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1 Zusammenfassung

Die chronische Nierenkrankheit (chronic kidney disease, CKD) und ihre Progression zur
Dialysepflichtigkeit stellen ein global zunehmendes Gesundheitsproblem dar. Insbesondere
das als Folge eines dysregulierten Immunsystems entstehende erhdhte Infektionsrisiko geht
mit einer hohen Letalitat einher. Impfungen gegen bakterielle und virale Erreger stehen als
effektive PraventionsmaBnahme einer Infektion oder eines schweren klinischen Verlaufs zur
Verfiigung, so auch die kirzlich zugelassene proteinbasierte Totimpfung gegen das
respiratorische Synzytial-Virus (RSV). Bislang gab es kaum Daten zur Immunogenitat der RSV-
Impfung bei Patientinnen mit CKD. Die vorliegende Arbeit untersuchte die Immunogenitat der
RSV-Impfung auf zelluldrer und humoraler Ebene sowie deren Reaktogenitdt bei Patientinnen
in verschiedenen Stadien und Entitdten der CKD. Hierflir wurden virusspezifische Antikorper
mittels  ELISA  sowie virusspezifische T-Lymphozyten nach  Kurzzeitstimulation
durchflusszytometrisch charakterisiert und anhand der Expression von Aktivierungsmarkern
und intrazelluldren Zytokinen eingeteilt. Die Erhebung von unerwiinschten Wirkungen der

Impfung wurde mittels eines standardisierten Selbstfragebogens erfasst.

Zunachst wurde eine Charakterisierung der Basisimmunitat gegen RSV bei Patientinnen (n =
75) mit einer CKD im Stadium G3a (A1-A3) bis G5d (A1-A3) nach Kidney Disease: Improving
Global Outcomes (KDIGO) durchgefihrt. Danach erfolgte die Impfung mittels dem
proteinbasierten Impfstoff Arexvy mit einer longitudinalen Betrachtung der zellularen und
humoralen Immunogenitat nach 2 Wochen. Es fand sich ein signifikanter Anstieg der RSV-
spezifischen CD4-positiven T-Zellen nach der Impfung bei allen Patientinnen, wobei
Patientinnen unter medikamentdser Immunsuppression (n = 11 vs 44, p<0,05) oder
dialysepflichtige Patientlnnen (n = 15 vs 54, p<0,05) eine weniger ausgepragte Reaktion
zeigten als deren jeweilige Kontrollen. GleichermaBen fand sich ein quantitativer Anstieg der
RSV-spezifischen Immunglobuline IgG (p<0,0001) und IgA (p<0,05) sowie der impfspezifischen
Immunglobuline gegen das F-Prafusions-Protein F-IgG (p<0,0001). Ferner fand sich eine
signifikante inverse Korrelation zwischen dem zelluldren Impfansprechen auf die RSV-Impfung
und dem AusmaB der Proteinurie bei CKD-Patientlnnen (p<0,05). Es fand sich kein Anstieg der
RSV-spezifischen CD8-positiven T-Zellen nach der Impfung. Die Impfung wurde tberwiegend
ohne relevante Nebenwirkungen vertragen, die haufigsten Ereignisse waren temporare lokale

Hautreaktionen.




Zusammenfassend konnte die impfspezifische Immunogenitat der RSV-Impfung mit Arexvy bei
guter Vertraglichkeit bei Patientinnen mit CKD gezeigt werden. Das AusmaB der Impfreaktion
innerhalb des CKD-Kollektivs war allerdings vom CKD-Stadium und Komorbiditaten abhangig.
Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen dazu bei, Empfehlungen fir CKD-Patientinnen zu

formulieren fiir den bestmoglichen saisonalen Impfschutz vor schweren Verlaufen einer RSV-

Infektion.
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2 Summary

Chronic kidney disease (CKD) and its progression to dialysis dependence represent an
increasingly prevalent global health problem, particularly due to the elevated infection risk with
high lethality resulting from dysregulation of the immune system. Vaccinations against
bacterial and viral pathogens are available as effective preventive measures against infection
or severe clinical courses, including the recently approved protein-based inactivated vaccine
against respiratory syncytial virus (RSV). The present study investigates the immunogenicity of
RSV vaccination at both the cellular and humoral level, as well as its reactogenicity in patients
with various stages and entities of CKD. To this end, virus-specific antibodies were measured
by ELISA, and virus-specific T lymphocytes were characterized by flow cytometry following
short-term stimulation, classified according to activation marker expression and intracellular
cytokines. Adverse events following vaccination were recorded using a standardized self-report

questionnaire.

First, baseline immunity against RSV was characterized in patients (n = 75) with CKD stages
G3a (A1-A3) to G5d (A1-A3), according to Kidney Disease: Improving Global Outcomes
(KDIGO). Vaccination was then performed with the protein-based vaccine Arexvy, with
longitudinal assessment of cellular and humoral immunogenicity after two weeks. To date,
there have been very limited data on RSV vaccine immunogenicity in CKD patients. A significant
increase in RSV-specific CD4-positive T cells was observed in all patients after vaccination,
although patients receiving pharmacological immunosuppression (n = 11 vs 44, p<0,05) or
undergoing intermittent hemodialysis (n = 15 vs 54, p<0,05) exhibited less pronounced
responses compared to their respective. Similarly, a quantitative increase was detected in RSV-
specific immunoglobulins IgG (p < 0,0001) and IgA (p < 0,05), as well as in vaccine-specific
immunoglobulins against the F prefusion protein (F-IgG, p < 0,0001). Furthermore, a significant
inverse correlation was found between the cellular vaccine response to RSV vaccination and
proteinuria in CKD patients (p < 0,05). No increase in RSV-specific CD8-positive T cells was
observed after vaccination. Reactogenicity data indicated that the vaccine was generally well
tolerated without clinically relevant adverse events, with the most frequent events being local

and transient in nature.
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In summary, vaccine-specific immunogenicity of the RSV vaccine Arexvy could be
demonstrated in CKD patients with good tolerability, although the extent of vaccine responses
varied substantially within the CKD cohort depending on clinical stage and comorbidities. The
findings of this study contribute to a systematic characterization of vaccine responses in CKD

patients and may help inform future strategies for seasonal protection against severe RSV

infections.
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3 Einleitung

3.1 Chronische Nierenkrankheit

Die chronische Nierenkrankheit (chronic kidney disease, CKD) stellt eine erhebliche und
zunehmende Ursache der globalen Mortalitat und Morbiditat dar [39]. Definiert wird die CKD
als gesundheitsbeeintrachtigende Veranderungen der renalen Funktion oder Struktur, welche
fir mehr als 3 Monate nachweisbar sind. Funktionelle Veranderungen umfassen hierbei unter
anderem eine Reduktion der glomerularen Filtrationsrate und/oder das Auftreten einer
Proteinurie [131] und lassen sich anhand der von der Kidney Disease: Improving Global
Outcomes (KDIGO) formulierten Klassifikation entsprechend des Progressionsrisikos einordnen
(Tabelle 1).

Tabelle 1: Stadieneinteilung der CKD nach KDIGO anhand von GFR und Albuminurie. Farblich markierte

Heatmap des Progressionsrisikos. Griin: Niedriges Risiko, Gelb: Mittleres Risiko, Orange: Hohes Risiko, Rot:
Sehr hohes Risiko (nach [131])

Stadieneinteilung der CKD | Urin-Albumin-Kreatinin-Ratio (mg/g)

Al A2 A3
<30 30-300 >300
G1 >90
< | G2 60-90
5
~ | G3a | 45-60
T
= G3b | 30-45
~
E | G4 15-30
&
w65 | <15

Die weltweite Pravalenz der CKD wird auf 850 Millionen betroffene Menschen im Jahr 2022
geschatzt [71]. 4.6% aller Todesfdlle werden auf eine CKD oder deren unmittelbare
kardiovaskulare Folgen zurlckgefihrt, womit die CKD die zehnthdufigste Todesursache
weltweit darstellt [38]. Neben den Mortalitatsdaten tragt die CKD maBgeblich zu medizinischer
Behinderung und Einschrankung der Lebensqualitdt bei — so sind 2019 76,5 Millionen
behinderungsbereinigte Lebensjahre mit einer CKD assoziiert [114]. Pathophysiologisch
zusammenlaufende Grundlage aller Ursachen einer CKD ist ein Untergang der Nephrone und

damit einhergehend der glomerularen Filtrationskapazitat, woraufhin es zur Aufrechterhaltung
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der exkretorischen Balance zu einer hdamodynamischen und metabolischen Uberlastung der
Nierenkorperchen kommt mit konsekutiv glomerularer Hypertonie und Hyperfiltration, welche
wiederum zu einer Schadigung der verbliebenen Restnephrone fiihrt und einen progredienten
Verlust der Nierenfunktion zur Folge hat [124]. Folge der glomerularen Hyperfiltration ist eine
kompensatorische Hypertrophie der Nephrone zur filtrativen OberflaichenvergréBerung,
welche eine Scherbeanspruchung der Podozyten bewirkt, wodurch deren Barrierefunktion fir
Proteine sinkt, was sich klinisch im Auftreten einer Proteinurie, allen voran einer Albuminurie,
auBert [24,70]. Die Albuminurie — bezogen auf die tagliche Kreatininausscheidung als Urin-
Albumin-Kreatinin-Ratio (UACR) — ist auch ein Risikofaktor fur kardiovaskulare Mortalitat und
fur den Progress zu einer terminalen Niereninsuffizienz [21]. Als vorrangig ursachliche und
Risikofaktoren der Progression einer CKD sind das Vorliegen einer arteriellen Hypertonie oder
eines Diabetes mellitus zu nennen. Weitere Risiko- und Kofaktoren fiir die Entwicklung oder
den Progress einer CKD sind unter anderem das Alter, Ubergewicht, das Vorliegen von
Nierensteinen oder chronisch-infektiésen Erkrankungen (e.g. Hepatitis B/C, HIV), Exposition
gegenliber nephrotoxischen Substanzen sowie vorangegangene Episoden einer akuten

Nierenschadigung zu nennen [87].

Besonderen Stellenwert im Bereich der renalen Erkrankungen nehmen die
Glomerulonephritiden ein aufgrund der Tatsache, dass sie trotz ihrer relativ niedrig berichteten
globalen Pravalenz fiir einen groBen Anteil aller Patientinnen mit CKD oder terminaler
Niereninsuffizienz verantwortlich sind. Immunogene Toxine von pathogenen Erregern sowie
die Aktivierung des angeborenen oder adaptiven Immunsystems und/oder des
Komplementsystems als Folge einer Exposition mit infektiologischen, monoklonal-malignen
oder autoimmunen Stimuli flihren zur immunmediierten Schadigung glomerularer
Bestandteile [19]. Als solche kdnnen Glomerulonephritiden klinisch einerseits nach der Akuitat
in chronische, subakut oder rapid-progressive Verlaufe sowie andererseits nach dem priméaren
Muster der Schadigung anhand von Auffalligkeiten der Urindiagnostik (Proteinurie, Hamaturie)
und des klinischen Bildes (arterielle Hypertonie, Volumeniberladung, renal-exkretorischer
Funktionsverlust) klassifiziert werden. Ferner besteht zur diagnostischen Einordnung die
histologische Klassifikation und bietet hierbei vor allem eine Unterscheidbarkeit hinsichtlich
unter anderem der Verteilung, Reversibilitdt und Aktivitat von glomeruldren Lasionen (diffus

oder fokal, segmental oder global) sowie deren zellularem Befallsmuster (proliferativ,
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nekrotisierend, mesangial, kapillar, membranar) und immunologischer  Aktivitat
(immunkomplex-mediiert, Komplement-assoziiert, monoklonal oder pauci-immun) [127]. Die
Behandlung von Glomerulonephritiden umfasst je nach Ausléser Strategien wie einen
therapeutischen Plasmaaustausch oder medikamentdse Immunsuppression wie beispielsweise
Glukokortikoide, B-Zell- oder Plasmazellklon-depletierende Therapien sowie Aktivierungs-
oder Proliferationshemmer von lymphozytdaren Zellen und neuerdings auch
Komplementinhibitoren [4]. Trotz aller Therapiestrategien sind 10 bis 15% aller

Nierenersatzverfahren auf eine Glomerulonephritis zurlickzuftihren [150].

Als Folge des Progresses einer fortgeschrittenen CKD oder bei schweren Formen der akuten
oder akut-auf-chronischen Nierenschadigung kommt es zur Dysregulation der Volumen-,
Elektrolyt- und metabolischen Homdostase. Diese aufBern sich klinisch in zum Teil
lebensbedrohlichen Situationen und markieren bei Versagen der konservativen Therapien die
Notwendigkeit eines Nierenersatzverfahrens. Als haufigste Form des Nierenersatzverfahrens
besteht die extrakorporale Hamodialyse prinzipiell aus einem pumpenbetriebenen Kreislauf
durch eine semipermeable Kapillarmembran, entlang welcher im Gegenstromprinzip
Dialyseflissigkeit im Austausch Uber Filtration und Partikeldiffusion mit dem Patientenblut
einen Konzentrationsausgleich und damit eine Aufreinigung der die Membran passierenden
Molekule vornimmt. Die Hamofiltration hingegen nutzt das Konzept der Filtration mit
Partikelkonvektion entlang eines hydrostatischen Gradienten aus und bewirkt so Uber die
Zugabe eines mdglichst zum Blutplasma isoosmolaren Substituats eine Entfernung toxischer
Stoffe im Blut [67]. Eine Kombination dieser beiden Verfahren wird als Hamodiafiltration
bezeichnet. Eine Umsetzung aller Dialysemodalitaten lasst sich weiterhin in kontinuierliche und
intermittierende sowie in langsame Hybridverfahren unterteilen. Unter Verwendung eines
glucosehaltigen und damit hyperosmolaren Dialysats lasst sich auch durch Nutzung von
Osmose und Diffusion eine Dialyse Uber das Peritoneum als endogenem Filtersystem
realisieren [139]. Die meistgenutzte Form der Dialysebehandlung von Patienten mit terminaler
CKD besteht in der intermittierenden Hamodialyse mit durchschnittlich 3 Sitzungen pro Woche
zu je 4 Stunden Dauer. Neben den grundsatzlichen Faktoren einer funktionellen
Immunmodulation durch das uramische Patientenmilieu kommt es durch den Kontakt mit den
Materialien im extrakorporalen Kreislauf sowie durch die entsprechenden hamodynamischen

Veranderungen wahrend einer Dialysetherapie zu verschiedenen weiteren Veranderungen im
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angeborenen und adaptiven Immunsystem [18]. Ein bereits 1977 beschriebener und bekannter
Effekt der extrakorporalen Materialien ist eine Aktivierung des Komplementsystems mit
erhdohter Aktivitat des klassischen, Lektin- und alternativen Signalwegs und daraus
konvergierend hoheren  messbaren Plasmaspiegeln an C3 und sC5b9 bei
Hamodialysepatientinnen [20,25]. GleichermaBen konnte gezeigt werden, dass bei
Hamodialysepatientinnen niedrigere Spiegel an Mannose-bindendem Lektin (MBL)
nachgewiesen werden konnten und pradiktiv flir eine erhdhte kardiovaskuldre Mortalitat waren
[102,103]. Ebenso fand man in einer prospektiven Studie zur Testung biokompatibler
Membranen bei Hamodialysepatientinnen eine signifikante Korrelation zwischen
kardiovaskularen Ereignissen und den Serum-C3-Spiegeln sowie eine gesteigerte Mortalitat

bei hohen sC5b9-Plasmaspiegeln [82].

Neben den humoralen Bestandteilen findet sich wahrend der Hamodialysetherapie auch eine
Aktivierung der zelluldaren angeborenen Immunantwort durch eine vermehrte Rekrutierung
und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten. Selbst mit neueren, als
biokompatibel eingestuften Membranen konnte eine transiente Reduktion der CD16-positiven
Monozyten wahrend einer Hamodialysebehandlung und deren signifikante Korrelation mit
kardiovaskularen Ereignissen gezeigt werden [113]. GleichermaBBen konnte eine vermehrte
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und zugehdrigen Apoptosemarkern in
Hamodialysepatientinnen gezeigt werden [15]. Erhdhte Serumspiegel an Tumor-Nekrose-
Faktor Alpha (TNFa) und Interleukin 6 (IL 6) als klassische proinflammatorische Zytokine
konnten bei Hamodialysepatientinnen gemessen werden [59,61]. Ebenso konnte gezeigt
werden, dass das vasokonstriktorische Peptid Endothelin-1 als Marker der endothelialen
Inflammation bei Hamodialysepatientinnen hochreguliert ist und signifikant mit
Hospitalisationen und der Mortalitdt assoziiert ist [79]. Die vermehrte Aktivierung und
gleichzeitig funktionelle Beeintrachtigung durch vermehrten Verbrauch an angeborenen
Immunzellen spiegeln den Zustand chronischer Inflammation durch gesteigerte
Zytokinsekretion einerseits und eingeschrankter Immunantwort mit Infektsuszeptibilitat

andererseits bei Patientinnen unter Himodialysetherapie wider [18].

