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1 Einleitung

1.1 SARS-CoV-2

1.1.1 Coronaviridae

Das Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus Type 2 (SARS-CoV-2) wurde 2020 als
Ausldser fur die Covid-19 Erkrankung identifiziert und ist der Grund fir die weltweite Corona-
Pandemie. Coronaviren wurden erstmals im Jahre 1968 beschrieben und nach dem
kronenartigen Aussehen ihrer Oberflache benannt. Sie gehéren der Ordnung Nidovirales und
der Familie Coronaviridae an. Coronaviren sind umhdllte, einzelstrangige RNA-Viren, die in
vier grole Gattungen unterteilt werden. Dabei kénnen Alpha- und Betacoronaviren den
Menschen infizieren, wahrend Gamma- und Deltaviren vornehmlich Vogel infizieren (2, 3). Das
neue Coronavirus gehort zu der Gattung der Betacoronaviren. Infektionen verursachen beim
Menschen vor allem leichte Erkrankungen des Respirations- oder des Gastrointestinaltraktes.
Insgesamt sind 7 humanpathogene Coronaviren bekannt, wobei vier davon endemisch
zirkulieren und meist mildere Symptome im oberen Respirationstrakt hervorrufen (4-6).
Jahrlich sind Coronaviren flr etwa 15-30 % aller respiratorischen Infektionen verantwortlich,
wobei besonders Risikogruppen wie Neugeborene, Altere und Personen mit starken
Komorbiditaten betroffen sind (7-9). Die hochpathogenen Viren SARS-CoV, MERS-CoV, und
SARS-CoV-2 kdénnen schwere Infektionen des tiefen Respirationstraktes mit méglicherweise
todlichem Verlauf verursachen (10). Historisch relevant sind vor allem zwei Epidemien mit
Coronaviridae. Klinisch traten hierbei besonders ein akuter Krankheitsverlauf mit Fieber und
respiratorischen Symptomen, sowie sich daraus entwickelnde Pneumonien auf, die zum Teil
einen schweren Verlauf mit akutem Atemnotsyndrom nahmen. SARS-CoV aus dem Reservoir
der Fledermause trat erstmals 2002 in Studostasien auf. Bei Uber 8000 dokumentierten Fallen
betrug die Mortalitatsrate 9 % (9). MERS-CoV aus dem Reservoir der Dromedare trat 2012
erstmals in Saudi-Arabien auf. Es wurden tUber 2500 Falle bekannt bei einer Mortalitatsrate
von 34 % (7).

Im Dezember 2019 wurde erstmals eine SARS-CoV-2 Infektion in Wuhan, China beobachtet.
Bis zum 31. Dezember wurden 27 Infektionen gezahlt, wobei man einen Zusammenhang zu
einem GroRmarkt fur Fisch und Meeresfriichte herstellte. SARS-CoV-2 hat sehr groRRe
genetische Ahnlichkeiten mit Fledermaus-Coronaviren, weshalb davon ausgegangen wird,
dass dieses Virus aus dem Reservoir der Fledermduse stammt und mithilfe eines
Zwischenwirts auf den Menschen lbertragen werden kann (11, 12). Die Patienten fielen mit
ungewohnlichen, viralen Pneumonien unbekannten Erregers auf (13, 14). Detektiert wurde die
neue Form des Coronavirus erstmals im Januar 2020. Einen Monat spater benannte die WHO

die Erkrankung an dem Virus als Covid-19 und verlieh dem Virus aufgrund der schnellen
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Ausbreitung ein globales, sehr hohes Risiko. Zu diesem Zeitpunkt waren bereits alle 34
Provinzen Chinas betroffen. Im Verlauf der folgenden 8 Monate entwickelte sich SARS-CoV-
2 zur Ursache der weltweiten Corona-Pandemie mit Uber 30 Millionen weiteren Infektionen
(13). Bis Marz 2023 wurden uber 750 Tausend Infektionen und knapp 7 Millionen Todesfalle
durch Covid-19 von der WHO dokumentiert (15).

