus, um die Robustheit der impfinduzierten Immunantwort und die Wirksamkeit zu erfassen,
was in weiteren Studien erfolgen sollte. Dennoch konnten einige Personen eingeschlossen
werden, von denen zum Teil auch Verlaufsmessungen bis 6 Monate nach zweiter Impfung

durchgefiihrt wurden.

Trotz geringer Probandenzahl war die StichprobengréBe ausreichend, um Immunogenitat und
Reaktogenitat zu charakterisieren und Unterschiede in der VZV-spezifischen Immunantwort
zwischen Kontrollen und Patienten aufzuzeigen, sowie Unterschiede in der Spike-spezifischen
Immunantwort nach Impfung mit verschiedenen Impfstoffen zu detektieren. Beim Vergleich
der Impfstoffregime zur COVID-19 Impfung wurden die Studienteilnehmer nicht im gleichen
Zeitrahmen rekrutiert. Durch den Ausschluss von Personen mit vorheriger Infektion bei diesem
Vergleich, hatte die Zirkulation verschiedener Virusstamme in dieser Zeitspanne jedoch keinen
Einfluss auf die Ergebnisse. Die Teilnehmer wurden gemaB den STIKO-Empfehlungen geimpft,
wodurch sich bei der Rekrutierung der Probanden einige impfstoffspezifische Unterschiede in
den Zeitabstanden zwischen der ersten und zweiten Impfung einen Einfluss auf das Ausmal
der spezifischen Immunitat haben konnten. Jedoch deuten Erkenntnisse darauf hin, dass ein
relativ kurzes Intervall im Bereich von 3-6 Wochen wie in dieser Arbeit keinen nachteiligen
Einfluss auf die Immunogenitat zu haben scheint (HALL et al., 2022). Informationen Uber die
neutralisierende Aktivitat oder die T-Zell-Reaktivitat gegenuber neueren Varianten wie BA/4,
BA.5, XBB.1.5 oder JN.1 liegen nicht vor. Allerdings wurde gezeigt, dass die neutralisierende
Aktivitat gegentber BA.4 und BA.5 bei Personen 3 bis 4 Monate nach der NVX-CoV2373-
Impfung deutlich geringer ist als fir BA.1 oder BA.2, was auch bei anderen Impfstoffregimen

beobachtet wurde (BOWEN et al., 2022).
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6.4 Fazit

Im Allgemeinen bieten proteinbasierte Impfstoffe den Vorteil, dass diese gegeniber
Lebendimpfstoffen auch bei Menschen mit eingeschrénkter Immunfunktion die Impfung
angewandt werden koénnen. Dadurch kénnen diese Menschen von der Prophylaxe gegeniber
genau den Krankheiten profitieren, fiir die sie aufgrund der Immundefizienz ein erhéhtes Risiko
haben. So konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der proteinbasierte Herpes Zoster
Totimpfstoff HZ/su bei Dialysepatienten VZV-spezifische CD4 T-Zellen und Antikodrper
induzierte. Neben der induzierten Immunogenitat von HZ/su kénnte die geringe Reaktogenitat
des Impfstoffes die Bereitschaft zur Impfung bei Dialysepatienten zudem steigern und damit
Herpes Zoster Falle reduzieren. Dennoch wiesen quantitative und qualitative Unterschiede auf
eine etwas schwachere Immunogenitat bei Dialysepatienten hin, was zu gegebener Zeit eine
Auffrischimpfung erforderlich machen kdnnte, um einen ausreichenden Schutz vor Herpes

Zoster aufrechtzuerhalten.

Ein weiterer Vorteil von proteinbasierten Impfstoffen zeigte sich wahrend der SARS-CoV-2
Pandemie. Einige Menschen hatten Bedenken gegeniiber neuen Impfstoff-Plattenformen wie
mRNA-basierten Impfstoffen. Der proteinbasierte Impfstoff NVX-CoV2373 bot diesen
Menschen die Mdglichkeit einer Immunisierung gegen COVID-19 und sorgte somit fiir eine
Steigerung der Impfbereitschaft, was im Hinblick auf die Verhinderung von schweren
Krankheitsverlaufen von groBer Relevanz ist. Aufgrund der in dieser Arbeit beobachteten
geringen Reaktogenitat und der Fahigkeit, eine starke Antikdrper- und CD4 T-Zell-Reaktion zu
induzieren bietet sich NVX-CoV2373 als gute Alternative zu mRNA- und Vektor-Impfstoffen

fur Personen an, die sich impfen lassen mdchten, aber neue Impfstoff-Plattformen ablehnen.

Die auffallig schwache Induktion der spezifischen CD8 T-Zell-Antwort durch die beiden
Impfstoffe ist auf deren Zusammensetzung zuriickzuflihren. Beide Impfstoffe zahlen zu den
proteinbasierten Impfstoffen, bei denen haufig vorkommende Erregerproteine wie
Oberflachenprotein gE bei HZ/su und Spike bei NVX-CoV2373 zur Anwendung kommen.
Aufgrund des damit verbundenen exogenen Prozessierungsweges féllt eine Aktivierung
spezifischer CD8 T-Zellen deutlich geringer aus. Diesen Aspekt gilt es bei der zukinftigen

Impfstoffentwicklung zu berticksichtigen.
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In dieser Arbeit wurden generelle Mechanismen der beiden Impfstoffe charakterisiert, wodurch
wichtige Grundlagen fir die Optimierung von Impfschemata insbesondere fir
immunbeeintrachtigte Personen gelegt wurden, bei denen eine solche Optimierung von

besonderer Bedeutung ist, um sie vor schwerwiegenden Infektionen zu schiitzen.
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