Im Bereich der adaptiven zellularen Immunreaktion finden sich wenig gut charakterisierte, aber
trotzdem beobachtete Veranderungen bei Hamodialysepatientinnen. So konnte bei

Patientinnen mit chronisch intermittierender Hamodialyse eine Reduktion der
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antiinflammatorischen Th2- und regulatorischen T-Zellen (Treg) beobachtet werden
zusammen mit einer Reduktion von Interleukin 4 (IL-4) und einer vermehrten Sekretion von
Interferon-Gamma  (IFNg) [89]. Gleichzeitig konnte unmittelbar nach einer
Hamodialysebehandlung ein gesteigertes apoptotisches Signal an CD4-positiven T-Zellen
gefunden werden sowie eine verringerte Proliferation von CD4-positiven T-Zellen und eine
vermehrte CD4/CD8-Ratio [16,83,84]. Mit Progress der CKD kommt es zur zunehmenden
Retention harnpflichtiger Substanzen, was man als Urdamie bezeichnet. Als solche mediieren
Uramietoxine inflammatorische Prozesse, welche zum Progress der endothelialen Dysfunktion
bei CKD und zur funktionellen Immunsuppression beitragen. So konnte gezeigt werden, dass
durch Uramietoxine eine Reduktion der kostimulatorischen Signale CD80 und CD86 auf
antigenprasentierenden Zellen induziert wird [42]. Begleitend konnte eine verminderte
Zytokinsekretion auf Lipopolysaccharid (LPS) — Stimulation in Monozyten von terminal
niereninsuffizienten Patientinnen zusammen mit einer signifikant verminderten Expression des
Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) als Hinweis auf eine gesteigerte immunologische Suszeptibilitat auf
bakterielle Infektionen gefunden werden [5]. Ferner kommt es durch Uramietoxine zum Verlust
der intestinalen Barrierefunktion mit Auftauchen von mikrobiellen Toxinen im Blut von
Hamodialysepatientinnen, welche wiederum zum proinflammatorischen Milieu der Uramie

beitragen [117,149].

Zusammenfassend tragen multiple unter anderem Uramie-assoziierte und durch eine
Dialysebehandlung induzierte prozedurale Effekte zu einer Dysregulation des angeborenen
und  adaptiven  humoralen und zelluldren  Immunsystems bei CKD- und
Hamodialysepatientinnen bei, deren klinische Konsequenz sich in gehauften Infektionen,
vermehrten kardiovaskuldren Ereignissen, einem erhdhten Risiko fur maligne Erkrankungen
und damit letztlich einer stark erhdhten Mortalitat auBert [18,136]. Aufgrund der oben
genannten Dysregulationen des Volumen-, Elektrolyt-, Metabolithaushalts und des
Immunsystems im Verlauf der CKD und bei Dialysepatientinnen stellt die Nierentransplantation
die bestmdgliche Nierenersatztherapie dar hinsichtlich Mortalitat, Sekundarkomplikationen
und Lebensqualitat [51,142]. Aufgrund globaler Organknappheit und alloimmunen
Phanomenen sind jedoch Nierentransplantationen nicht immer ohne Weiteres und
komplikationslos verfligbar; so betrug die mediane Wartezeit im Zeitraum 2006 bis 2020 fur

eine Nierentransplantation in Deutschland 5,8 Jahre [68]. Ferner sind infektiologische Probleme
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einerseits sowie AbstoBungsepisoden andererseits nach erfolgter Nierentransplantation
Harden, welche durch eine genau abgestimmte immunsuppressive Medikation und

regelmaBiges Screening vermieden werden mussen [29].

3.2 Das menschliche Immunsystem

Das menschliche Immunsystem dient einer schnellen und zielgerichteten Entfernung von
endogenen und exogenen Pathogenen aus dem System und besteht dabei aus
unterschiedlichen, vorwiegend in Blut, Lymphknoten, Bindegewebe und Knochenmark
befindlichen Zellen sowie deren Interaktion mit zirkulierenden Stoffen und den verschiedenen
Organsystemen. Hierbei unterscheidet man grundsatzlich zwischen dem zelluldren
Immunsystem aus adaptivem und angeborenem System und deren unterschiedlichen
Effektorzellen einerseits sowie dem humoralen Immunsystem mit I6slichen Faktoren wie dem

Komplementsystem und den Immunglobulinen andererseits.

Zur angeborenen zelluldren Immunitat zahlen unter anderem verschiedene zur Phagozytose
fahige Zellen, darunter insbesondere die Granulozyten, dendritischen Zellen und
Makrophagen, wobei Makrophagen zum groBen Teil aus migrierten und differenzierten
Monozyten bestehen. Im Rahmen der Elimination intrazellularer Infektionen gibt es auBerdem
die angeborenen lymphatischen Zellen wie beispielsweise naturliche Killerzellen (NK-Zellen).
Als Phagozyten kénnen die oben genannten Zelltypen exogene Pathogene wie beispielsweise
bakterielle Erreger direkt aufnehmen und zerstéren und dadurch eine unmittelbare
Immunreaktion bewirken, welche schneller als das adaptive Immunsystem wirkt. Diese erste
unspezifische Reaktion geschieht primar Uber Mustererkennungsrezeptoren (pattern
recognition receptors, PRR), welche fir das Pathogen typische sogenannte
pathogenassoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMP)
binden. Zu den oben genannten PRRs zahlen verschiedene membrandse Rezeptoren wie die
Familie der Toll-like-Rezeptoren (TLR), aber auch zytoplasmatische Rezeptoren wie die NOD-
like-Rezeptoren (NLR), wodurch sowohl extrazellular als auch intrazellular Pathogene oder
zellulare Schadigungsmuster durch exogene Pathogene erkannt werden kénnen [95]. Neben
der direkten Elimination von Bakterien und anderen Pathogenen bewirkt das angeborene

Immunsystem aufBerdem die Mediation einer lokalen Inflammation mittels Sezernierung von
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Zytokinen und Chemokinen, wodurch wiederum weitere Immunzellen in das infizierte Gewebe

migrieren und so die Pathogene eliminiert werden kénnen.

Neben der angeborenen zellularen Immunitat erfolgt bei einer Immunreaktion auch eine
adaptive zelluldare Immunantwort, welche mithilfe von spezifischen Antigenrezeptoren auf der
Oberflache von Lymphozyten bestimmte Erreger beziehungsweise deren Antigene gezielt
beseitigen und nachfolgend eine anhaltende Immunitat mittels der Entwicklung von
Gedachtniszellen erzielen kdnnen. Zu den Zellen mit antigenspezifischen Rezeptoren zdhlen
insbesondere die beiden groBen Gruppen der B-Lymphozyten und T-Lymphozyten. Bei den B-
Zellen handelt es sich um im Knochenmark heranreifende Lymphozyten, auf deren Oberflache
der antigenspezifische B-Zell-Rezeptor (BCR) exprimiert wird. Hierbei handelt es sich um
membrangebundene Antikdrperformationen, welche 16sliche Antigene in unprozessierter
Form erkennen kénnen. Aufgrund ihrer Funktion als antigenprasentierenden Zellen erfolgt eine
Phagozytose des Antigens mit Aufspaltung in kleinere Formen wie beispielsweise Peptidketten
und nachfolgende Rickfiihrung an die Zelloberflache mittels Kopplung an den MHC-Klasse-II-
Komplex. Nach Bindung eines Antigens erfolgt eine Aktivierung der B-Zelle sowohl T-Zell-
abhangig als auch T-Zell-unabhéangig. Bei der T-Zell-abhangigen Form handelt es sich um eine
Kombination aus Antigenerkennung am BCR sowie die Bindung einer T-Helferzelle an die B-
Zelle mittels deren Antigenprasentation Giber den MHC-II-Komplex. Infolge dieser zwei Signale
kommt es zur klonalen Expansion mit Affinitatsreifung und Isotypenwechsel, nach denen
letztlich eine Differenzierung in antikdrperproduzierende Plasmazellen und B-Gedachtniszellen
erfolgt. Anders als die B-Zellen sind T-Lymphozyten Ziel der Antigenprasentation Uber
Expression ihrer antigenspezifischen T-Zell-Rezeptoren (TCR) an der Membranoberflache.
Durch Bindung eines auf dem MHC-Klasse-II-Komplex prasentierten Antigenpeptids mit dem
zugehdrigen TCR wird eine Signalkaskade zur Aktivierung der T-Zelle ausgel6st. Daneben gibt
es sogenannte Superantigene wie beispielsweise Staphylococcus Enterotoxin B (SEB), welche
durch direkte Bindung an MHC-Molekile und die VP-Region des T-Zell-Rezeptors einen
polyklonalen Stimulus der T-Zell-Aktivierung bieten [112]. Als Corezeptoren fir die klassische
Aktivierung Uber antigenprasentierende Zellen dienen unter anderem die Membranproteine
CD8 und CD4, welche jeweils an das MHC-Klasse-I- beziehungsweise MHC-Klasse-II-Molekdl
binden und an den T-Zell-Rezeptor anlagern. Bei den CD8-positiven T-Zellen handelt es sich

nach Aktivierung um sogenannte cytotoxische Effektor-T-Lymphozyten, welche Uber die
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Ausschittung von Granulysin, Granzymen und Perforin infizierte Zellen zerstéren und Uber
beispielsweise den Fas-Liganden eine Apoptose induzieren [135]. Bei den CD4-positiven T-
Lymphozyten hingegen bewirkt eine Aktivierung eine Ausdifferenzierung zu unterschiedlichen
T-Helfer-Zellen, welche wiederum verschiedene Zytokine produzieren und so eine lokal
konzentrierte und regulierte Immunantwort steuern. Unterteilt werden die T-Helferzellen in
drei groBere Gruppen, die Th1-, Th2- und Th17-Helferzellen, welche auf unterschiedliche
andere Immunzellen Uber ihr Zytokinprofil wirken. Th1-Zellen kennzeichnen sich durch
Sekretion von Zytokinen wie Interferon y (IFNy), Interleukin 2 (IL-2) oder Tumornekrosefaktor
Alpha (TNFa), welches die Differenzierung und Aktivierung von Makrophagen anregt. Th2-
Zellen bewirken durch Sekretion von unter anderem Interleukin 4 (IL-4) und Interleukin 10 (IL-
10) eine Hemmung klassisch aktivierter Makrophagen und bewirken eine vermehrte
Antikorperproduktion in B-Zellen. Th17-Helferzellen sezernieren namensgebend Interleukin 17
(IL-17) und bewirken eine Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in das infizierte
Gewebe. Daneben gibt es weitere wichtige Helferzell-Subpopulation, welche man als follikulare
(Trw) und regulatorische (Treg) T-Zellen bezeichnet. Tey-Zellen bewirken in  sekundar
lymphatischen Organen eine Selektion und Proliferation von zu Plasmazellen differenzierenden
B-Zellen sowie den Isotypenwechsel. T, wiederum bewirken eine Toleranzinduktion
gegenuber Antigenen und eine Hemmung der T-Zell-Proliferation Uber verschiedene
immunsuppressiv wirkende Zytokine [147]. Neben der oben genannten Aktivierung durch den
Komplex aus T-Zell-Rezeptor und peptidbeladenem MHC-Molekil mit Anlagerung von CD4
oder CD8 bestehen fir die Aktivierung und Regulation von T-Zellen verschiedene
Corezeptoren wie beispielsweise CD80/CD86 auf der Oberflache antigenprasentierender
Zellen, welche das von auf T-Zellen befindliche CD28 binden und so die klonale Expansion der
Effektorzellen fordern. Initial kennzeichnen sich die aktivierten T-Zellen durch Sekretion ihrer
zugeordneten Zytokine beziehungsweise Zytokinprofile sowie Expression verschiedener
Aktivierungsmarker wie CD69. Im zeitlichen Verlauf einer Immunreaktion kommt es dann zu
vermehrten regulatorischen und selbstinhibitorischen Mechanismen wie der Expression von
zytotoxischem T-Lymphozyten-Antigen 4 (CTLA4), welches durch kompetitive Bindung mit
CD80/86 die CD28-Costimulation inhibiert [146]. Im Anschluss an die Erregerelimination
kommt es neben der Herunterregulation der T-Zell-Aktivierung zu einer Differenzierung zu
Gedachtniszellen, welche bei erneutem Antigenkontakt eine schnellere und gezielte

Immunantwort bewirkt.
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Neben den oben genannten angeborenen und adaptiven zelluldren Mechanismen in der
Bekdampfung von Pathogenen gibt es |6sliche Bestandteile des Immunsystems, welche
mehrheitlich aus Immunglobulinen und dem Komplementsystem bestehen. Zu Plasmazellen
differenzierte und aktivierte B-Zellen sezernieren groBe Mengen an 16slichen
Immunglobulinen. Die verschiedenen Isotypen umfassen im Allgemeinen IgG, IgA, IgD, IgE und
IgM, wobei IgM Pentamere bildet und durch die GréBe vor allem im Blut zirkuliert, wodurch
fuhrend das Komplementsystem aktiviert wird. Die kleineren Isotypen IgG und IgE bilden
Monomere und kennzeichnen sich durch eine bessere Gewebepermeabilitat. IgE interagiert mit
Mastzellen Gber deren Oberflachenrezeptoren an Haut und mukosalen Geweben und tragen
somit zur epithelialen und mukosalen Barrierefunktion bei der Immunantwort bei. Das
haufigste Immunglobulin ist der Isotyp IgG und dient der Opsonisierung von Erregern und
aktiviert das Komplementsystem. IgA wiederum bildet Monomere oder Dimere aus und besitzt
vorwiegend neutralisierende Funktion. Es findet sich vorwiegend in respiratorischem Epithel,
exokrinen Drisengeweben und im Gastrointestinaltrakt, sodass es zur intakten
immunologischen Barrierefunktion gegeniiber Pathogenen beitragt [95]. Begleitend besteht
als humoraler Gegenpart zu den Immunglobulinen im angeborenen Immunsystem das
Komplementsystem, welches eine schnelle Opsonierung und Elimination von
Krankheitserregern im Blut ermdglicht. Hierbei wird zwischen dem klassischen, dem
alternativen und dem Lektin-Signalweg unterschieden. Grundlegend konvergieren diese
Signalwege Uber die C3-Konvertase, die in G3a und G3b gespalten wird, welche als
opsonisierende Peptide wirken und weiterhin die C5-Konvertase ausbilden. Hierdurch wird C5
in C5a und C5b gespalten, wobei C5b letztlich die Bildung des membranangreifenden
Komplexes (sC5b9/MAC) fordert und damit zytotoxisch wirkt [32].

3.3 RSV

Das respiratorische Synzytial-Virus (RSV) ist ein entscheidender Faktor in der weltweiten
Entwicklung saisonal gehaufter respiratorischer Infekte. Das Risiko zum Progress eines RSV-
assoziierten unteren Atemwegsinfekts mit einhergehend hoher Morbiditat und Mortalitat ist
vor allem bei immunnaiven (i.e. Kindern) und immungeschwéchten, d.h. Alteren und chronisch
erkrankten Patientinnen gegeben. RSV ist als Einzelstrang-RNA-Virus aufgebaut und wird
vorwiegend als Tropfcheninfektion Ubertragen. Grundsatzlich wird zwischen zwei Subgruppen,

RSV-A und RSV-B, unterschieden anhand verschiedener antigenischer Strukturen im G-
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Adhasionsprotein. Die durchschnittliche Inkubationszeit betragt 2 bis 8 Tage [110]. Durch
gezieltes Andocken an respiratorische Epithelzellen kommt es dann Uber das F-Fusionsprotein
zur Fusion mit der Zellmembran und nachfolgender Transkription viraler Geninformation,
wodurch es histologisch zu den namensgebenden Zellverbanden beziehungsweise Synzytien
kommt [6]. Diagnostisch stellt dementsprechend der molekulargenetische Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) - Nachweis aus respiratorischem Material (z.B. Nasopharyngealabstrich)
den Goldstandard dar. Infolge der Virionenfreisetzung kommt es zur Immunreaktion mit
lokaler Inflammation und Atemwegsobstruktion [99]. In zahlreichen Fallen verlduft die
Erkrankung als unkomplizierte Atemwegsinfektion, bei entsprechender Risikokonstellation sind
jedoch schwere Verlaufe mit respiratorischer Insuffizienz beziehungsweise respiratorischem
Versagen moglich [96]. Die Therapie stitzt sich auf im wesentlichen supportive MaBnahmen
wie Ausgleichen eines Volumendefizits, lokale antiobstruktive und sekretmobilisierende
Inhalativa und Sicherstellung der Oxygenierung mittels Sauerstoffgabe und/oder
Atemunterstltzung. Spezifische antivirale Therapiestrategien bestehen nicht. In schweren oder
Hochrisikofadllen kann eine Therapie mit Ribavirin erwogen werden, welche aufgrund der
pleiotropen unerwiinschten Nebenwirkungen jedoch nicht generell empfohlen wird [140].
Daneben bestehen passive Immunisierungsmaoglichkeiten mittels der monoklonalen
Antikorpertherapien Palivizumab sowie das kurzlich 2022 zugelassene langer wirksame
Nirsevimab  zur  Verfugung. Hierbei handelt es sich um langwirksame
Antikdrperformulierungen, welche gezielt das F-Protein von RSV binden und aktuell als
Einmalimmunisierung fir die erste RSV-Saison von Neugeborenen und Sauglingen empfohlen

werden [90,110].