SARS-CoV-2 hat eine Genomlange von 27 bis 32 Kilobasenpaaren. Das Nukleokapsid besteht
aus dem einzelstrangigen RNA-Genom sowie dem Nukleokapsid-(N-) Protein und wird von
einer Virusmembran umgeben. Auf der Oberflache des Virus befinden sich membranstandige
Strukturproteine, die durch das einstrangige RNA-Genom kodiert werden. Dazu gehdren das
Spike-(S-) Protein, das Envelope-(E-) Protein und das Matrix- oder Membran-(M-) Protein (7,
9, 16). Von besonderer Bedeutung fur die Infektion der Zielzelle ist das S-Protein, indem es
eine regelhafte Antikdrperreaktion der Zielzelle verhindern kann (17). Das Spike-Protein
besteht aus mehreren Domanen, darunter Signalpeptide, das rezeptorbindende S1-Fragment
und das S2-Fusionsfragment. Uber die rezeptorbindende Domane des S1-Fragments bindet
SARS-CoV-2 an den ACE2-Rezeptor der Wirtszelle und begunstigt die Fusion beider Zellen
Uber eine Strukturanderung. Relevant fur die Fusion ist des Weiteren die Beteiligung von
Proteasen, wie etwa der transmembranen Serinprotease TMPRSS2 (18, 19). Mutationen und
strukturelle Unterschiede im Spike-Protein werden als Grund flr die starkere Bindung an den
ACE2-Rezeptor und die damit einhergehende schnellere Verbreitung des Virus weltweit im
Vergleich zu SARS-CoV und anderen SARS-like Viren betrachtet (7, 19, 20). Durch die Fusion
der Lipiddoppelschicht der Virushille mit der Membran der Zielzelle kann die unverhillte
genomische RNA in die Wirtszelle Ubertreten. Dort wird diese in Polyproteine translatiert und
fir die Replikation und Transkription mit virusinduzierten Doppelmembranvesikeln
zusammengesetzt, sodass Strukturproteine kodiert und neue Viruspartikel gebildet werden
kénnen. Da die DMVs keine pathogen-assoziierten molekularen Muster tragen, werden sie
vom Immunsystem der Wirtszelle nicht erkannt (19). ACE2 wird in vielen verschiedenen
Geweben exprimiert, wie beispielsweise im Respirationstrakt, Osophagus, lleum, in der
Cornea, Leber, Gallenblase, im Herz und im Hoden (21). Die hochste Expression befindet sich
jedoch im nasalen Flimmerepithel. Dies erklart ein vereinfachtes Eintreten des Virus tber den
oberen Respirationstrakt und eine damit einhergehende erhdhte Viruslast im Nasensekret, die

eine hohe Ausscheidung und Ansteckung Uber die oberen Atemwege beguinstigt (18).

Wie andere RNA-Viren ist auch SARS-CoV-2 in der Lage genomisch zu mutieren. RNA-Viren
mutieren durch Fehler wahrend der Replikation aufgrund fehlender Korrekturleseenzyme in
den RNA abhangigen RNA-Polymerasen (22). Die Mutationsrate treibt die Evolution von Viren
und die Variabilitat ihnres Genoms voran und ermdglicht es den Viren, der Immunitat des Wirts

zu entgehen oder sogar Arzneimittelresistenzen zu entwickeln (23). Durch die Ubertragung
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und Anpassung an weltweite Populationen kam es im Verlauf der Corona Pandemie sehr
schnell zur Ausbildung von Mutationen und neuen SARS-CoV-2 Varianten (24). In hohem
Male ist das S-Protein von den Mutationen betroffen, sodass vor allem die Ubertragung, die
Infektiositat aber auch das Ansprechen auf Impfstoffe durch die Mutationen beeinflusst werden
(22). Eine der ersten Mutationen zugunsten des Virus wurde wahrend der ersten Welle der
Pandemie erworben. Die Mutation D614G im Spike-Protein 16ste die urspriingliche Variante
im April 2020 als Hauptvariante ab (25). Varianten mit dieser Mutation zeigen erhohte
Ubertragbarkeit durch eine effizientere Bindung an den ACE2-Rezeptor, sowie
Konformationsanderung der RBD und veranderte Spaltmuster die zu erhdhter Fusions- und
Replikationsfahigkeit fihren (26, 27).

Fir die Bezeichnung der verschiedenen Varianten existieren mehrere Klassifikationsverfahren
und Nomenklaturen. Die WHO unterscheidet besorgniserregende Varianten (VOC) von unter
Beobachtung stehenden Varianten (VOI), um die globale Uberwachung und Forschung
risikoreicher Varianten zu priorisieren. Die verschiedenen Varianten werden anhand
griechischer Buchstaben kategorisiert. Die Nomenklatur nach PANGO ist ebenfalls weit
verbreitet und dient der Verfolgung von sich ausbreitenden Varianten (28). Grundlage dieser
Nomenklatur sind die zwei urspriinglichsten Formen des in China entdeckten Virus. Dafiir
werden die Buchstaben A und B verwendet, wobei A direkterweise mit der Wuhan/WH04/2020
Variante und der Buchstabe B mit der Wuhan-Hu-1 Variante in Verbindung gebracht werden.
Den Buchstaben kénnen dann bis zu drei weiteren Zahlenstellen folgen, die Untervarianten
deklarieren (z.B. B.1.1.7). Ab einer vierten Zifferstelle wird ein weiterer Buchstabe angehangt
(z.B. BA.1) (29).

Seit Februar 2022 machte die Omicron Variante (B.1.1.529) als VOC mehr als 98% aller
SARS-CoV-2 Infektionen aus, wobei zuvor auch Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.315), Gamma (P.1)
und Delta (B.1.617.2) als VOC zirkulierten. Die weltweit dominierende Omicron Variante wurde
erstmals im November 2021 in Botswana detektiert (30). Sie birgt ein sehr hohes
Ansteckungsrisiko und ein erhéhtes Reinfektionsrisiko bei insgesamt milderem Verlauf und
geringerer Hospitalisierungsrate im Vergleich zur Delta Variante (31, 32). Aufgrund weiterer
Mutationen innerhalb der Omicron-Elternvarianten (BA.1, BA.2, BA.4/BA.5) werden die
verschiedenen Varianten seit dem 15.03.2023 unabhangig voneinander der Gruppe der zu
Uberwachende Varianten (VUM), den VOCs oder VOIs zugeordnet (33).

1.1.2 Covid- 19: Erkrankung, Risiko und Therapie

Die Ubertragung des Virus erfolgt (iber den Kontakt zu Mund-, Nasen oder Augensekreten

oder die Tropfchen eines niesenden oder hustenden Infizierten (34). Die Inkubationszeit
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variiert abhangig von den immunologischen Voraussetzungen eines Patienten zwischen 2 und
18 Tagen bei einem Haufigkeitsgipfel von 3-7 Tagen (35, 36). Nachweisbar kann das Virus
bereits einige Tage vor Symptombeginn in Nasen- oder Rachensekret sein. Die haufigsten
Symptome bei einer Infektion mit SARS-CoV-2 sind Fieber, trockener Husten und Mudigkeit
(13, 37-40). Des Weiteren konnen Kopfschmerzen, Rhinorrhoe, Diarrhoe, Dyspnoe,
Pneumonie, Hamoptysen, Appetitlosigkeit, Halsschmerzen, Brustschmerzen, Kurzatmigkeit,
Ubelkeit und Erbrechen sowie Stérungen des Geruchs- und Geschmacksinnes auftreten (13,
16, 41). Generell wird von einer sehr variablen Auspragung der Symptome berichtet, von
asymptomatisch oder mild verlaufenden Infektionen vorwiegend bei Kindern und jungen
Erwachsenen bis hin zu schweren Erkrankungen mit Hospitalisierung oder Todesfolge. Es
wurde zudem festgestellt, dass asymptomatische Patienten Gber eine genauso hohe Viruslast
verfigen kénnen wie symptomatische Patienten, sodass sie auch gleicherweise infektids sind
und das Virus so unbewusst auf Gesunde Ubertragen kénnen (42). Mdgliche Komplikationen
der Covid-19 Erkrankung sind ARDS, akute Niereninsuffizienz, Gerinnungsstérungen und
Thromboembolien (43). Eine Covid-19 Erkrankung des Erwachsenen gilt als schwer bei
Dyspnoe, einer Atemfrequenz Uber 30/min, einer Sauerstoffsattigung unter 93 %, PaO,/FiO;
unter 300 und/oder Lungeninfiltraten tGber 50 % innerhalb der ersten 24-48 Stunden. Ein
kritisches Stadium ist bei respiratorischem Versagen, septischem Schock und/oder
Multiorgandysfunktion/ -versagen mit notwendiger intensivmedizinischer Behandlung gegeben
(44).