Neben den oben genannten Therapiestrategien bestehen in den Vereinigten Staaten seit 2023
sowie in Europa seit 2024 zugelassene aktive Immunisierungsstrategien gegen RSV fir
entsprechende Risikopopulationen sowie zahlreiche weitere Impfstoffe, welche sich in
klinischer Testung befinden [143]. In einer Phase-lll-Zulassungsstudie wurde der
proteinbasierte Totimpfstoff Abrysvo bei Erwachsenen Uber 60 Jahren getestet und zeigte ein
signifikant selteneres Auftreten von RSV-assoziierten unteren Atemwegsinfektionen
entsprechend einer Impfeffektivitat von 81,5% bei zur Placebotherapie unveranderter Rate an
systemischen oder schweren unerwiinschten Wirkungen [148]. In einer weiteren, weltweiten

Phase-llI-Studie fand sich eine signifikante Reduktion an unteren Atemwegsinfektionen bei
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Neugeborenen mittels maternaler Impfung von Abrysvo im dritten Trimenon, entsprechend
einer Impfeffektivitat von 81,8% [62]. Ferner wurde in einer weiteren internationalen, Placebo-
kontrollierten, randomisierten kontrollierten Studie die Einmalgabe von Arexvy, eines mittels
dem ASO1E-System adjuvantierten Impfstoffs der Firma GlaxoSmithKline, welcher auf dem
RSV-Prafusions-F-Protein basiert, bei alteren Personen Uber 60 Jahre getestet mit einer
Impfeffektivitdt von 94,1% hinsichtlich der Reduktion von RSV-assoziierten unteren
Atemwegsinfektionen [100]. Ferner konnte in einer Phase-IlI-Nachbeobachtungsstudie gezeigt
werden, dass eine Impfeffektivitat Gber bislang zumindest zwei RSV-Saisons besteht und eine
Nachimpfung nach einem Jahr klinisch keinen additiven Effekt auf die Vakzineffektivitat bot
[57]. Auch der mRNA-Impfstoff RESVIA (mRNA-1345), welcher fir das stabilisierte RSV-
Prafusions-F-Protein kodiert, hat sich in einer groBen Phase-lll-Studie als wirksam in der
Verhinderung von RSV-assoziierten unteren Atemwegsinfektionen gezeigt mit einer
Impfeffektivitdt von 83,7% im Vergleich zu Placebo bei einer allerdings hoheren Rate an lokalen
und systemischen unerwiinschten Ereignissen, welche Uberwiegend als leicht bis maBig zu

klassifizieren waren [152].

Die Kombination aus medikamentdser Immunsuppression bei Glomerulonephritiden oder zur
AbstoBungsprophylaxe nach Nierentransplantation, endogener Immundysfunktion bei CKD
sowie prozeduralen Effekten auf das angeborene und adaptive Immunsystem durch eine
Hamodialysetherapie tragt maBgeblich dazu bei, dass bei nephrologischen Patientinnen neben
der Behandlung der Grunderkrankung, der Einstellung kardiovaskularer Risikofaktoren und
CKD-assoziierter ~ Komorbiditdten = besonderes ~ Augenmerk auf eine addquate
Infektionsprophylaxe gelegt werden muss. So empfiehlt die standige Impfkommission (STIKO)
mit Stand Juli 2025 zusatzlich zu den Standardimpfungen bei Patientinnen mit chronischer
Nierenkrankheit eine altersunabhangige Indikationsimpfung gegen Influenza und
Pneumokokken sowie Herpes Zoster ab 50 Jahren und seit der Zulassung 2024 auch gegen das
respiratorische Synzytial-Virus (RSV) ab 60 Jahren mit Abrysvo, Arexvy oder RESVIA (mMRNA —
1345) [109].

3.4 Fragestellung dieser Dissertation

Mit der Zulassung von proteinbasierten und mRNA-basierten Impfstoffen gegen RSV in den

Vereinigten Staaten von Amerika durch die Food and Drug Administration (FDA) im Jahr 2023
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sowie durch die europaische Arzneimittelagentur (European Medicines Agency, EMA) im Jahr
2024 bei Alteren und chronisch erkrankten Patientinnen bietet sich eine neue Méglichkeit zur
Pravention und Prophylaxe schwerer saisonal gehdufter unterer Atemwegsinfektionen.
Empfohlen ist die Impfung laut der STIKO fir alle Patientinnen ab 75 Jahren sowie Patientinnen
mit erhdhtem Risiko einer schwer verlaufenden Erkrankung ab 60 Jahren. Zu den Risikogruppen
werden Patientlnnen mit chronischen Erkrankungen wie einer CKD gezahlt. Daher erfolgte die
im Folgenden genannte Datenerhebung im Rahmen der ohnehin routinemaBig empfohlenen
RSV-Impfung. Bislang liegen kaum Daten zur Immunogenitdt und Reaktogenitdt der RSV-
Impfung bei CKD-Patientinnen sowie zur Korrelation klinischer Parameter der CKD mit dem
Ausmal des zellularen und humoralen Impfansprechens vor, sodass sich die vorliegende Arbeit

mit folgenden Fragestellungen befasst:

1. Erfassung des zelluliren und humoralen Impfansprechens auf die RSV-Impfung mittels

Arexvy bei Patientinnen mit chronischer Nierenkrankheit

Zur Einordnung der Immunogenitat der RSV-Impfung auf Patientinnen mit CKD erfolgte
ein Vergleich des Anteils an RSV-spezifischen Effektor-T-Zellen unmittelbar vor sowie kurz
nach der Einmalimpfung. Ferner wurden RSV-spezifische und fir das Impfantigen (F-

Fusionsprotein) spezifische Immunglobuline mittels ELISA bestimmt und quantifiziert

2. AusmaR des RSV-Impfansprechens in Abhangigkeit des CKD-Stadiums und Korrelation mit

klinischen Parametern zur Abschatzung des Impfansprechens

Um Unterschiede im Impfansprechen und den Effekt einer chronischen Nierenkrankheit auf
die zellulare und humorale Immunitat herauszuarbeiten, wurden die Patientinnen nach
dem klinischen Stadium der CKD stratifiziert und Korrelationen mit verschiedenen

klinischen und paraklinischen Parametern eines Progresses der CKD durchgefiihrt.

3. Ermittlung des Effekts einer intermittierenden Hamodialysetherapie oder einer
medikamentdsen Immunsuppression auf Einschrankungen der zellularen und humoralen

Immunogenitdt nach RSV-Impfung

Ferner wurden der relative Anteil an RSV-spezifischen T-Zellen sowie die Serumspiegel fir

RSV-1gG, RSV-IgA und RSV-F-IgG im kurzfristigen zeitlichen Verlauf bei Patientinnen mit
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intermittierender Hamodialysetherapie oder einer medikamentdsen Immunsuppression als

besonderen Risikogruppen miteinander verglichen.

4. Sicherheit der RSV-Impfung hinsichtlich lokaler und systemischer Nebenwirkungen bei CKD-

Patientlnnen

Zu guter Letzt wurde die RSV-Impfung Arexvy auf ihre Sicherheit hinsichtlich lokaler und
systemischer Nebenwirkungen bei CKD-Patientinnen getestet und nach deren klinischem
Stadium unterteilt. Zur Einschatzung, ob ein selbstberichtetes Auftreten von lokalen oder
systemischen Nebenwirkungen einen messbaren Effekt auf das zellulare Impfansprechen
hat, wurde der kurzfristige Verlauf am Anteil der RSV-spezifischen T-Zellen nach

Patientinnen mit oder ohne Auftreten von Nebenwirkungen miteinander verglichen.
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4 Material und Methoden

4.1 Experimentelle Laborausstattung

In den nachfolgenden Tabellen ist die experimentelle Laborausstattung aufgelistet, welche zur

experimentellen Durchfihrung dieser Arbeit nétig war.

4.1.1 Materialien und Gerate

Tabelle 2 Materialien

Bezeichnung

Hersteller, Firmensitz

Polystyrol-Réhre (5ml, Rundboden, FACS)

Sarstedt, Nimbrecht

Pipettenspitzen (10ul, 200ul, 1000pl)

Sarstedt, NUmbrecht

Polypropylen-Reagiergefal3 (1,5ml)

Sarstedt, NUmbrecht

Polypropylen-Schraubréhre (15ml, 50ml)

Sarstedt, Nimbrecht

S-Monovette® EDTA

Sarstedt, NUmbrecht

S-Monovette® Lithium-Heparin

Sarstedt, Nimbrecht

S-Monovette® Serum

Sarstedt, NUmbrecht

Combitips advanced® (2,5ml, 5ml)

Eppendorf, Hamburg

Verschlussfolie Parafilm

Bemis, Neenah

96-well-Mikrotiterplatten

Greiner, Frickenhausen

Tabelle 3 Gerite

Bezeichnung

Hersteller, Firmensitz

Brutschrank HERAcell 240ti

Heraeus, Hanau

Sicherheitswerkbank (Hera Safe KS)

Heraeus, Hanau

Tischzentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau

Eppendorf Research® mechanische Pipette

(2.5, 10, 20, 100, 200, 1000ul) (1, 8 Kanale)

Eppendorf, Hamburg

Mehrfachdispenser HandyStep® Touch S

Brand, Wertheim

Durchflusszytometer FACSymphony™ A3,
FACSCanto™ I

BD Biosciences, Heidelberg
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Multimodus-Mikrotiterplatten-Lesegerat ThermoFisher Scientific, Waltham

Varioskan LUX

Reagenzglasschittler Genie® 2 Scientific Industries, Bohemia

4.1.2 Chemikalien und Losungen

Tabelle 4 Chemikalien

Bezeichnung Hersteller, Firmensitz
Bovines Serumalbumin (BSA) Serva, Heidelberg
Dimethylsulfoxid (DMSO) Serva, Heidelberg
Natriumazid (NaNs) Serva, Heidelberg
Paraformaldehyd, (PFA, pH 7,4 - 7,6) AppliChem, Darmstadt
Saponin Sigma-Aldrich, Steinheim
Staphylococcus-Enterotoxin B (SEB) Sigma-Aldrich, Steinheim
Brefeldin A (BFA) Sigma-Aldrich, Steinheim
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldrich, Steinheim

Tabelle 5 Losungen

Bezeichnung Hersteller, Firmensitz

FACS-Puffer (PBS, 5 % FCS, 0,5 % BSA, 0,07 %

NaNs)

FACS Clean BD Biosciences, Heidelberg
FACS Flow BD Biosciences, Heidelberg
FACS Shutdown BD Biosciences, Heidelberg

FACS™ Lysing-Solution (10x konzentriert) BD Biosciences, Heidelberg

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) Sigma-Aldrich, Steinheim

Saponin-Puffer (FACS-Puffer, 0,1 % Saponin)

4.1.3 Antikorper, Antigene und Kits
Samtliche fur die Durchflusszytometrie verwendeten Antikdrper und Antikdrper-Konjugate

stammen von der Firma BD Biosciences und waren fiir menschliche Antigene geeignet.
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Tabelle 6 Antikorper

Antikorper | Fluorochrom | Klon Isotyp Konzentration | Research
Resource ID
CD3 FITC SK7 lgG1 k 1:50 AB_2811220
CD4 APC-H7 SK3 lgG K 1:33.3 AB_1645732
CD4 APC-H7 SK3 lgG K 1:50 AB_1645732
CD8 PerCP SK1 lgG1 1:12.5 AB_2868802
CD8 RB705 RPA-T8 lgG1 k 1:1000 AB_3685603
CD19 PE SJ25C1 lgG1 k 1.25pl AB_10640419
CD20 BV480 2H7 lgG2a k 0,5ul AB_2739578
CD27 BV605 L128 lgG1 1l AB_2744351
CD28 L293 lgG1 k Tug/ml AB_400367
CD38 BV421 HB7 lgG1 k 0.5ul AB_2739856
CD49d 9F10 IgG1 K Tug/ml AB_396068
CD69 PE-Cy7 L78 lgG1 k 1:50 AB_1937286
CD69 PE-Cy7 L78 lgG1 k 1:200 AB_1937286
CD152 APC BNI3 lgG2a k 1:25 AB_398615
(CTLA-4)
CD152 PE-Cy5 BNI3 lgG2a k 1:50 AB_10893816
(CTLA-4)
CD185 RB705 RF8B2 LOU/M 0.5l AB_2313576
(CXCR5) lgG2b k
CD278 BV711 DX29 IgG1 k 2.5l AB_2738440
(ICOS)
CD279 PE-CF594 MIH4 IgG1 k 2.5ul AB_2869902
(PD-1)
IgD PE-Cy7 IA6-2 IgG2a K 1yl AB_10642457
IFNy FITC 4S.B3 IgG1 K 1:100 AB_395473
IFNy BV480 B27 IgG1 K 1:66.7 AB_2739503
IL-2 PE MQ1- lgG2a 1:25.5 AB_397231
17H12
IL-2 BV650 MQ1- lgG2a k 1:333 AB_2738637
17H12
TNF AF700 MADb11 lgG1 k 1:100 AB_396978
TNF V450 MADb11 IgG1 K 1:50 AB_10646031

Tabelle 7 Antigene

Bezeichnung

Hersteller, Firmensitz

PM-pan-RSVselect-1 Peptidmix

JPT Peptide Technologies, Berlin

PM-HRSVA-FGFO RSV-A2

JPT Peptide Technologies, Berlin
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PM-HRSVB-FGFO RSV-B1 JPT Peptide Technologies, Berlin

Tabelle 8 Kits
Bezeichnung Hersteller, Firmensitz
Anti-RSV-ELISA-Kit (IgG) Euroimmun, Libeck
Anti-RSV-ELISA-Kit (IgA) Euroimmun, Libeck
Anti-RSV-F-ELISA-Kit (IgG) Alpha Diagnostics, San Antonio

4.1.4 Software

Tabelle 9 Software

Bezeichnung Hersteller, Firmensitz

Microsoft Access 2016 Microsoft, Redmond

Microsoft Excel 2016 Microsoft, Redmond

Microsoft PowerPoint 2016 Microsoft, Redmond

Microsoft Word 2016 Microsoft, Redmond

Prism 8/10 GraphPad, La Jolla

BD FACSDiva™ Software BD Biosciences, Heidelberg

Zotero 6 Roy Rosenzweig Center for History and New
Media, Fairfax County

4.2 Probandenkollektiv

Im Zeitraum von Januar 2025 bis einschlieBlich Mai 2025 wurden Patientinnen mit einer
chronischen Nierenkrankheit in unterschiedlichen klinischen Stadien aus dem elektiven
Zentrum sowie aus der teilstationaren Dialyseabteilung der Klinik fir Nieren- und
Hochdruckkrankheiten der Abteilung fir Innere Medizin IV am Universitatsklinikum des
Saarlandes, Campus Homburg, prospektiv rekrutiert. Entsprechend den geltenden
Empfehlungen der STIKO erfolgte im Studienzeitraum nach Ausschluss von Kontraindikationen
eine Einmalimmunisierung mit dem proteinbasierten Impfstoff RSVPreF3-ASO1e (Arexvy).
Hierfir erfolgte eine intramuskuldre Vakzininjektion in den Musculus deltoideus unter

aseptischen Arbeitsbedingungen nach vorheriger lokaler Hautdesinfektion unter Verwendung
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von aseptischen, sterilen Kantlen und Spritzen nach den geltenden Leitlinien der Kommission
fur Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO). Zur Bestimmung des kurzfristigen
zellularen und humoralen Impfansprechens erfolgte eine Blutentnahme mit Gewinnung von
1x2,7ml EDTA-Blut sowie 1x4,7ml Lithium-Heparin-Blut unmittelbar vor der Impfung sowie
nach zwei Wochen. Ferner erfolgte zur Erhebung der lokalen und systemischen Reaktogenitat
ein standardisierter Selbstfragebogen. Einschlusskriterien waren entsprechend der
Empfehlungen der STIKO alle Patientinnen ab 60 Jahren mit einer chronischen Nierenkrankheit
und einer anhand des Kreatinins errechneten geschatzten glomeruldren Filtrationsrate nach
der CKD-EPI-Formel ab dem Stadium G3a bis G5 einschlieBlich G5d nach Kidney Disease:
Improving Global Outcomes (KDIGO). Ausschlusskriterien waren eine fehlende
Einwilligungserklarung von Seiten der Patientinnen und/oder medizinische Kontraindikationen
gegen die RSV-Impfung wie beispielsweise einer Uberempfindlichkeit gegen den Wirkstoff
oder die sonstigen in der Fachinformation genannten Bestandteile. Fiir die Studienteilnahme
wurden die Patientinnen ausfihrlich aufgeklart und gaben eine schriftliche
Einverstandniserklarung ab. Die Erhebung erfolgte gemaB3 den ethischen Grundsatzen der
Deklaration von Helsinki und ein positives schriftliches Votum der Ethikkommission (Zeichen

99/24) liegt vor.

4.3 Charakterisierung und Berechnung RSV-spezifischer T-Lymphozyten

Zur Charakterisierung der Immunogenitdt des RSV-Impfstoffs erfolgte eine in vitro
Charakterisierung  der  entsprechenden  virusspezifischen  T-Lymphozyten  unter
Nachempfindung der pathophysiologischen Bedingungen. Hierfiir wird grundsatzlich eine mit
Heparin antikoagulierte Blutprobe mittels Zugabe von Viruspeptiden spezifisch
antigenstimuliert unter Zugabe von T-Zell-Aktivierungs-Costimulantien. Die nachfolgend
stattfindende Antigenprasentation durch antigenprasentierende Zellen bewirkt eine
antigenspezifische T-Zell-Aktivierung mit klonaler Expansion und Zytokinsekretion. Zum
Nachweis der Zytokinsekretion erfolgt eine Sekretionshemmung, wodurch die Zytokine
intrazellular verbleiben. Nach der Kurzzeitstimulation und Sekretionshemmung erfolgt eine
Aufreinigung und Stabilisierung der Probe mittels Erythrozytenlyse und Leukozytenfixierung.
AbschlieBend wird die Zellmembran mittels Zugabe von Saponinen permeabilisiert und mit
dem zu messenden Antikdrpergemisch inkubiert, bevor die an die Antikérper gebundenen

Fluorochrome durchflusszytometrisch detektiert werden kénnen.
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Im konkreten vorliegenden Experiment wurden 225pl Vollblut mittels Zugabe von Antikérpern
gegen CD28 und CD49d zu je 1ug/ml costimuliert und nachfolgend mit einem RSV-pan-
Peptidmix a 2ug/ml (PM-pan-RSVselect-1 Peptidmix) fir 2 Stunden bei 37°C im Brutschrank
mit 5% CO2-Gehalt stimuliert, wahrend 0,64% Dimethylsulfoxid (DMSO) als Lésungssubstanz
des Peptidmix als Negativkontrolle verwendet wurde und Staphylococcus aureus Enterotoxin
B (SEB) als entsprechende polyklonale Positivkontrolle. AnschlieBend wurde 10ug/ml Brefeldin-
A (BFA) als Sekretionsinhibitor zugegeben und weitere 4 Stunden im Brutschrank bei o.g.
Bedingungen inkubiert. Nach der Stimulation wurden 100ul/ml einer 20mM
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-LOsung zugegeben, um aneinander und an der
Probenwand haftende Zellen abzuldsen, und nach kraftiger Durchmischung 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Erythrozytenlyse und Zellfixierung wurden anschlieBend 2ml
Becton Dickinson Lysingsolution zupipettiert, weitere 10 Minuten inkubiert, die Proben fiir 7
Minuten bei 1300rpm zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das verbliebene
Lymphozytenpellet wurde in 2ml FACS-Puffer gewaschen, erneut zentrifugiert und nach
Absaugen des Uberstands abermals in 2ml FACS-Puffer resuspendiert. Fiir die entsprechende
Oberflachenfarbung und intrazelluldare Zytokinfarbung wurden anschlieBend 2ml Saponin-
Puffer pro 200pl Zellsuspension gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Zentrifugation und Absaugen des Uberstands erfolgte die Zugabe von 50ul des zu
detektierenden Antikdrpergemischs pro Probe. Im Antikdrpergemisch fanden sich fir die
intrazellulare Farbung Fluorochrom-gekoppelte Antikérper gegen CD4, CD8, CD69, IFNy, IL-2,
TNFound CTLA-4 in den o.g. Arbeitskonzentrationen. Nach 30 bis 45 Minuten lichtgeschutzter
Inkubation bei Raumtemperatur wurde erneut mit Zugabe von FACS-Puffer die Probe
gewaschen und das restliche ungebundene Antikérpergemisch durch abzentrifugieren und
Absaugen des Uberstands entfernt. AbschlieBend erfolgte die Aufnahme der Proben in 150yl

einer 1%-igen Paraformaldehydldsung (PFA) bis zur Messung am Durchflusszytometer.

4.4 Durchflusszytometrie

Messtechnische Basis der lymphozytaren Charakterisierung ist die Durchflusszytometrie, bei
der Uber verschiedene optische Grundeigenschaften sowie Uber Fluorochrom-gekoppelte
Antikorper Eigenschaften von Zellen analysiert und diese in manchen Anwendungen auch
sortiert (sog. fluorescence-activated cell sorting, FACS) werden kdnnen. Hierfir werden Zellen

in Suspension gebracht und auf Einzelzellebene durch einen Hullstrom entlang einer Kapillare
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fokussiert, sodass ein senkrecht zur Flussrichtung laufender Laserstrahl durch optische
Beugung und Brechung gestreut wird und dessen Teilamplituden in entsprechenden optischen
Detektoren quantifiziert werden koénnen. Die Amplitude des Vorwadrtsstreulichts (forward
scatter, FSC) korreliert hierbei mit dem Zellvolumen, wahrend das Seitwartsstreulicht (side
scatter, SSC) mit der Komplexitat der Binnenstruktur der Zelle korreliert und somit Riickschliisse
auf zum Beispiel deren Granularitat zuldsst. Aus diesen optischen Basisparametern lasst sich
bereits eine grundlegende Unterteilung der Zellen des peripheren Blutes in Monozyten,
Granulozyten und Lymphozyten vornehmen. Weiterhin bestehen bei der Durchflusszytometrie
Messkanale fir Fluoreszenzsignale, bei welcher Gber verschiedene Laser und Bandpassfilter
charakteristische Emissionswellenlangen detektiert werden kdnnen. Dies dient der weiteren
Charakterisierung der Zellen, welche im Vorfeld mit an mit Fluorochromen gekoppelten
Antikérper behandelt wurden. Durch Einsatz verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe kénnen so
mehrere Zelleigenschaften gleichzeitig vermessen werden. Ein entscheidender Begleitfaktor in
den Mehrfachfluoreszenzmessungen ist jedoch eine entsprechende Kompensation von trotz

Einsatz von Bandpassfiltern tGberlappenden spektralen Signalen der Fluorochrome.

4.5 FACS-Auswertung und Gating-Strategien

Nach oben genannter Kurzzeitstimulation der Zellen erfolgte die durchflusszytometrische
Messung der Rohdaten anhand einem manuellen Gating der Dotplots, welche eine graphische

Darstellung der einzelnen Zellen als Punkte entlang der gemessenen GréBen darstellt.

4.5.1 Auswertung von Oberflichen- und intrazelluliren Farbungen nach
Kurzzeitstimulation
Eine erste Charakterisierung der Zellen des peripheren Bluts nach FSC und SSC und somit nach
GroBe und Granularitat erlaubt eine Unterteilung in Monozyten, Granulozyten und
Lymphozyten, wobei Lymphozyten etwas kleiner und weniger granular als die anderen
Zellarten sind. Durch Linearkorrelation von Flachen- und Hohensignal des FSC-Kanals lasst sich
eine  Einzelzellbeurteilung  durch  Elimination von Dubletten erreichen. Eine
Leerkanalelimination ermdglicht auBerdem das AusschlieBen von unspezifischen
Autofluoreszenzsignalen der Zellen. Nachfolgend werden Uber die Fluoreszenzkanale die
Lymphozyten nach ihrer Ko-Expression von IFNy mit jeweils CD4 oder CD8 aufgeteilt und tber

ein Backgating die CD4-CD8-Doppelpositiven ausgeschlossen, sodass eine Population an CD4-
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positiven CD8-negativen T-Lymphozyten einerseits und CD4-negativen CD8-positiven T-
Lymphozyten andererseits entsteht. Ebendiese Populationen werden weiterhin nach dem
Aktivierungsmarker CD69 und ihrer IFNy-Co-Expression unterteilt und somit als RSV-
spezifische T-Lymphozyten gekennzeichnet. Weitere intrazelluldre Zytokinfarbungen umfassen
IL2 und TNFo, sodass nachfolgend lber logische Operatoren Zytokinprofile (IFNy-, IL2-, und
TNFa-Einzelpositiv, IFNy + IL2, IFNy + TNFa sowie IL2 + TNFa — Doppelpositive und IFNy + IL2
+ TNFa — Dreifachpositive) erstellt werden kénnen. Zusatzlich wird CTLA4 zur Darstellung einer
erfolgten Antigenexposition mit selbstregulatorischer Komponente der Immunreaktion
quantifiziert. Zur internen Plausibilitatskontrolle der Messung wurden nur solche Proben
verwendet, bei welchen mindestens 10000 CD4- oder 7000 CD8-positive Ereignisse bzw. Zellen
identifiziert wurden. Bei weniger als 3000 CD4- oder CD8-positiven Ereignissen wurde die
Probe ausgeschlossen. Bei einer intermediaren Zahl von 3000 bis 9999 CD4- oder 3000 bis
6999 CD8-positiven Ereignissen wurden diese manuell nachkontrolliert und nur
eingeschlossen, falls gentigend aktivierte T-Lymphozyten gemessen werden konnten. Aus der
mittleren Frequenz der CD4- oder CD8-positiven Ereignisse in der mit DMSO stimulierten
Negativkontrolle erfolgte die Bestimmung der Hintergrundreaktivitat. Flir die Zytokinprofile
wurden nur Proben herangezogen, welche nach Abzug des Leerkanals mehr als 30
antigenspezifische reaktive T-Lymphozyten aufwiesen sowie fiir die CTLA4-Expression nur

solche, welche mehr als 20 positive Ereignisse erreichten.

4.6 Antikorpermessungen

Zur Quantifizierung der humoralen Komponente der adaptiven Immunantwort gegen RSV vor
und nach Impfung erfolgte die Bestimmung von RSV-spezifischen Antikdrpern mittels einem
indirekten enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Hierbei wird unter Ausnutzung des
Prinzips, dass Antikorper spezifisch an die ihnen zugewiesenen Antigene binden, der in
biologischen Proben bestehende geldste Gehalt eines Antigens durch entsprechende
Antikorperbindung (sog. capture antibody) fixiert. Nachfolgend erfolgt die Zugabe eines
Enzym-gebundenen Zweitantikorpers (sog. detection antibody), welcher den capture antibody
bindet, und schlieBlich Gabe eines Enzymsubstrates, welches durch das Enzym in einer
Farbreaktion eine photometrisch messbare quantitative Bestimmung des urspriinglichen

Probengehalts zulasst.
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Fur die Bestimmung der RSV-spezifischen Immunglobuline werden zunachst 96-Well-
Titerplatten beschichtet mit inaktivierten und aufgereinigten Zelllysaten von mit RSV infizierten
Zellen. In dieser beschichteten Mikrotiterplatte erfolgt anschlieBend die Quantifizierung der
IgG-Spiegel und IgA-Spiegel aus den Seren der Probandlinnen als relative Einheiten zu einem
Kalibratorserum. Zunachst wird die Platte mit entsprechenden Kalibratoren, Positiv- und
Negativkontrollen sowie den 1:101 verdlinnten Patientenseren fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und danach mehrfach gewaschen. AnschlieBend wird Peroxidase-
markiertes Anti-Human-lgG auf die Platte pipettiert und weitere 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgt die Zugabe von
Enzymsubstrat, was als Chromogen fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wird und
nach Zugabe einer Stopplésung zur Beendigung der Farbreaktion fuhrt. AnschlieBend erfolgt
eine photometrische Bestimmung der Extinktion bei 450nm mit einer Referenzwellenldnge von
650nm. Die IgG-Spiegel werden quantitativ bestimmt und als relative Einheiten zur aus den
Kalibratorseren errechneten Standardkurve angegeben. Dementsprechend wurden sie
unterteilt in Negative bei einem Wert von <16RU/ml, Intermediar bei >16 und <22RU/ml und
positiv bei Werten von Uber 22RU/ml. Fir die IgA-Spiegel erfolgte eine semiquantitative
Beurteilung, indem die Extinktionswerte des Patientenserums durch die Extinktion des
Kalibratorserums dividiert und nachfolgend anhand des Quotienten unterteilt wurde. Werte
von <0,8 wurden hierbei als negativ betrachtet, Werte >0,8 und <1,1 als intermediar und Werte

>1,1 als positiv entsprechend den Herstellerangaben.

Aquivalent zu den RSV-panspezifischen Immunglobulinbestimmungen erfolgte eine
Bestimmung der RSV F-Fusionsprotein-spezifischen Antikdrper mittels ELISA. Hierfir wird
zunachst eine 96-Well-Mikrotiterplatte mit dem aufgereinigten F-Protein beschichtet und
anschlieBend mit entsprechenden Kalibratoren, Positiv- und Negativkontrollen sowie den 1:200
verdinnten Patientenseren fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach
mehrfach gewaschen. Es folgt eine Inkubation mit Peroxidase-markiertem Anti-Human-IgG fir
30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach einem erneuten Waschschritt wird Enzymsubstrat
zugegeben, was als Chromogen flr 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert
wird. Zuletzt erfolgt die Zugabe einer Stoppldsung zur Beendigung der Farbreaktion und
photometrische Auswertung der Extinktion bei 450nm mit einer Referenzwellenldnge von

630nm. Die IgG-Spiegel werden quantitativ bestimmt und als Einheiten aus der aus den
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Kalibratorseren errechneten Standardkurve angegeben. Entsprechend der Herstellerangaben

wird eine Seropositivitat ab Werten von Gber 1U/ml gewertet, Werte darunter als seronegativ.

4.7 Statistische Analysen

Fur die Auswertung der FACS-Rohdaten wurde die Software BD Diva (Version V6.1.3)
verwendet. Die graphische Aufbereitung und statistische Auswertung erfolgte mit der Software
GraphPad Prism (Version 8/9). Da es sich bei zahlreichen Analysen um nicht normalverteilte
Daten handelt, werden statistische Vergleiche zumeist anhand nichtparametrischer Tests
erhoben. Fir den Vergleich zweier unterschiedlicher Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-
Test verwendet, wahrend der Vergleich von mehr als zwei ungepaarten Gruppen mittels
Kruskal-Wallis-H-Test mit nachfolgendem Dunn-Post-Test erfolgte. Flr Korrelationen aus
immunologischen mit klinischen Daten wurde der Spearman-Rangkorrelationskoeffizient
verwendet. Fir Analysen gepaarter nichtparametrischer Daten wurde der Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test verwendet. Parametrische Daten wurden mit einem ungepaarten T-Test
analysiert, wahrend nominale und dichotome Variablen mittels Chi-Quadrat-Test verglichen

wurden. Das zweiseitige Signifikanzniveau wurde bei p<0,05 gesetzt.
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5 Ergebnisse

5.1.1 Studienkollektiv

Die demographischen Daten der Patientinnen aus dem beschriebenen Kollektiv sind in Tabelle
9 zusammengefasst. Insgesamt wurden 75 Patientinnen mit einer CKD rekrutiert, mit insgesamt
17 bis 21 Patientinnen aufgeteilt auf die einzelnen Stadien ab G3a bis einschlieBlich G5/G5d.
Das mittlere Alter aller Patientinnen betrug 74,7 +7,2 Jahre ohne signifikante Differenzen
zwischen den einzelnen Gruppen. Die Geschlechterverteilung fand sich bei allen Gruppen
ahnlich. Der mediane Zeitraum zwischen Impfung und Follow-up lag bei 14 Tagen und
unterschied sich nicht innerhalb der Gruppen. Hinsichtlich der Daten aus dem automatisierten
Differentialblutbild  ergaben  sich  keine  signifikanten = Unterschiede in den
Leukozytenpopulationen mit Ausnahme einer nicht-signifikanten Tendenz zu einem erhdhten
Monozytenanteil im Blut der Patientinnen mit einer fortgeschrittenen CKD im Stadium G5 oder
G5d. Es zeigte sich mit Fortschreiten des CKD-Stadiums eine Abnahme der mittleren
Hamoglobinwerte. Es fanden sich insgesamt 11 Patientinnen mit einer immunsuppressiven
Dauertherapie, definiert als eine B-Zell- oder plasmazelldepletierende Therapie binnen der
letzten 6 Monate (bspw. Rituximab), eine laufende Komplementinhibitor-Therapie oder einer
Therapie mit Calcineurininhibitoren, Antimetaboliten und/oder Glukokortikoiden oberhalb der
Cushing-Schwelle. Ferner wurden die Patientinnen klassifiziert nach Vorliegen einer
zugrundeliegenden renalen Autoimmunerkrankung, dazu gehdrten insbesondere Vaskulitiden,
das Vorliegen einer IgA-Nephropathie, einer membrandsen oder Immunkomplex-
Glomerulonephritis sowie einer renale Amyloidose. Mit zunehmendem CKD-Stadium fand sich
erwartungsgemaB ein Anstieg der Nierenretentionsparameter, dargestellt an den
Serumspiegeln fur Harnstoff, Kreatinin und der daraus errechneten eGFR. In gleicher Weise

fand sich ein Anstieg der Parathormonspiegel mit zunehmender CKD.
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Tabelle 10 Demographische und klinische Charakteristika der CKD-Patientinnen

Gesamt G3a G3b G4 G5
n=75 n=18 n=21 n=17 n=19
Alter, Mittelwert (SD) 747 (72) | 721(6,0) | 73,7(6,7) | 76,7(85) | 76,3 (7,0)
Messzeitpunkt nach Impfung, Median (IQR) 14(2) 15(3,5) 14(1) 14(1) 14(3)
Tage
Geschlecht, n (%)
weiblich 32 (42,7) 9 (50) 7 (33,3) 6 (35,3) 9 (47,4)
maénnlich 43 (57,3) 9 (50) 14 (66,7) 11(64,7) 10 (52,6)
Differentialblutbild, Median (IQR) G/I
Leukozyten 7600 (2600) 7550 7200 7500 8200
(2500) (2500) (2200) (2600)
Granulozyten 5034 (2018) 4858 4874 5120 5141
(1596) (1966) (2065) (2388)
Monozyten 676 720 640 646 770
(276) (425) (302) (245) (280)
Lymphozyten 1689 (730) | 1866 (973) 1685 1550 (622) 1581
(504) (676)
Hamoglobin, Median (IQR), g/d! 12,9 (2,7) 13,52,1) | 141(2.2) 12,8 (1,4) 11,4 (1,2)
Diabetes mellitus, n (%) 29 (38,7) 6(33,3) 11 (52,4) 8 (47,1) 4(21,1)
Renale Autoimmunerkrankung, n (%) 26 (34,7) 6 (33,3) 3 (14,3) 11 (64,7) 6 (31,6)
Immunsuppressive Medikation, n (%) 11 (14,7) 2(11,1) 2 (9,5) 4 (23,5) 3(15,8)
Serumharnstoff, Median (IQR) mg/dI 74 (55,5) 45,5 (20) 58 (26) 107 (24) 115 (55,5)
Serumkreatinin, median (IQR) mg/d| 1,94 (1,63) | 1,22 (0,15) | 1,59 (0,31) | 2,31 (0,75) | 542 (3,28)
Kreatinin-eGFR, median (IQR) ml/min/1,73m? | 30,8 (26,9) | 51,7 (13,7) | 36,6 (8,5) 24,3 (7,7) 7,1 (54)
Urine Albumin-Kreatinin-Ratio, median (IQR) 142,2 26,3 52,7 1371 289,2
mg/g (379,5) (257,2) (340,6) (180,6) (744,4)
Serumparathormon, median (IQR) pg/ml 88 (72) 47,5 (23,5) 74 (46) 93 (43) 161 (195)
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5.1.2 Induktion der RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen nach RSV-Impfung