Es wurden viele Risikofaktoren fir das Auftreten schwerer Verlaufe festgestellt. Dazu gehéren
vor allem ein Alter Uber 60 Jahre, mannliches Geschlecht, wesentliche korperliche
Komorbiditaten wie etwa kardiovaskulare Vorerkrankungen, Lungen-, Nieren- oder maligne
Erkrankungen, Diabetes, Adipositas, Schwangerschaft und Immundefizienz (13, 43-45).
Studien zeigen, dass das Risiko flr eine intensivmedizinische Versorgung und eine erhdhte
Mortalitat mit dem Alter, Komorbiditaten, mannlichem Geschlecht und Dyspnoe steigt (45, 46).
Als Risikogruppe fur eine Infektion mit SARS-CoV-2 wurden auch Empfanger von Organen
betrachtet. =~ Wahrend sich das  klinische  Erscheinungsbild bei infizierten
Transplantationspatienten kaum von den allgemein am haufigsten auftretenden Symptomen
einer Covid-19 Infektion unterscheidet, konnte in einigen Studien eine erhohte
Hospitalisierungsrate von 78-89 % festgestellt werden (47, 48). Neuesten Studien zufolge gibt
es keine Unterschiede in der 30-Tages Mortalitdt zwischen transplantierten und nicht
transplantierten Patienten. Jedoch konnte ein erhdhtes Risiko fir eine intensivpflichtige
Behandlung und ein akutes Nierenversagen festgestellt werden (49).

Die meisten Covid-19 Erkrankten genesen vollstandig, 10-20 % leiden jedoch an mittel- bis
langfristigen Folgeerscheinungen wie Mudigkeit, Kurzatmigkeit, Belastungsintoleranz,

Konzentrationsschwache, Angstzustanden und Depression sowie neurokognitiven EinbulRen
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(50, 51). Ein solches Long-Covid-Syndrom, auch ,Post-Covid®, wird nach der WHO bei einer
Dauer uUber 2 Monate und erstmaligem Auftreten 3 Monate nach der akuten Infektion definiert
(52).

Nachdem es mit Ausbruch der Pandemie lange keine Medikamente und Impfstoffe gegen eine
Infektion mit SARS-CoV-2 gab, existieren inzwischen einige antivirale und monoklonale
Medikamente sowie eine Vielzahl an Impfstoffen.

Paxlovid® wurde als antivirales Medikament gegen Covid-19 im Januar 2022 zugelassen. Der
Kombinationswirkstoff des Medikaments besteht aus Nirmatrelvir, einem Proteaseinhibitor zur
Verhinderung der Replikation des Virus, in Kombination mit Ritonavir, einem Enhancer (53).
Das Virostatikum wird Uber finf Tage oral eingenommen und konnte in klinischen Studien eine
signifikante Verringerung von schweren Verldufen bei Risikopatienten zeigen. Effektiver
scheint das Medikament bei alteren, immunsupprimierten beziehungsweise neurologisch oder
kardiovaskular vorerkrankten Patienten zu sein (54, 55).

Ein weiteres Virostatikum ist Lagevrio® mit dem Wirkstoff Molnupiravir. Dieser ist eine Vorstufe
zu einem Nukleosidderivat und wird in die Virus-DNA eingebaut. Daraus resultiert eine Vielzahl
von mutierten RNA-Produkten sowie eine verringerte Replikation des Virus (56). Im Vergleich
reduzierte Paxlovid® das Risiko fiir Hospitalisierung und Mortalitat jedoch starker als Lagevrio®
(57).