Zur Beurteilung des T-zellularen Impfansprechens nach RSV-Impfung erfolgte eine
Charakterisierung der RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen nach Kurzzeitstimulation mit
einem Antigenmix aus RSV-Peptiden mit nachfolgender Fixierung und intrazellularer
Zytokinprofilbestimmung. Als RSV-spezifisch wurden die entsprechenden Zellen gewertet,
wenn sie CD69-positiv waren als Marker der Antigenaktivierung und IFNy exprimierten als
Effektorzytokin. Die Stimulation mit SEB diente als interne Positivkontrolle der T-
Zellaktivierung, da hierdurch eine polyklonale Stimulation induziert wird. Es fand sich ein
signifikanter Anstieg der RSV-spezifischen CD4-positiven T-Lymphozyten nach Impfung (p <
0,0001) bei adaquatem Positivsignal unter SEB, welches durch die RSV-Impfung nicht
signifikant beeinflusst wurde. Vor der Impfung fanden sich bei 48% der Patientinnen RSV-
spezifische CD4-T-Zellen oberhalb des Detektionslimits, wahrend dieser Anteil nach der

Impfung bei 97% lag (p< 0,001) (Abbildung 1).
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Abbildung 1 Verhalten der RSV-spezifischen CD69+ IFNy+ T-Zellen nach RSV-Impfung (A) Vergleich der
absoluten Frequenzen der RSV-spezifischen CD4-positiven T-Lymphozyten vor (pre) und 14 Tage nach (post)
Impfung mit Arexvy sowie die zugehorige polyklonale Kontrollstimulation mit SEB und den darunter bezifferten
Positivitatsraten. (B) Vergleich der absoluten Frequenzen der RSV-spezifischen CD8-positiven T-Lymphozyten vor
(pre) und 14 Tage nach (post) Impfung mit Arexvy sowie die zugehdrige polyklonale Kontrollstimulation mit SEB
und den darunter bezifferten Positivitdtsraten. Die gestrichelte Linie markiert das Detektionslimit (DL). Punkte zeigen
einzelne Patientinnen an. Die Balken stellen Mediane mit den zugehdrigen Interquartilsabstanden dar. Unterschiede
wurden berechnet mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. CD cluster of differentiation; IFN, Interferon; RSV,
respiratorisches Synzytial-Virus; SEB, Staphylococcus aureus enterotoxin B.
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5.1.3 Fehlende Induktion der CD8-positiven RSV-spezifischen T-Zellen

Um eine weitere Charakterisierung der RSV-spezifischen T-Zell-Antwort nach Impfung
vorzunehmen, wurde auch der Anteil an RSV-spezifischen CD8-positiven T-Zellen bestimmt.
Hierbei fand sich kein signifikanter Anstieg an mit dem RSV-Peptidmix stimulierten T-Zellen
durch die Impfung ebenso wenig wie eine signifikante Anderung des Anteils an Patientinnen
mit CD8-positiven Zellen oberhalb des Detektionslimits, da dieser Anteil in allen Gruppen
weitgehend unterhalb des Detektionslimits lag (p =0,29). Durch die Zugabe von SEB konnte
eine adaquate polyklonale Stimulation der CD8-positiven aktivierten T-Zellen erreicht werden
ohne dass signifikante Unterschiede zwischen der Messung vor und nach RSV-Impfung
auftraten. Der Anteil der Patientinnen, welche RSV-spezifische CD8-T-Zellen oberhalb des
Detektionslimits boten, lag vor der Impfung bei 12% und belief sich nach der Impfung auf

unverandert 15% (Abbildung 1).

5.1.4 Humorale Impfinduktion der RSV-spezifischen IgG und IgA

Erganzend zur Betrachtung des Effekts der RSV-Impfung auf zellularer Ebene erfolgte eine
Messung des humoralen Impfansprechens mit Bestimmung der RSV-spezifischen
Immunglobuline vom Typ IgG. Ferner erfolgte eine Bestimmung der RSV-spezifischen
Immunglobuline vom Typ IgA im longitudinalen Verlauf bei den ersten 25 Patientinnen. Hier
fand sich ein signifikanter Anstieg durch die Impfung in den semiquantitativen relativen
Einheiten zum Kalibrator fir IgG (p<0,0001) und IgA (p= 0,03). Die Rate der Seropositiven
zeigte sich jedoch unverdndert und belief sich bei IgG vor der Impfung auf 100% und nach der
Impfung auf 100% und bei IgA vor der Impfung auf 47% und nach der Impfung auf 64%
(Abbildung 2).
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Abbildung 2 Verhalten der RSV-spezifischen IgG und IgA-Spiegel nach RSV-Impfung (A) Vergleich der
relativen Konzentrationen der RSV-spezifischen IgG vor (pre) und 14 Tage nach (post) Impfung mit Arexvy mit den
darunter bezifferten Seropositivitatsraten und deren Vergleichsdarstellung (B) Vergleich der relativen
Konzentrationen der RSV-spezifischen IgA vor (pre) und 14 Tage nach (post) Impfung mit Arexvy mit den darunter
bezifferten Seropositivitdtsraten und deren Vergleichsdarstellung. Die gestrichelte Linie markiert die vom Hersteller
empfohlene Seropositivitatsmarke. Punkte zeigen einzelne Patientinnen an. Die Balken stellen Mediane mit den
zugehorigen Interquartilsabstdnden dar. Die Saulen zeigen die mittlere Positivitatsrate mit der zugehorigen
Standardabweichung. Unterschiede wurden berechnet mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. g,
Immunglobulin; RSV, respiratorisches Synzytial-Virus;

5.1.5 Impfspezifische humorale Induktion der RSV-F-spezifischen IgG

Da der Impfstoff Arexvy auf dem F-Prafusions-Protein von RSV basiert, wurde nachfolgend das
spezifische humorale Impfansprechen getestet indem die F-spezifischen Immunglobuline vor
und nach Impfung mittels ELISA miteinander verglichen wurden. Hierbei zeigte sich eine

robuste und signifikante Induktion der Antikdrpertiter mit einem mittleren Anstieg um das
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11,8-fache (p<0,0001). Die Rate an Seropositiven betrug vor Impfung 64 % und nach der
Impfung 89% entsprechend einem signifikanten Anstieg (p<0,0001) (Abbildung 3).
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Abbildung 3 Verhalten der impfinduzierten RSV-Fusionsprotein-F-spezifischen 1gG-Spiegel nach RSV-
Impfung. Vergleich der relativen Konzentrationen der RSV-spezifischen F-IgG vor (pre) und 14 Tage nach (post)
Impfung mit Arexvy mit den darunter bezifferten Seropositivitatsraten und deren Vergleichsdarstellung. Die
gestrichelte Linie markiert die vom Hersteller empfohlene Seropositivitdtsmarke. Punkte zeigen einzelne
Patientinnen an. Die Balken stellen Mediane mit den zugehd&rigen Interquartilsabstdnden dar. Die Sdulen zeigen die
mittlere Positivitdtsrate mit der zugehdrigen Standardabweichung. Unterschiede wurden berechnet mit dem
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Ig, Immunglobulin; RSV, respiratorisches Synzytial-Virus;

5.1.6 Abnahme der Immunogenitat der RSV-Impfung mit zunehmendem CKD-Stadium
Betrachtet man nun die Gruppen im Einzelnen nach ihren klinischen CKD-Stadien entlang der
KDIGO-Einteilung, findet sich der durchschnittliche Anstieg der RSV-spezifischen CD4-
positiven T-Zellen am hochsten in der Gruppe der G3a-Patientinnen mit einer 9,4.-fachen
Induktion an RSV-spezifischen T-Zellen. In den Stadien G3b, G4 und G5 zeigt sich der Anstieg
jeweils um das 7,1-, 7,8- und 5-fache erhdht und nimmt somit numerisch mit steigendem CKD-
Stadium ab, ohne statistische Signifikanz zu erreichen. Gleichermalen zeigt sich eine nicht-
signifikante Tendenz hin zu einem weniger ausgeprdgten Anstieg der RSV-IgG-Titer mit

zunehmendem CKD-Stadium (p=0,06) (Abbildung 4).
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Abbildung 4 Relatives Verhalten der zelluliren und humoralen Immunogenitdt der RSV-Impfung in
Abhiangigkeit der CKD-Stadien (A) Vergleich des relativen Anstiegs der Frequenzen an RSV-spezifischen CD4-
positiven T-Zellen infolge der Impfung mit zunehmendem CKD-Stadium nach KDIGO. (B) Vergleich der relativen
Induktion der RSV-spezifischen IgG-Titer infolge der Impfung mit zunehmendem CKD-Stadium nach KDIGO. Die
Séulen stellen den geometrischen Mittelwert mit dem 95%-Konfidenzintervall dar. Unterschiede wurden berechnet
mit dem Kruskal-Wallis-Test. CD cluster of differentiation; /g, Immunglobulin; RSV, respiratorisches Synzytial-Virus

5.1.7 Eingeschriankte RSV-Impfimmunogenitat bei Dialysepatientinnen

Um eine detailliertere Aufschlisselung der Immunogenitat des RSV-Impfstoffs bei Patientinnen
mit CKD zu erzielen, wurden 15 Patientinnen mit einer intermittierenden Hamodialysetherapie
aus der hiesigen teilstationaren Dialyseabteilung eingeschlossen und deren zelluldre und
humorale Immunantwort vor und nach Impfung charakterisiert. Hierbei zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der RSV-spezifischen IgG mit jedoch weniger starkem Anstieg als bei den
Nichtdialysepatientinnen (p= 0,027). Bereits vor der Impfung fand sich ein signifikant héherer
RSV-IgG-Titer bei den Patientinnen unter intermittierender Hamodialyse (p = 0,01) bei
unverandert hoher Seropositivitait von 100%. Zelluldr fand sich ebenfalls bei den
Hamodialysepatientinnen ein signifikant hoherer Anteil der Patientlnnen bereits vor der
Impfung oberhalb vom Detektionslimit (p= 0,02). Bei beiden Gruppen konnte eine signifikante
Induktion an RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen nach Impfung erreicht werden, wobei
der relative zellulare Anstieg bei den Nicht-Dialyse-Patientinnen signifikant hoher ausfiel als

bei den Dialysepatientinnen (p= 0,04) (Abbildung 5).
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Abbildung 5 Charakterisierung der Immunogenitit der RSV-Impfung bei CKD-Patientlnnen unter
intermittierender Hamodialysetherapie. (A) Vergleich der absoluten Frequenzen der RSV-spezifischen CD4-
positiven T-Lymphozyten vor (pre) und 14 Tage nach (post) Impfung bei Patientinnen unter intermittierender
Hamodialyse (HD) im Vergleich zu CKD-Kontrollen (nonHD) mit den darunter bezifferten Positivitatsraten. (B)
Vergleich des relativen Anstiegs der Frequenzen an RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen bei Patientinnen mit
und ohne intermittierende Hamodialyse (C) Vergleich der relativen Induktion der RSV-spezifischen IgG-Titer infolge
der Impfung in Abhangigkeit einer Dialysetherapie. Die Balken stellen den Median mit dem 95%-Konfidenzintervall
dar, die Saulen stellen den geometrischen Mittelwert mit dem 95%-Konfidenzintervall dar. Unterschiede wurden
bei gepaarten Gruppen mit dem Kruskal-Wallis-Test berechnet, bei ungepaarten Gruppen mit dem Mann-Whitney-
U-Test. CD cluster of differentiation; HD, Hdmodialyse; /g, Immunglobulin; RSV, respiratorisches Synzytial-Virus
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5.1.8 Reduzierte zellulire Immunogenitat bei Patientinnen unter medikamentéser
Immunsuppression
Da sich bei Patientinnen mit einer CKD zahlreiche mit immunologischer oder autoimmuner
Grunderkrankung finden, gibt es einen Anteil an Patientinnen mit dauerhafter oder kirzlich
zurlckliegender immunsuppressiver medikamentdser Therapie, sodass deren zellulares und
humorales Impfansprechen ausgewertet wurden. Nach Ausschluss der Patientinnen unter einer
intermittierenden Hamodialyse fand sich bei insgesamt 11 Patientinnen unter einer
bestehenden medikamentdsen Immunsuppression ein signifikant geringeres Ansprechen der
T-zellularen Impfantwort als bei Patientinnen ohne medikamentdse Immunsuppression (p=
0,048). Ebenso fand sich eine statistisch nicht signifikante Tendenz hin zu einem weniger
ausgepragten Anstieg der IgG-Titer unter medikamentdser Immunsuppression (p=0,53)

(Abbildung 6).
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Abbildung 6 Charakterisierung der Immunogenitdt der RSV-Impfung bei CKD-Patientinnen mit
medikamentdéser Immunsuppression. (A) Vergleich der absoluten Frequenzen der RSV-spezifischen CD4-
positiven T-Lymphozyten vor (pre) und 14 Tage nach (post) Impfung bei Patientinnen unter immunsuppressiver
Dauertherapie (IS) im Vergleich zu Nichtdialysepatientinnen ohne medikamentdse Immunsuppression (nonlS) mit
den darunter bezifferten Positivitatsraten. (B) Vergleich des relativen Anstiegs der Frequenzen an RSV-spezifischen
CD4-positiven T-Zellen bei Patientinnen mit und ohne medikamentdser Immunsuppression (C) Vergleich der
relativen Induktion der RSV-spezifischen IgG-Titer infolge der Impfung in Abhédngigkeit einer medikament&sen
Immunsuppression. Die Balken stellen den Median mit dem 95%-Konfidenzintervall dar, die Saulen stellen den
geometrischen Mittelwert mit dem 95%-Konfidenzintervall dar. Unterschiede wurden bei gepaarten Gruppen mit
dem Kruskal-Wallis-Test berechnet, bei ungepaarten Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test. CD cluster of
differentiation; IS, Immunsuppression; /g, Immunglobulin; RSV, respiratorisches Synzytial-Virus

5.1.9 Keine Unterschiede in der RSV-Immunogenitat bei fortgeschrittener CKD

Zur Charakterisierung der Immunogenitat von Arexvy bei CKD wurden die Patientinnen
nachfolgend unterteilt in eine fortgeschrittene CKD, gekennzeichnet durch eine eGFR
<30ml/min/1,73m? (entsprechend den Stadien G4 und G5 nach KDIGO) und eine weniger
fortgeschrittene CKD-Kohorte. Hierbei fand sich bei beiden Kohorten eine signifikante
Induktion an RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen in der Kurzzeitstimulation nach RSV-
Impfung. Es zeigte sich auBerdem kein signifikanter Unterschied im Ausmal3 des Ansprechens
der zellularen CD4-Antwort bei den G4/G5-Patientinnen im Vergleich zu G3-Patientinnen
(p=0,47). Bei den IgG-Konzentrationen zeigte sich ein ahnliches Muster dahingehend, dass die
Patientinnen mit fortgeschrittener CKD einen numerisch geringeren Anstieg der humoralen

Impfantwort hatten als Patientinnen mit einer hoheren eGFR (p=0,06) (Abbildung 7).

5.1.10 Geringere humorale impfspezifische Basisimmunitat bei Dialysepatientinnen und
Patientinnen unter medikamentéser Immunsuppression
Fir die weitere Betrachtung der impfspezifischen Basisimmunitit gegen RSV in den
verschiedenen CKD-Subgruppen erfolgte eine Differenzierung der F-Fusionsprotein-IgG-
Titerhohe und Seropositivitat innerhalb der unterschiedlichen Gruppen vor der Impfung, da
das F-Prafusionsprotein ein wesentliches immunogenes Epitop von RSV und Ziel der RSV-
Proteinimpfung mittels Arexvy darstellt. Hierbei fand sich ein signifikant niedrigerer IgG-Titer
bei den Patientinnen unter medikamentdser Immunsuppression (p=0,02). Gleichermal3en fand
sich bei den Patientinnen unter intermittierender Hamodialysetherapie ein numerisch

geringerer F-IgG-Titer, ohne statistische Signifikanz zu erreichen (p=0,07) (Abbildung 8).
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Abbildung 7 Charakterisierung der Immunogenitit der RSV-Impfung bei CKD-Patientinnen mit
fortgeschrittener und weniger fortgeschrittener CKD. (A) Vergleich der absoluten Frequenzen der RSV-
spezifischen CD4-positiven T-Lymphozyten vor (pre) und 14 Tage nach (post) Impfung bei Patientinnen im Stadium
CKD G4 oder G5 nach KDIGO (>G4) im Vergleich zu Patientinnen im Stadium G3a oder G3b nach KDIGO (G3) mit
den darunter bezifferten Positivitdtsraten. (B) Vergleich des relativen Anstiegs der Frequenzen an RSV-spezifischen
CD4-positiven T-Zellen bei Patientinnen mit fortgeschrittener CKD und der zugehdrigen Kontrolle (C) Vergleich der
relativen Induktion der RSV-spezifischen IgG-Titer infolge der Impfung bei fortgeschrittener CKD. Die Balken stellen
den Median mit dem 95%-Konfidenzintervall dar, die Saulen stellen den geometrischen Mittelwert mit dem 95%-
Konfidenzintervall dar. Unterschiede wurden bei gepaarten Gruppen mit dem Kruskal-Wallis-Test berechnet, bei
ungepaarten Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test. CD cluster of differentiation; /g, Immunglobulin; RSV,
respiratorisches Synzytial-Virus
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Abbildung 8 Charakterisierung der impfspezifischen humoralen Basisimmunitédt bei CKD-Patientinnen unter
intermittierender Himodialysetherapie oder medikamentéser Immunsuppression. (A) Vergleich der relativen
Konzentrationen der RSV-F-Fusionsprotein-spezifischen Immunglobuline vor der Impfung (pre) bei
Nichtdialysepatientinnen mit medikamentdser Immunsuppression (IS) sowie ohne (nonlS) (B) Vergleich der relativen
Konzentrationen der RSV-F-Fusionsprotein-spezifischen Immunglobuline vor der Impfung (pre) bei Patientinnen mit
intermittierender Dialysetherapie (HD) sowie den zugehdérigen Kontrollen (nonHD). Die gestrichelte Linie markiert die
vom Hersteller empfohlene Seropositivitdtsmarke. Punkte zeigen einzelne Patientinnen an. Die Balken stellen Mediane
mit den zugehdrigen Interquartilsabstdnden dar. Unterschiede wurden berechnet mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test. HD, Hdmodialyse; Ig, Immunglobulin; IS, Immunsuppression RSV, respiratorisches Synzytial-Virus;

5.1.11 Keine Unterschiede der zelluliren Immunogenitit zwischen Patientinnen mit
Autoimmunerkrankungen oder Diabetes mellitus
Es erfolgte eine weitere Einteilung der geimpften Patientinnen, ob ein Diabetes mellitus oder
eine autoimmune Grunderkrankung vorliegt. Nachfolgend wurde der relative Anstieg der RSV-
spezifischen CD4-positiven T-Lymphozyten in den verschiedenen Gruppen berechnet; Hierbei
fand sich kein signifikanter Unterschied in der zelluldren Impfantwort bei Patientinnen mit
Diabetes mellitus gegeniliber denjenigen ohne Diabetes mellitus (p= 0.33). Ebenfalls fand sich
kein unterschiedliches Ansprechen bei Patientinnen mit autoimmuner Grunderkrankung der

CKD im Vergleich zu nicht-autoimmunvermittelten Ursachen der CKD (p=0,7) (Abbildung 9).
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Abbildung 9 Darstellung der Immunogenitit der RSV-Impfung bei CKD-Patientinnen mit und ohne renale
Autoimmunerkrankung sowie mit und ohne Diabetes mellitus. (A) Vergleich des relativen Anstiegs der
Frequenzen an RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen bei Patientinnen mit und ohne renaler
Autoimmunerkrankung (B) Vergleich des relativen Anstiegs der Frequenzen an RSV-spezifischen CD4-positiven T-
Zellen bei Patientinnen mit und ohne begleitendem Diabetes mellitus. Die Saulen stellen den geometrischen
Mittelwert mit dem 95%-Konfidenzintervall dar. Unterschiede wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet.
CD cluster of differentiation; RSV, respiratorisches Synzytial-Virus

5.1.12 Signifikante inverse Korrelationen des Impfansprechens mit klinischen und
laborchemischen Parametern
Zur Klarung der Mechanismen einer veranderten zellularen und humoralen Immunogenitat bei
Patientinnen mit CKD erfolgte die standardisierte Erhebung klinischer Parameter, welche mit
der CKD oder ihrer Progression in Zusammenhang stehen. Korreliert man nun den relativen
Anstieg der RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen mit der Urin-Albumin-Kreatinin-Ratio
zum Zeitpunkt der Impfung, findet sich eine statistisch signifikante inverse Korrelation mit
moderater Effektstarke (Spearman-Koeffizient r = -0,278, p=0,029). Ein vergleichbares Resultat
zeigt sich im humoralen Impfansprechen, gemessen am Anstieg der RSV-spezifischen I1gG-
Titer, nach Korrelation mit der UACR (Spearman-Koeffizient r= -0,261, p=0,03). Gleichermal3en
findet sich eine signifikante inverse Korrelation zwischen dem Serum-CRP als MaB der
begleitenden systemischen Inflammation und dem zelluldren Impfansprechen (Spearman-
Koeffizient r= -0,256, p= 0,04). Auch der Serumharnstoff als renaler Retentionsparameter und

Surrogatmarker fir eine Uramie fand sich mit geringer Effektstarke signifikant invers korreliert
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UACR [mg/d]

mit dem humoralen Impfansprechen. (Spearman-Koeffizient r = -0,265, p= 0,02). Ahnlich zum

Verlauf anhand der klinischen CKD-Stadien nach KDIGO erfolgte eine Korrelation des

humoralen Impfansprechens an die errechnete Kreatinin-GFR, welches sich statistisch

signifikant positiv korreliert fand (Spearman-Koeffizient r=0,3, p=0,01). (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Korrelation des zelluldren und humoralen Impfansprechens mit klinischen KenngréBen der
CKD (A) Lineare Korrelation zwischen dem zellularen Impfansprechen, gemessen am relativen Anstieg der RSV-
spezifischen CD4-positiven T-Zellen, und der Urin-Albumin-Kreatinin-Ratio (UACR) (B) Lineare Korrelation zwischen
dem humoralen Impfansprechen, gemessen am relativen Anstieg der RSV-spezifischen IgG, und der Urin-Albumin-
Kreatinin-Ratio (UACR) (C) Lineare Korrelation zwischen dem zelluldren Impfansprechen, gemessen am relativen
Anstieg der RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen, und dem Serum-CRP (D) Lineare Korrelation zwischen dem
humoralen Impfansprechen, gemessen am relativen Anstieg der RSV-spezifischen 1gG, und der
Serumharnstoffkonzentration (Urea) (E) Lineare Korrelation zwischen dem humoralen Impfansprechen, gemessen
am relativen Anstieg der RSV-spezifischen I1gG, und der errechneten glomerularen Filtrationsrate (eGFR). Die Punkte
stellen einzelne Patientinnen dar. Die Gerade und begleitend gestrichelten Linien stellen die mittlere projizierte
lineare Regression mit 95%-Konfidenzintervallen dar. Korrelation und Darstellung wurden mittels Spearman-
Rangkorrelationskoeffizienten ermittelt. CD cluster of differentiation, CRP, C-reaktives Protein; eGFR, errechnete
glomerulare Filtrationsrate; /g Immunglobulin; RSV, respiratorisches Synzytial-Virus; UACR, Urin-Albumin-Kreatinin-
Ratio

5.1.13 Reaktogenitat der RSV-Impfung bei CKD-Patientinnen

Nach der RSV-Impfung wurde bei allen Patientinnen anhand eines standardisierten
Fragebogens die Reaktogenitat mittels selbstberichteten unerwiinschten Wirkungen binnen
der ersten 14 Tage erfasst. Es fand sich bei 35% aller Patientinnen keine berichteten Ereignisse.
Bei 60% aller Patientinnen fanden sich lokale Reaktionen wie transiente Schmerzen oder eine
Schwellung an der Einstichstelle, wahrend 23% aller Patientinnen Uber systemische
Beschwerden innerhalb der ersten zwei Wochen berichteten. Hiervon wurden vorwiegend
Arthralgien, Myalgien, Fatigue oder erhohte Korpertemperatur berichtet. Es traten keine Falle
auf, in welchem die Symptome Uber zwei Wochen hinaus persistierten. Zur Prifung, ob
Reaktogenitat und zellulare Immunogenitat zusammenhangen, wurde der relative Anstieg der
RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen der Patientinnen mit und ohne Auftreten von
unerwiinschten Ereignissen miteinander verglichen. Hierbei fanden sich keine Unterschiede im
AusmalB der zellularen Impfantwort bei einer nichtsignifikanten Tendenz zu einer verstarkten
Reaktion in der Gruppe der Patientinnen, bei welchen systemische Nebenwirkungen berichtet

wurden (p=0,07) (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Reaktogenitdt der RSV-Impfung bei CKD-Patientinnen (A) Darstellung der mittels standardisiertem
Selbstfragebogen erhobenen relativen Haufigkeiten einer lokalen (local), systemischen (systemic) oder sowohl lokal als auch
systemischen (both) Nebenwirkungen binnen 14 Tage der RSV-Impfung mit Arexvy. (B) Vergleich des relativen Anstiegs der
Frequenzen an RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen bei Patientinnen mit und ohne selbstberichteter lokaler oder
systemischer Reaktion auf die Impfung (C) Relative Haufigkeit der systemischen Nebenwirkungen sowie deren Differenzierung in
die genannte Symptomatik. Relative Haufigkeiten sind als % angegeben. Die Saulen stellen den geometrischen Mittelwert mit
dem 95%-Konfidenzintervall dar. Unterschiede wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. CD cluster of differentiation;
RSV, respiratorisches Synzytial-Virus

51



6 Diskussion

Aufgrund der fehlenden direkt antiviralen Therapien gegen RSV sind insbesondere
Risikogruppen wie chronisch nierenkranke Patientinnen und/oder Patientinnen unter
medikamentdser Immunsuppression einem hohen Risiko schwerer Verldufe ausgesetzt. Nach
der kirzlichen Zulassung eines RSV-Totimpfstoffs zur Pravention schwerer Verlaufe durch die
STIKO im August 2024 gibt es bislang kaum Daten zur Immunogenitat und Reaktogenitat der
RSV-Impfung bei Patientinnen mit verschiedenen Formen und Stadien der CKD. Ziel dieser
Arbeit ist es, das zelluldre und humorale Impfansprechen auf die RSV-Impfung mittels Arexvy
bei Patientinnen mit chronischer Nierenkrankheit sowie das Ausmaf des Impfansprechens in
Abhangigkeit der klinischen Verlaufe und paraklinischen Parameter sowie in speziellen
Subgruppen der CKD-Kohorte zu erfassen und Sicherheitsdaten der RSV-Impfung bei CKD-

Patientlnnen zu erheben.

6.1 Studienkollektiv

Abseits von der bislang im Vordergrund gestandenen Morbiditat und Mortalitat einer RSV-
Erstinfektion im Sauglingsalter ist in den letzten Jahren zunehmend erkannt worden, dass RSV-
assoziierte untere Atemwegsinfektionen bei alteren Patientinnen und Patientinnen mit
chronischen Erkrankungen wesentlich zu vermehrten Krankenhauseinweisungen und zur

Mortalitat beitragen [11,46,52].

Das Patientinnenkollektiv in dieser Arbeit weist ein mittleres Alter von 74,7 Jahren auf bei einer
tiber alle Gruppen ermittelten medianen eGFR von 30ml/min/1,73m? und bildet somit eine
klassische Hochrisiko-Kohorte fir die Entwicklung von RSV-assoziierten unteren
Atemwegsinfektionen ab und zeigte sich vergleichbar mit anderen Datensatzen zu CKD-
Patientlnnen [86]. Patientinnen wurden Uber die klinischen Stadien G3a bis G5 nach KDIGO
klassifiziert und fanden sich darin ausgeglichen verteilt ohne signifikante Unterschiede
hinsichtlich Alter, Geschlecht oder Unterschieden in der Lymphozytenzahl. Es bestand eine
nicht-signifikante Tendenz zu einem erhdhten Anteil an Monozyten aus dem peripheren Blut
bei Patientinnen im Stadium G5 bzw., G5d, welche bereits in der Literatur vorbeschrieben
wurde und einer vermehrt aktivierten und proinflammatorischen Subpopulation zugeschrieben
werden kann [98]. Im untersuchten Kollektiv fand sich vergleichbar zur Literatur eine mediane

Pravalenz eines zugrundeliegenden oder begleitenden Diabetes mellitus bei 38,7% [37].
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Zusatzlich fand sich bei 34,7% aller Patientinnen eine autoimmunologische Grunderkrankung
und innerhalb dieser standen aktuell 15% (n=11) Patientlnnen unter einer anhaltenden

medikamentdsen Immunsuppression.

6.2 Signifikante impfinduzierte Induktion der CD4-positiven RSV-spezifischen T-Zellen

Im vorliegenden Kollektiv fand sich vor Impfung bei 48% aller Patientinnen RSV-spezifische
CD4-positive T-Zellen oberhalb des Detektionslimits, welche durch die Impfung mit Arexvy auf
97% signifikant anstiegen. Die zellulare Immunantwort spiegelte sich auch in der absoluten
Frequenz der RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen wider, welche nach der Impfung
signifikant induziert wurde. Aus Studien an gesunden erwachsenen Probandinnen mit RSV-
Infektion ist bekannt, dass das MaB an proliferativen und aktivierten RSV-spezifischen CD4-T-
Zellen mit der Viruselimination koinzidiert und sich durch eine vermehrte Interferon-y-
Expression kennzeichnet [47]. Ferner konnte in einer Kohorte aus padiatrischen Patientinnen
gezeigt werden, dass RSV auch CD4-positive und CD8-positive T-Zellen selbst infizieren kann
und hierbei die Interferon-y-Produktion beeintrachtigt, was sich signifikant mit der
Symptomlast korrelieren lieB [106]. Auch bei lungentransplantierten Patientinnen konnte durch
die RSV-Impfung eine CD4-positive T-Zell-Antwort mit Zytokinsekretion innerhalb von 2
Monaten beobachtet werden [50]. Die Bestimmung virusspezifischer CD4-positiver Zellen mit
intrazellularer Akkumulation von Interferon-y wurde in zahlreichen in vitro Modellen von
Viruserkrankungen als Marker der zellularen Immunitat herangezogen und konnte
beispielsweise in einer Kohorte aus nierentransplantierten Patientinnen am Beispiel der
Zytomegalievirus-Infektion (CMV) direkt mit der Viruslast korreliert werden [125]. Zur internen
Positivkontrolle fand sich der Anteil an polyklonal stimulierten CD4-positiven T-Zellen nach
Stimulation mit SEB deutlich erhodht, durch die RSV-Impfung im longitudinalen Vergleich
jedoch unbeeintrachtigt. Hieraus folgt, dass der Anstieg der antigenspezifisch nachweisbaren
CD4-positiven T-Zellen infolge der Impfung deren Immunogenitat widerspiegelt und sich
moglicherweise auf einen zelluldren Infektionsschutz Ubertragen lasst. Neben dem F-
Fusionsprotein-basierten impfinduzierten Anstieg der RSV-spezifischen CD4-positiven T-
Zellen lasst sich ein weiterer Effekt der Impfung mittels Arexvy auf deren Adjuvans ASOTe
zurtickflhren. Es wurde gezeigt, dass das Liposom-basierte ASO1-System die Impfreaktion auf
das zugeflhrte Peptid verstarkt, indem es das angeborene Immunsystem in primar

drainierenden Lymphknoten verstarkt und somit eine adaptive Immunantwort prakonditioniert
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[115]. Konkret konnte gezeigt werden, dass in den an den Lymphknotensinus angelagerten
Makrophagen, Monozyten und dendritischen Zellen ASO1 aufgenommen wird und eine
Reifung und Sekretion proinflammatorischer Zytokine und hierdurch eine lokale Proliferation
der CD4-positiven T-Zellen vermittelt [133]. Ferner bewirken die Inhaltsstoffe des ASO7Te-
Systems, dass die zytotoxische Aktivitat von CD8-positiven T-Zellen gesteigert wird und die
Interferon-y-Sekretion mononuklearer Zellen stimuliert [93]. Neben den direkten Effekten auf
die Entwicklung von RSV-assoziierten unteren Atemwegsinfektionen gibt es auBerdem erste
Berichte Uber pleiotrope Effekte der proteinbasierten Impfung. So wurde kiirzlich ein Bericht
publiziert, welcher ein geringeres Risiko flr die Entwicklung einer demenziellen Erkrankung
infolge der RSV- oder der VZV-Impfung beobachtet hat und diesen Effekt auf das Adjuvans-
System ASO1 zurtickfihrt [138].

6.3 Keine Induktion der CD8-positiven RSV-spezifischen T-Zellen

Anders als bei der Reaktion der RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen fand sich kein
signifikanter Effekt auf die aktivierten RSV-spezifischen CD8-positiven T-Zellen durch die
Impfung mit Arexvy. Hinsichtlich des Anteils an Patientinnen mit RSV-spezifischen CD8-
positiven T-Zellen fand sich kein Unterschied vor und nach Impfung bei einem Hintergrund-
Detektionslimit von 0,06% aller CD8-positiven T-Zellen. Dies ist Gibereinstimmend mit Berichten
der Immunogenitat von Arexvy aus den Zulassungsstudien sowohl in adjuvantierter als auch
nicht-adjuvantierter Form [78,122]. Vergleichbar fand sich kein Effekt auf das AusmaB der
SARS-CoV-2-spezifischen CD8-positiven T-Zellen nach einer Impfung mit NVX-CoV2373,
einem proteinbasierten Impfstoff gegen das Spike-Protein [55,154] sowie kein Ansprechen der
VZV-spezifischen CD8-positiven T-Zellen nach Impfung mit HZ/su, einem proteinbasierten
Impfstoff gegen das Glykoprotein E (gE) von VZV [28,77]. Dieser bei proteinbasierten
Impfstoffen bekannte und in den vorliegenden Daten reproduzierbare Effekt ist damit
erklarbar, dass die verabreichten Protein-Einheiten von antigenprasentierenden Zellen
phagozytiert und nachfolgend Peptidsequenzen tiber den MHC-Klasse-II-Rezeptor prasentiert
werden, welche primar Gber CD4-positive T-Zellen zu einer Immunreaktion fiihren. Die fiir eine
CD8-positive T-Zell-Reaktion notwendige intrinsische Prasentation tUber den MHC-Klasse-I-
Komplex wird hierdurch weniger stark induziert, wahrend dies beispielsweise bei Vektor- oder
mRNA-basierten Impfstoffen, bei denen eine endogene zelluldre Proteinsynthese stattfindet,

deutlich starker ausfallt [81]. Analog zur Messung der RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen
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erfolgte eine interne Positivkontrolle mittels Zugabe von SEB in der Kurzzeitstimulation, welche

eine adaquate CD8-Antwort ohne unterschiedliche Effekte durch die Impfung zeigte.