Veklury® enthalt den Wirkstoff Remdesivir und wurde urspriinglich gegen den Ausbruch des
Ebola-Virus in Westafrika 2014-2016 entwickelt. In Europa wurde das Medikament im Sommer
2020 zugelassen. Remdesivir ist eine inaktive Vorstufe eines Nukleotidanalogons, welche in
die Virus-RNA eingebaut wird und somit die RNA Produktion unterbindet (58). In Studien
konnte gezeigt werden, dass hospitalisierte Patienten unter Remdesivir eine verkulrzte
Genesungszeit und nicht beatmete Patienten ein geringeres Mortalitatsrisiko haben (59, 60).

Der Einsatz monoklonaler Antikdrper gegen SARS-CoV-2 wurde lange diskutiert. Diese
Medikamentenklasse bietet die Mdéglichkeit stark immunsupprimierte Patienten, die keine
hinreichende Immunantwort auf die Coronaimpfungen zeigen, vor schweren Verlaufen zu
schitzen. Eine Anwendung kann prophylaktisch vor oder nach Kontakt zum Virus oder
therapeutisch indiziert sein. Studien zeigen, dass besonders das erhdhte Mortalitatsrisiko nach
SARS-Cov-2 Infektion unter CD20-Depletion mithilfe von Antikérper Praparaten verringert
werden kann. Hierbei kommen Substanzen wie Ronapreve® und Xevudy® zum Einsatz (61).
Ronapreve® enthalt die Wirkstoffe Casirivimab und Imdevimab, zwei neutralisierende 1gG1-
Antikorper gegen das Spike-Protein (62). Xevudy® enthalt Sotrovima, ebenfalls ein Antikorper,

der SARS-CoV-2 lber die Bindung der Epitope des Spike-Proteins neutralisiert.



1.1.3 Impfungen

Die Entwicklung eines wirksamen Vakzins gegen SARS-CoV-2 sowie eine adaquate
medikamentése Therapie erschien unabdingbar zur Einddmmung der weltweiten Corona-
Pandemie. Die Entwicklung eines Impfstoffes ist unter normalen Umstédnden ein langer
Prozess, der mehrere Jahre dauern kann. Nach Bestimmung eines entsprechenden Erregers,
seiner Antigene und Entwicklung méglicher Impfstoffkandidaten, werden diese zunachst im
Labor und im Tierversuch getestet. Klinisch wird ein Impfstoff in drei Stufen auf Wirksamkeit
und Sicherheit geprtft, erst danach erfolgt die Bewertung und Empfehlung der Europaischen
Arzneimittelagentur und der Europaischen Kommission. In Deutschland ist das Paul-Ehrlich-
Institut (PEI) fur die staatliche Prifung und Freigabe entsprechender Impfstoffchargen
zustandig. Das Bundesministerium fiir Gesundheit hat beim PEI inzwischen das Zentrum fir
Pandemie-Impfstoffe und -Therapeutika entwickelt, um zukinftig im Fall einer Pandemie
Impfstoffe und Therapeutika noch schneller entwickeln und verteilen zu kénnen (63). Die
Standige Impfkommission (STIKO) des Robert Koch-Instituts (RKI) entwickelt in Anlehnung an
den groRten Nutzen fir das Individuum und die Bevodlkerung Impfempfehlungen fir

Deutschland.

Am 21.12.2020 wurde nach knapp einem Jahr Pandemie der erste Corona-Impfstoff von der
Firma Pfizer/BioNTech durch die EMA zugelassen. Moéglich wurden die schnelle Entwicklung
und Zulassung durch weltweite Forschungsaktivitaten, bereits vorhandenes Wissen uber die
Coronavirus-Epidemien SARS-CoV im Jahr 2002 und MERS-CoV im Jahr 2012, frihzeitige
und kontinuierliche Beratung der Pharmaunternehmen durch Arzneimittelbehérden und die
Europaische Arzneimittel-Agentur (EMA) sowie die zeitliche Kombination klinischer
Prifungsphasen (64).