6.4 Signifikante quantitative humorale Impfinduktion gegen RSV ohne Anderung der

Seropositivitat

Neben der zellularen Komponente der Immunogenitdt der RSV-Impfung wurde bei den
Patientinnen mit CKD eine humorale Charakterisierung des Impfansprechens vorgenommen.
Hierbei fand sich bereits vor der Impfung bei 100% aller Patientinnen ein seropositiver RSV-
pan-spezifischer IgG-Spiegel von im Median 110 RU/ml. Dieses hohe MalB an Seropositiven
innerhalb der CKD-Kohorte spiegelt eine frihere Exposition mit RSV wider und steht im
Einklang mit anderen Berichten einer sehr hohen Seropravalenz bei erwachsenen Patientinnen
[101,141] Durch die Gabe von Arexvy fand sich zwei Wochen nach Impfung der Anteil an IgG-
Seropositiven bei 100% erwartungsgemal3 unverdandert hoch, wahrend die quantitative
Betrachtung eine Steigerung der relativen Spiegel um durchschnittlich 24% bewirkten.
Begleitend fand sich bei der Bestimmung der RSV-pan-spezifischen IgA-Ratio ein Anstieg von
im Median 0,8 auf 1,1 relativ zum Kalibratorserum — gleichzeitig fand sich hier der Anteil der
Seropositiven jedoch bei 47% deutlich niedriger und nach Impfung bei 64% ohne signifikanten
Anstieg in der Seropositivitat. Dies ist im Einklang mit friiheren Berichten Uber die Serokinetik
bei RSV-Infektionen [35]. In einem humanen RSV-Infektions-Modell durch intranasale
Inokulation konnte gezeigt werden, dass der nasale Titer an IgA infolge einer Infektion ansteigt,
binnen 6 Monaten wieder auf seinen Ausgangswert absinkt und der Basistiter signifikant mit
einem Infektionsschutz korreliert, wahrend sich durch die lokale Inokulation kein relevanter
Anstieg der Serum-IgA-Titer beobachten lieB [48]. In einer alteren Beobachtungsstudie wurde
auBerdem eine Assoziation zwischen der Antikorpertiterhdhe gegen RSV und dem klinischen
Auftreten einer RSV-Bronchiolitis bei Sauglingen festgestellt, sodass bei symptomatischen
RSV-Infektionen eine Tendenz zu einem hoheren Antikdrperaufbau beobachtet werden konnte
[132]. Zusammenfassend deuten die humoralen Daten im Querschnitt auf eine hohe
Seropravalenz und das longitudinale Ansprechen durch die RSV-Impfung auf eine adaquate

Stimulation mit daraus inferierbar besserer Immunitat gegen schwere klinische Verlaufe hin.
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6.5 Impfspezifischer Anstieg der F-lmmunglobuline bei allen Gruppen

In den letzten Jahren ist zunehmend der Fokus einer RSV-Impfstrategie auf das Prafusions-F-
Protein als immunogenes Epitop gesetzt worden [90]. Dementsprechend erfolgte bei dem
Patientenkollektiv mit CKD eine Einschatzung der RSV-F-spezifischen IgG-Titer vor und nach
Impfung. Hierbei fand sich bei 64% der Patientinnen eine Seropositivitat vor Impfung, welche
nach der Impfung signifikant auf 89% anstieg. Die quantitative Betrachtung ergab ahnlich wie
die Daten zu den pan-spezifischen Immunglobulinen einen mittleren Anstieg der RSV-F-IgG-
Spiegel um das 11,8-fache durch die RSV-Impfung. Aus Beobachtungsdaten zum Serostatus
gegen F-1gG zeigt sich ein vergleichbares Bild mit einem Infektions-assoziierten Anstieg der F-
Antikorpertiter und der saisonalen Natur eines RSV-Infektion [107,116]. GleichermaBen konnte
in einer Querschnittsstudie aus den Niederlanden gezeigt werden, dass die Serum-F-IgG-
Spiegel innerhalb der ersten zwei Lebensjahre zunachst binnen der ersten Lebensmonate
abfallen infolge des Absinkens der maternalen Antikdrper, nachfolgend infektionsassoziiert
ansteigen und Uber das Leben hinweg stabil bleiben [12]. Es wurde auBerdem gezeigt, dass die
Serum-F-IgA-Spiegel gegen RSV bei Kindern innerhalb der ersten zwei Lebensjahre als
Biomarker fir eine stattgefundene RSV-Infektion dienen kdnnen [94]. In einer kleinen Kohorte
aus Patientlnnen mit Zustand nach Organtransplantation fand sich ferner ein Anstieg der RSV-
F-spezifischen IgG- und IgA-Spiegel innerhalb von 4 Wochen nach der RSV-Impfung und lie3
sich signifikant an die neutralisierende Antikdrperaktivitat korrelieren [74]. Der Anstieg der F-
IgG-Titer fand sich bei einem Grof3teil einer weiteren Kohorte an transplantierten Patientinnen
durch eine Impfung signifikant induziert und tiber 6 Monate hinweg stabil, wahrend Altere und
Patientinnen mit héherer Immunsuppression eine Tendenz zu weniger hohen Titern boten [49].
In einem experimentellen Modell zur Testung der Evolution des F-Proteins als MaB der
Adaptabilitat von RSV gegen eine humorale Immunantwort konnte gezeigt werden, dass trotz
einer gewissen Kaschierung gegeniiber monoklonalen Antikdrperepitopen die Zugabe von
humanen Serumproben mit darin enthaltenen polyklonalen RSV-Antikdrpern die
neutralisierende Antikorperaktivitat erhalten bleibt [128]. Genauso konnte gezeigt werden,
dass eine Coadministration der Impfung gegen RSV mit einer Impfung gegen SARS-CoV-2
und/oder Influenza eine gleiche humorale Immunogenitdt hinsichtlich der Aktivitat

neutralisierender Antikorper bot [97].
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6.6 Schwiachere immunologische Impfreaktion mit zunehmendem CKD-Stadium

Neben der Betrachtung der zelluldren und humoralen Impfantwort tber die gesamte Kohorte
an Patientinnen mit CKD erfolgte eine weitere Unterteilung anhand der klinischen Stadien. So
findet sich in der vorliegenden Kohorte sowohl beim zelluldren als auch beim humoralen
Impfansprechen eine Tendenz zu einer geringeren Immunantwort, ohne statistische Signifikanz
zu erreichen mit einem am starksten ausgepragten Effekt bei den fortgeschrittenen CKD-
Stadien. Der Effekt einer eingeschrankten Immunantwort auf Impfungen bei CKD-Patientinnen
ist bereits in anderen Arbeiten charakterisiert worden, insbesondere mit Augenmerk auf die
Impfungen gegen SARS-CoV-2, Hepatitis B, Influenza, Herpes Zoster und Pneumokokken
[8,65,73,88,155]. So fand sich beispielsweise bei Patientinnen mit einer fortgeschrittenen CKD
eine signifikant schwachere Antikorperbildung infolge einer Hepatitis B-Impfung [36,75].
Ebenso fand sich bei Patientinnen mit CKD nach einer Pneumokokkenimpfung ein schnelleres
Abfallen der Antikorpertiter, einhergehend mit einer signifikant gesteigerten Mortalitat bei
CKD-Patientinnen mit Pneumonie [111,134,145]. Fur die jahrliche Influenza-Impfung wurde bei
Patientinnen mit Diabetes mellitus Typ 2 und begleitender CKD gezeigt, dass die humorale
Impfantwort im Vergleich zu Diabetikern ohne CKD etwas geringer ausfdllt und die
Antikorpertiter ebenfalls rascher abfallen [53]. Aus den Zeiten der SARS-CoV-2-Pandemie
wurde gezeigt, dass Patientinnen mit CKD sowie Hamodialysepatientinnen und
Nierentransplantierte ein stark erhohtes Risiko fir die Entwicklung eines schweren oder
lebensbedrohlichen Verlaufs von COVID-19 haben und zeitgleich deren humorales Ansprechen
auf einen der verfligbaren mRNA-Impfstoffe weniger lang und robust nachweisbar sind [105].
Hinsichtlich dem zelluldren Impfansprechen fand sich ebenfalls mit zunehmendem
Fortschreiten der CKD sowie bei Patientinnen nach Nierentransplantation eine verringerte IFN-
y-produzierende T-Zell-Antwort begleitend mit einer spateren und geringeren
Serokonversionsrate gegeniiber gesunden Kontrollen [118]. Zusammenfassend findet sich bei
Patientinnen mit CKD ein eingeschranktes Impfansprechen, insbesondere hinsichtlich der

Robustheit von Antikdrperantworten auf verschiedene virale Erreger-

6.7 Eingeschranktes Ansprechen bei intermittierender Hamodialyse bei hoheren

Basisnachweisen

Analog zur Charakterisierung der Immunogenitdt von Arexvy bei ambulanten CKD-

Patientinnen erfolgte die Messung des zellularen und humoralen Impfansprechens bei
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Patientinnen unter einer intermittierenden Hamodialysetherapie. Hierbei fand sich — deutlicher
als in der ambulanten CKD-Kohorte — eine signifikante Reduktion im zellularen Ansprechen
gegeniber den Nichtdialysepatientinnen (p= 0,04). Dies war begleitet von einer signifikant
geringeren Steigerung des RSV-spezifischen IgG-Spiegels bei jedoch unverandert hoher
Seropositivitat. Zusatzlich fand sich bei den Hamodialysepatientinnen bereits vor der Impfung
ein signifikant gesteigerter RSV-IgG-Titer sowie ein hoherer Basisnachweis an RSV-spezifischen
CD4-positiven T-Zellen als Zeichen einer friiheren RSV-Exposition. Dies unterstreicht das
erhdhte Infektionsrisiko bei Dialysepatientinnen allein aufgrund der raumlichen Nahe zu
multimorbiden Mitpatientinnen wahrend der Dialysebehandlung. Da die Rekrutierung der
Patientinnen wahrend der RSV-Saison erfolgte und die Dialysepatientinnen monozentrisch am
Universitatsklinikum des Saarlandes in Homburg eingeschlossen wurden, kénnen hier
subklinische RSV-Infektionen, welche bei Studienteilnehmerlnnen zu einer vermehrten
Basisinduktion des Immunsystems gefiihrt haben, nicht ausgeschlossen werden. Ein dhnliches
Ergebnis eines verringerten impfspezifischen Effekts zeigt sich bei friiheren Betrachtungen
anderer Impfstoffe. Das eingeschrankte humorale Impfansprechen gegentiber beispielsweise
Hepatitis B bei Dialysepatientinnen im Vergleich zu gesunden Kontrollen mit einhergehend
héheren Infektionsraten ist seit Jahren bekannt und hat dementsprechende Hygienestandards
mit Boosterimpfungen hervorgebracht [26,27,156]. Es konnte ferner fir die
Tetanusimmunisierung gezeigt werden, dass es eine schlechtere Serokonversionsrate bei
Patientinnen mit fortgeschrittener CKD gibt sowie bei Hdmodialysepatientinnen [41]. Selbiges
konnte bei Himodialysepatientinnen nach einer Influenza-Impfung bestatigt werden [14]. Auf
zellularer Ebene fand sich bei Hdmodialysepatientinnen nach Impfung ein rascherer Abfall der
Influenza-spezifischen CD4-positiven T-Zellen als Zeichen der relativen zelluldren
Immundefizienz in dieser Gruppe [126]. Es konnte ferner gezeigt werden, dass CKD-
Patientinnen gegeniber einer Vergleichskohorte eine hohere Inzidenz fir die Entwicklung
eines Herpes Zoster aufweisen mit weiter erhohtem Risiko fir Dialysepatientinnen und
Nierentransplantierte [81]. Begleitend findet sich eine geringere Antikdrperantwort zusammen
mit einem schnelleren Abfallen der Antikorpertiter bei Hamodialysepatientinnen infolge der
VZV-Impfung [56]. Ebenso konnte ein vermindertes Ansprechen der zelluldren Immunitat
anhand einer geringeren Induktion an IFN-y-produzierenden CD4-positiven T-Zellen infolge
einer Impfung gegen SARS-CoV-2 bei Patientinnen unter einer intermittierenden

Hamodialysetherapie beobachtet werden [34].
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6.8 Eingeschranktes Ansprechen durch medikamentose Immunsuppression

Zahlreiche Patientinnen mit CKD sind von autoimmunologischen Grunderkrankungen
betroffen und erhalten daher eine anhaltende medikamentdse Immunsuppression — allen
voran Patientlnnen mit einem Zustand nach Nierentransplantation [66]. So bestand auch in
dieser Arbeit eine Kohorte aus Patientinnen mit CKD unter einer medikamentdsen
Immunsuppression, flr die sich ein signifikant geringeres zelluldres Ansprechen der RSV-
spezifischen CD4-positiven T-Zellen fand (p=0,048) mit einer nicht-signifikanten Tendenz hin
zu einem geringeren quantitativen Ansteigen der RSV-spezifischen IgG. Dies ist beispielsweise
der Heterogenitdt der medikamentdsen Immunsuppressiva zuzuordnen, da es sich zum Teil
um klassische B-Zell-depletierende Antikdrpertherapien handelt, von welchen eine stark
eingeschrankte humorale Immunantwort bekannt ist [144]. Insbesondere findet sich diese
reduzierte humorale Immunantwort mit geringeren Serokonversionsraten auch bei Impfungen
wie beispielsweise bei der SARS-CoV-2-Impfung, fiir welche sich bei nierentransplantierten
Patientinnen ein besseres humorales Ansprechen beispielsweise durch vorlibergehendes
Pausieren der Antimetabolit-Therapie gezeigt hat [7,10,30,63,120]. Eine weitere Subgruppe der
Patientinnen mit medikamentdser Immunsuppression erhielt eine Therapie mit
Komplementinhibitoren. Deren Effekte auf die zellulare und humorale Immunogenitat von
Impfstoffen sind bislang kaum charakterisiert; Aus ersten grundlagenwissenschaftlichen
Studien ist bekannt, dass beispielsweise die Gabe eines C3b-Inhibitors die
Komplementaktivierung und humorale Immunreaktion auf Adenovirus-Vektoren reduziert, was
als mogliche Impfplattform Folgen im Impfansprechen haben kann [92,129]. Gleichzeitig kann
die neutralisierende Aktivitat von Antikdrpern unter einer Therapie mit Komplementinhibitoren
reduziert werden und so spielt das Komplementsystem im Verlauf zahlreicher
Viruserkrankungen wie beispielsweise Influenza eine wichtige Rolle in der Entwicklung einer
entsprechenden T-Zell- und Gedachtnis-T-Zell-Antwort [43,69]. Die Immunogenitat des RSV-
Impfstoffs auf humoraler und zelluldrer Ebene wurde bereits bei Patientinnen mit Zustand nach
Nierentransplantation charakterisiert und fand hierbei eine signifikante Induktion von RSV-
spezifischen CD4-positivn T-Zellen und Immunglobulinen nach der Impfung [58]. Begleitend
fand sich jedoch in einer ersten Neigungswert-Kopplung (engl. Propensity-score matching) aus
einer retrospektiven amerikanischen Kohorte daraus kein Nachweis signifikanter Unterschiede

in der Inzidenz einer RSV-Infektion bei transplantierten Patientinnen [23]. Eine eingeschrankte
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humorale oder zelluldre Immunantwort ldsst dadurch nicht a priori auf einen klinischen Benefit
schlieBen, sodass das kritische Abwagen eines eingeschrankten zelluldren und/oder humoralen
Ansprechens auf Impfungen gegenlber der erhohten Infektanfalligkeit mit hoher
infektassoziierter Mortalitdt daher abhdngig von klinischen Einzelverlaufen und einer

individuellen Nutzen-Risiko-Abwagung ist.

6.9 Nicht-signifikant unterschiedliche Effekte bei fortgeschrittener CKD

Beim Vergleich des Impfansprechens auf die RSV-Impfung auf zellularer und humoraler Ebene
fand sich in der vorliegenden Kohorte bei der Stratifizierung nach fortgeschrittener, d.h. im
Stadium CKD G4 oder G5 nach KDIGO, chronischer Nierenkrankheit im Vergleich zu den
weniger fortgeschrittenen Stadien G3a und G3b bei beiden Gruppen eine signifikante
Induktion der RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen sowie der RSV-spezifischen IgG.
Zwischen den Gruppen zeigte sich eine nichtsignifikante Tendenz hin zu einem geringeren
zellularen und humoralen Ansprechen mit Fortschreiten der CKD, ahnlich wie es fir die
Patientinnen unter medikamentdser Immunsuppression oder unter intermittierender
Hamodialysetherapie beschrieben wurde. Dies ist im Einklang mit Berichten Uber die
angeborene und adaptive Immunantwort und reduzierte Immunogenitat von Impfungen bei
Patientinnen mit fortgeschrittener CKD. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass mit
zunehmender Verschlechterung der exkretorischen Nierenfunktion auch die Population an B-
Lymphozyten und dendritischen Zellen abnimmt [54,153]. Ferner fand sich bei Patientinnen mit
fortgeschrittener CKD eine vermehrte Expression von Apoptosemarkern in aktivierten T-
Lymphozyten, welche durch eine intermittierende Dialysetherapie weiter verstarkt wurde
[85,91]. Zusammenfassend besteht mit Zunehmen der CKD ein dysreguliertes adaptives

Immunsystem, welches eine Voralterung des T-Zell-Systems abbildet [13,33].

6.10 Signifikant reduzierte basale impfspezifische F-lgG-Nachweise in den CKD

Subgruppen

Nachdem die Impfung mit Arexvy auf das Prafusions-F-Protein gerichtet ist, erfolgte eine
Bestimmung der F-spezifischen Immunglobuline mit Einteilung nach den klinischen
Subgruppen. Hierbei fand sich bereits vor Impfung ein signifikant niedrigerer Titer an F-IgG bei
den Patientlnnen unter intermittierender Hamodialysetherapie sowie bei den Patientinnen

unter medikamentdser Immunsuppression im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen
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begleitend mit einer niedrigeren Rate an Seropositiven als Korrelat fiir eine eingeschrankte
Basisimmunitat mit erhohter Infektanfalligkeit gegenliber RSV. Aus einer longitudinalen
Kohortenstudie fand sich, dass die Hohe an Prafusions-F-IgG ein robustes Surrogat fir den
Schutz vor einer RSV-Infektion darstellt [116]. Aus einer weiteren Beobachtungsstudie fand sich
eine signifikante inverse Korrelation zwischen der Hohe der Serum-F-IgG-Titer und dem
klinischen Schweregrad einer RSV-Bronchiolitis bei Kindern [80]. Ferner wurde in einer
Nachbeobachtungsstudie zur Zulassungsstudie vom RSV-Impfstoff Abrysvo die humorale
Immunogenitat bei immunsupprimierten Patientinnen mit malignen Tumorerkrankungen und
Patientinnen unter einer Dialysetherapie gemessen. Hierbei fand sich ein signifikanter Anstieg

der neutralisierenden Antikdrperaktivitat gegentiber RSV [2].

6.11 Keine Unterschiede bei Diabetes oder Autoimmunitit

Um eventuell differenziell-additive Effekte auf die Immunogenitdt der RSV-Impfung durch
einen zugrundeliegenden Diabetes mellitus oder eine Autoimmunerkrankung zu betrachten,
erfolgte eine separate Einteilung der zellularen und humoralen Messungen. Hierin zeigte sich
kein signifikanter Unterschied im zellularen Impfansprechen zwischen den Gruppen mit und
ohne Diabetes sowie mit und ohne renal zugrundeliegender Autoimmunerkrankung. Analog
zu oben genannten Ergebnissen fand sich in einer prospektiven multizentrischen
Kohortenstudie kein unterschiedliches Ansprechen in der humoralen Immunantwort bei einer
Impfung gegen SARS-CoV-2 in Abhingigkeit des glykdmischen Zustands [17,130]. Ahnlich
fand sich die zelluldare Immunantwort bei Diabetikernnen infolge der mRNA-Impfung gegen
SARS-CoV-2 vergleichbar mit der von gesunden Kontrollpatientinnen [76]. Die funktionelle
Immunsuppression und erhéhte Infektsuszeptibilitat von Patientinnen mit Diabetes scheint
hier vor allem im Bereich der angeborenen zellularen und humoralen Immunantwort zu liegen
und einen weniger ausgepragten Effekt auf das adaptive Immunsystem zu bewirken [9,40].
Ebenfalls aus Daten zur Immunogenitat der SARS-CoV-2-Impfung fand sich bei Patientinnen
mit Autoimmunerkrankungen wie einer multiplen Sklerose, einem systemischen Lupus
erythematodes oder einer rheumatoiden Arthritis eine reduzierte humorale Impfantwort mit
geringeren Serokonversionsraten und niedrigeren Impftitern [3,31,151]. Dieser Effekt ist jedoch
stark davon beeinflusst, inwieweit eine immunsuppressive und/oder B-Zell-depletierende

Medikation vorliegt. Hinsichtlich der zelluldren Effekte auf die SARS-CoV-2-Impfung findet sich
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bei Patientinnen mit Autoimmunerkrankungen eine weitgehend erhaltene T-zellulére

Impfantwort [72,104,121,137].

6.12 Korrelation mit Proteinurie und anderen klinisch-prognostischen Parametern

Um das AusmaB des RSV-Impfansprechens an prognostische Parameter der CKD zu kniipfen
und eine individuelle Abschatzung des Impfansprechens zu ermoéglichen, wurden verschiedene
klinische Parameter mit der zellularen und humoralen Immunogenitat korreliert. Es fand sich
hierbei ein statistisch signifikanter, inverser linearer Zusammenhang zwischen dem zellularen
und humoralen Impfansprechen und der Urin-Albumin-Kreatinin-Ratio (UACR) mit einer
geringen bis moderaten Effektstarke. Ebenso fand sich eine signifikante negative Korrelation
der zellularen Impfantwort mit dem Serum-CRP. In Assoziation an die Immundysfunktion durch
eine subklinische Uramie findet sich ein signifikanter inverser Zusammenhang zwischen dem
Serumharnstoff als Surrogatparameter der renalen Retention und dem humoralen
Impfansprechen ebenso wie eine signifikante positive Korrelation zwischen der errechneten
Kreatinin-GFR und dem humoralen Impfansprechen. Es gibt nur sehr wenige Daten zum
humoralen und zelluldaren Impfansprechen in Abhangigkeit der Proteinurie und bei
spezifischen nephrologischen Krankheitsbildern wie Erkrankungen mit einem nephrotischen
Syndrom. In einer kleinen japanischen Kohortenstudie fand sich bei Patientinnen mit
nephrotischem Syndrom unter medikamentdser Immunsuppression ein signifikanter Anstieg
der Spike-Immunglobulintiter nach Impfung gegen SARS-CoV-2, obwohl diese niedriger
ausfielen als in anderen Berichten. Ebenso fand sich eine schwache aber signifikante Korrelation
zwischen dem gesamten Serum-IgG und der Hohe der Antikorpertiter nach Impfung [60]. In
einer weiteren Kohortenstudie fand sich bei 7 padiatrischen Patientinnen mit nephrotischer
Proteinurie ein weitgehend erhaltenes humorales Impfansprechen auf routinemaBige
Kinderschutzimpfungen wie Masern, Mumps, Roteln (MMR), Pneumokokken und Hepatitis B
[119]. Ferner konnten in einer kleinen padiatrischen Kohorte mit idiopatischem nephrotischen
Syndrom ohne Immunsuppression reduzierte Antikorpertiter gegen Hepatitis B und Tetanus
beobachtet werden bei gleichzeitig im Vergleich zu Kontrollen unveranderter Anzahl an
antigenspezifischen B-Zellen [22]. Eine der mdglichen Erklarungen fir eine geringere zellulare
Impfantwort bei steigender Proteinurie ist der zunehmende Verlust von Immunglobulinen Giber
den Urin. Auch der Impfstoff selbst ist auf Proteinbasis und kann damit prinzipiell bei Gelangen

in die systemische Zirkulation sowie bei Verlust der renalen Barrierefunktion eine reduzierte
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Immunogenitat erreichen. Jedoch ist bei intramuskularer Injektion der primare Transport tber
das lymphatische System in einen drainierenden Lymphknoten, sodass die systemischen

Verluste gering sein sollten.

6.13 Nebenwirkungen

Neben den Daten zur Immunogenitat der RSV-Impfung bei Patientinnen mit CKD erfolgte eine
standardisierte Erhebung der Reaktogenitdt mittels Fragebogen Uber selbstberichtete
unerwiinschte Ereignisse binnen der ersten 7 Tage. Der liberwiegende Anteil aller Patientinnen
berichtete Uber keine (35%) oder nur transiente lokale (60%) Symptome. Am héaufigsten
wurden hierbei Schmerzen oder eine Schwellung an der Einstichstelle berichtet, welche binnen
weniger Tage sistierten. Systemische Beschwerden waren selten und Uberwiegend
arthralgischer oder myalgischer Natur. Es fand sich kein unterschiedliches zellulares
Impfansprechen auf die RSV-Impfung in Abhdngigkeit des Auftretens von Nebenwirkungen,
wobei sich eine nichtsignifikante Tendenz zu einer erh6hten Immunogenitat bei Patientinnen
mit systemischen Nebenwirkungen ergab (p = 0,07). Bei einer Uber das lokale System aus
Muskulatur und des drainierenden Lymphknotens hinausgehenden systemischen Reaktion auf
die Impfung ist moglicherweise eine vermehrte Antigenexposition zugrundeliegend und
daraus folgend auch eine verstarkte systemisch gemessene zelluldre Immunitat. Nachdem bei
keinem der Falle die Symptome langer als 7 Tage persistierten, lasst sich somit im Einklang mit
anderen Berichten aus der Literatur die RSV-Impfung mittels Arexvy als gut vertraglich und
sicher deklarieren [45,100]. Mogliche pathophysiologisch zugrundeliegende Erklarung fir
lokale Impfreaktionen liegen in den beigefiigten Adjuvanzien, welche eine lokale
Entziindungsreaktion hervorrufen kdnnen. Die Reaktogenitat der RSV-Impfung fand sich auch
bei anderen Kohorten wie Patientinnen mit Zustand nach Organtransplantation auf einem
ahnlichen Niveau [50]. Hinsichtlich seltener und bedrohlicher Nebenwirkungen der RSV-
Impfung fand sich in der Zulassungsstudie kein zur Placebogruppe unterschiedliches Signal
[100] bei jedoch einem ersten Fallbericht zu einer moglichen Assoziation der RSV-Impfung zum
Auftreten einer thrombotischen Mikroangiopathie [123]. In dem vorgestellten Fallbericht
handelte es sich jedoch um einen 91-jahrigen, gebrechlichen Patienten mit multiplen
Vorerkrankungen und Risikofaktoren sowie einer genetischen Variante im Komplementsystem,
sodass hieraus keine direkte Kausalitat des Auftretens einer thrombotischen Mikroangiopathie

zur RSV-Impfung gezogen werden kann.
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6.14 Ausblick

Mit Zulassung der proteinbasierten Impfstoffe gegen das Prafusions-F-Protein von RSV in den
Jahren 2023 und 2024 erfolgte eine breit verfligbare Plattform zur Pravention RSV-assoziierter
unterer  Atemwegsinfektionen  mittels einmaliger Impfung. Erste  systematische
Ubersichtsarbeiten und Metaanalysen von randomisiert-kontrollierten Studien fanden, dass die
Impfung gegen RSV eine hohe Vakzineffektivitat bei gutem Sicherheitsprofil innerhalb einer
RSV-Saison zeigt. Gleichzeitig gibt es noch unterschiedliche Daten hinsichtlich der Robustheit
des Impfschutzes Uber eine RSV-Saison hinaus [108]. Die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten zelluldaren und humoralen Mechanismen der Immunogenitat der RSV-Impfung
mit Arexvy bei Patientinnen Uber alle Stadien der chronischen Nierenkrankheit hinweg fand
eine rasche und robuste Induktion von RSV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen sowie einen
quantitativen Anstieg der RSV-spezifischen IgG und einen Anstieg der Seropositivitatsrate der
impfspezifischen F-IgG. Eine Stratifizierung nach den klinisch relevanten Subgruppen der CKD
fand, dass diese zelluldren und humoralen Impfsignale mit Fortschreiten der CKD absinken und
auch durch eine medikamentdse Immunsuppression eingeschrankt werden. Aus den Daten zur
Reaktogenitat zeigt sich im vorliegenden Kollektiv ein glinstiges Sicherheitsprofil. Unklar ist,
inwieweit immunologische Effekte der RSV-Impfung klinische Auswirkungen haben werden im
Sinne einer niedrigeren Infektionsrate oder eines milderen Verlaufs. Ebenso lasst sich aus den
vorliegenden Daten keine Aussage darlber generieren, wie langanhaltend die entsprechenden
humoralen und zelluldren Effekte bei Patientinnen mit CKD sind. In Zukunft bedarf es
randomisiert-prospektiver Studien zur Klarung des longitudinalen Verlaufs mit Korrelation der
beobachteten Immunogenitat an klinische Verldufe in dieser exponierten und vulnerablen
Gruppe. Die Analysen der vorliegenden Arbeit dienen dazu, Erkenntnisse Uber die
grundlagenwissenschaftlichen Aspekte der RSV-Impfung bei Patientinnen mit CKD zu liefern
und kénnten in Zukunft dazu herangezogen werden, Strategien zur Impfcharakterisierung und
zur Klarung der Notwendigkeit einer saisonalen Folgeimpfung in dieser Kohorte zu

formulieren.

6.15 Limitierungen

Die vorliegende Arbeit hat Limitationen. Zunachst handelt es sich um eine prospektive Single-
Center-Studie zur Querschnitts- und longitudinalen Charakterisierung von humoralen und

zellularen Effekten der RSV-Impfung mittels Arexvy auf Patientinnen mit CKD. Fur die Studie
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gab es keine Randomisierung, keine Placebokontrolle oder Verblindung, woraus sich
verschiedene Verzerrungen der Daten (engl. biases) ergeben. Ferner ist die Probandenzahl
innerhalb der Subgruppen relativ klein (n = 17 bis 21 Patientinnen) und bietet eine ausgepragte
Heterogenitat hinsichtlich der Komorbiditditen und medikamentdsen Begleittherapie
einschlieBlich der immunsuppressiven Medikation, sodass sich die vorliegenden Daten nur zur
Hypothesengenerierung zukinftiger Fragestellungen verwenden lassen. Eine multivariate
Analyse zur Berechnung von pradiktiven Risikofaktoren fiir eine eingeschrankte
Immunogenitdat war daher nicht sinnvoll moglich. Die Bestimmung der zellularen
Impfeffektivitat erfolgt anhand der RSV-spezifischen, das heiBt CD69-positiven und IFN-y-
sezernierenden, CD4-positiven T-Zellen und lasst eine Betrachtung und Charakterisierung der
entsprechenden Gedachtniszellen, B-Zellen oder Plasmablasten auBer Acht. Eine
entsprechende immunologische zelluldare Basisdarstellung mit Oberflachenfarbungen liegt
nicht vor. Die humorale Immunogenitat wurde als das quantitative Ansprechen der bindenden
Antikérper gegen RSV oder das RSV-F-Fusionsprotein gewertet und lasst keine differenzierte
Aussage Uber eine neutralisierende Aktivitat zu. Genauso liegen in dieser Arbeit keine
Langzeitdaten vor, um Uber die Persistenz der entsprechenden Impfeffekte zu berichten.
Innerhalb der berichteten Vergleichsgruppen besteht keine Aussage Uber die GroBenordnung
zellularer und humoraler Effekte auf gleichaltrige gesunde Kontrollpatientinnen sowie keine
Aussage Uber Patientinnen mit aktiver RSV-Infektion. Zu guter Letzt muss eine differenzierte
Betrachtung der berichteten Ergebnisse im klinischen Kontext einer Patientenkohorte
vorgenommen werden. So lassen sich aus in vitro Messungen mittels Kurzzeitstimulation und
daraus generierter zelluldrer und humoraler Immunogenitat keine Daten zur Impfeffektivitat
inferieren, sodass Vorteile im klinischen Kontext im Sinne eines niedrigeren Infektionsrisikos
oder milderer Infektionsverlaufe nur gemutmalt werden kénnen. Aus historischen Daten zu
einem Formalin-inaktivierten RSV-Impfstoff aus den 1960er Jahren ist beispielsweise bekannt,
dass dieser bei Kindern zu paradox schwereren Infektionsverlaufen mit zum Teil letalen
Ausgang gefiihrt hat [64]. Eine molekulare Aufarbeitung dieses Impfversagens fand einen
Aufbau nicht protektiver Antikorper sowie ein Priming der zellularen Impfantwort hin zu einer
Th2-Antwort als urséchlich mit der nachfolgend pathologischen Ausbildung von

Immunkomplexen in der Lunge [1,44].
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6.16 Fazit

Um das erhohte Risiko fiir Infektionen und die damit einhergehend erhéhte Mortalitdt durch
Infektionen bei Patientinnen mit CKD zu reduzieren, sind Impfstoffe gegen haufige bakterielle
und virale Erreger eine effektive und kostenglinstige MalBBnahme zur Krankheitspravention.
Manche Impfstoffarten wie Lebendimpfstoffe sind fur Patientinnen unter medikamentdser
Immunsuppression in der Regel kontraindiziert, sodass gerade in diesen besonders vulnerablen
Gruppen proteinbasierte Impfstoffe eine wertvolle Alternative darstellen. Eine Ansteckung mit
RSV stellt insbesondere bei vorerkrankten und alteren Patientinnen ein erhebliches Risiko dar,
an einer hospitalisationspflichtigen unteren Atemwegsinfektion mit mdglicherweise letalem
Ausgang zu erkranken, sodass klinische und grundlagenwissenschaftliche Studien zur gezielten
Pravention schwerer Verlaufe entscheidend sind. In der vorliegenden Arbeit konnte die
Immunogenitat der RSV-Impfung bei CKD-Patientinnen in verschiedenen Stadien auf zellularer
und humoraler Ebene nachgewiesen werden. Auch Patientinnen unter medikamentdser
Immunsuppression oder intermittierender Hamodialyse zeigten eine signifikante
immunologische Impfantwort binnen 2 Wochen nach Impfung, wenngleich diese weniger
ausgepragt war als bei den jeweiligen Kontrollgruppen. Ferner fand sich eine gute
Vertraglichkeit des Impfstoffs bei CKD-Patientinnen, sodass - je nach Validierung der klinischen
Verlaufe - anhand der in dieser Arbeit gezeigten Daten eine Auffrischungsimpfung fir
entsprechende Risikogruppen sinnvoll sein kann. Dies bildet die Basis fir klinisch und
immunologisch optimierte Impfempfehlungen zur addquaten Risikoreduktion bei CKD-

Patientinnen.
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