Im Marz 2023 werden von der STIKO zehn Covid-19-Impfstoffe unterschiedlicher
Impfstofftypen zur Grundimmunisierung und Auffrischung empfohlen, darunter befindet sich
kein Lebendimpfstoff (65). Der von der Firma Pfizer/BioNTech hergestellte Impfstoff
Comirnaty® (BNT162b2) gehort zu der Gruppe der mRNA-Impfstoffe. Im Vergleich zu
konventionellen Impfstoffen enthalten diese anstelle abgeschwachter Erreger-Antigene die
mRNA fiir Erreger-Proteine. Diese wird von den Kérperzellen translatiert, sodass wie in diesem
Fall das Spike-Protein produziert werden kann. Bestandteile dessen kénnen wiederum uber
antigenprasentierende Zellen dem korpereigenen Immunsystem prasentiert werden, sodass
die Antikérperproduktion und zellulare Immunantwort angeregt werden (66, 67).

Im Februar 2021 wurde der vektorbasierte, rekombinante Impfstoff Vaxzevria® (AZD1222) der
Firma Oxford/AstraZeneca zugelassen. Der Impfstoff nutzt einen Vektor mit genetisch
modifiziertem und damit nicht mehr replizierbarem Virusmaterial aus Adenoviren (ChAdOx1-
S), der den Bauplan flr das Spike-Protein enthalt. Seit dem 01.12.2021 ist der Impfstoff in
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Deutschland nicht mehr verfligbar (65, 68). Als zweiter Vektorimpfstoff wurde Jcovden®
(Ad26.COV2-S) der Firma Janssen Pharmaceutica N.V. im Marz 2021 zugelassen. Aufgrund
selten auftretender thromboembolischer Ereignisse wurde eine Altersbeschrankung auf tber
60-Jahrige fir diese beiden in Deutschland zugelassenen Vektorimpfstoffe verhangt (65).
Spikevax® (MRNA- 1273) der Firma Moderna wird seit Ende April 2021 als alternativer mRNA-
Impfstoff geimpft. Zwischen 12 und 29 Jahren wird Spikevax® aufgrund eines erhéhten Peri-
und Myokarditisrisikos nicht mehr empfohlen (65). Des Weiteren sind in Deutschland der
proteinbasierte Impfstoff Nuvaxovid® (NVX-CoV2327) und der inaktivierte Ganzvirusimpfstoff
Valneva®(VLA2001) zugelassen. Seit Herbst 2022 sind zudem bivalente mRNA-Impfstoffe von
Pfizer/BioNTech und Moderna zur Auffrischung zugelassen, die neben der urspriinglichen
SARS-CoV-2 mRNA auch die mRNA der Omicron-Varianten BA.1 oder BA.4/5 enthalten.
Alle von der STIKO empfohlenen Impfstoffe wurden in Zulassungsstudien nach zweimaliger
Impfung als hochwirksam gegen symptomatische Infektionen (63-95 %) und schwere
Erkrankungen (75-100 %) eingestuft (65). In Phase-Ill-Studien zeigten mMRNA-Impfstoffe nach
zwei Dosen mit Gber 90 % die beste Wirksamkeit gegen symptomatische Infektionen (69, 70).
Eine reduzierte Wirksamkeit zeigte sich fir mRNA-Impfstoffe und AZD1222 gegen die Delta
Variante und im Allgemeinen nach 6 Monaten (69). Nach zweifacher Grundimmunisierung mit
BNT162b2, mRNA-1273 oder AZD1222 sowie einer zusatzlichen Booster-Impfung mit einem
dieser drei Impfstoffe, konnte eine hdhere Wirksamkeit gegen symptomatische Erkrankungen
mit der Delta-Variante (>95 %) als gegen die Omicron-Variante (62-73 %) festgestellt werden
(71).

Generell wird die doppelte Impfung mit BNT162b2 gut vertragen. Insgesamt zeigen sich mehr
Nebenwirkungen bei Patienten unter dem 55. Lebensjahr und haufiger nach der zweiten als
nach der ersten Impfung. Lokale Reaktionen in Form von Rétung, Schwellung und leichten
Schmerzen der Einstichstelle entwickeln sich meist mild bis moderat und innerhalb von ein bis
zwei Tagen wieder zurtck. In unter 1 % der Falle treten starke Schmerzen auf. Systemisch
kommt es am haufigsten zu Midigkeit und Kopfschmerzen (59 % und 52 %) sowie in 11-16 %
der Falle zu Fieber Gber 38° C. (70)

Aufgrund der begrenzten Bereitstellung von Impfdosen nach Zulassung der ersten Impfstoffe
wurde von der STIKO im Februar 2021 ein Stufenplan zur Priorisierung der Impfstoffverteilung
erstellt. Dieser zielte auf eine bestmogliche Verhinderung von Schaden durch die Pandemie
ab, sodass sich Risikopersonen fiir einen schweren bis todlichen Verlauf, Personen mit
arbeitsbedingtem erhéhtem Infektionsrisiko durch Exposition und Personen in haufigem
Kontakt mit besonders gefahrdeten Risikogruppen vordringlich impfen lassen konnten. In der
dritten Stufe wurden demnach auch immunsupprimierte Personen mit Zustand nach

Organtransplantation sowie chronischen Leber- oder Nierenerkrankungen priorisiert (72).



1.2 Organtransplantation

1.2.1 Organtransplantation in Deutschland

Die postmortale Organspende wird in Deutschland durch das Transplantationsgesetz (TPG)
geregelt. Hierbei werden die bundesweiten Rahmenbedingungen fur die Entnahme, Spende,
Vermittlung und Ubertragung von Organen und Geweben an Empfanger gesetzt. Die zentrale
Koordinierungsstelle rund um das Thema Organspende ist in Deutschland die Deutsche
Stiftung Organtransplantation (DSO). Die DSO steht in stdndigem Austausch mit dem
Entnahmekrankenhaus, den Transplantationszentren, sowie der zentralen Vermittlungsstelle
Eurotransplant (ET). ET ist fiir die Allokation der Spenderorgane in Deutschland, Osterreich,
Belgien, den Niederlanden, Ungarn, Slowenien, Kroatien und Luxemburg zustandig. Die DSO
koordiniert dabei die Spendercharakterisierung, die Einwilligung zur Spende, die Entnahme,
Konservierung, Verpackung sowie den Transport der entsprechenden Spenderorgane (73).

Generell sind die postmortale Spende und Transplantation von Herz, Lunge, Niere, Leber,
Pankreas und Dinndarm moglich. Auch Gewebe wie Augenhornhaut, Herzklappen und
BlutgeféaRe kénnen transplantiert werden, wobei die Zustandigkeit dafur beim PEIl und
zertifizierten Gewebebanken liegt. In Deutschland werden postmortal jahrlich rund 2600
Organe gespendet, wobei die haufigsten Organe Nieren (ca. 1350 jahrlich) und Lebern (ca.
670 jahrlich) sind (74). Der Bedarf nach Spenderorganen Ubersteigt das Angebot jedoch bei
Weitem. Jahrlich warten in Deutschland etwa 6500 Patienten auf eine Spender-Niere und 840
Patienten auf eine Spender-Leber (75). Die Wartezeit fur eine postmortale Spende variiert
stark je nach Organ, Dringlichkeit und weiteren Allokationskriterien wie etwa der Blutgruppe
und Gewebetypen. So betragt die durchschnittliche Wartezeit flr eine Spender-Niere in
Deutschland etwa acht bis neun Jahre (76). Als Alternative zu der langen Wartezeit auf ein
postmortal gespendetes Organ kann im Falle der Nieren auch eine Lebendspende und im Fall

der Lebern eine Lebend-Teilspende in Erwagung gezogen werden.

1.2.2 Organspende wahrend der Covid-Pandemie

Durch den Ausbruch der Covid-19 Pandemie wurde weltweit ein Rickgang der
Organtransplantationen verzeichnet. Es herrschte Unsicherheit tber die Ubertragung von
SARS-CoV-2 durch infizierte Spenderorgane und deren Einfluss auf den Empfanger (77).
Zudem konnten Pandemie bedingte Engpasse in den intensivmedizinischen Abteilungen in
vielen Landern eine adaquate Versorgung von Organspendern vor- und Organempfangern
nach einer Organtransplantation nicht garantieren (78). Nationen und auch die verschiedenen
Transplantationszentren innerhalb dieser gingen weltweit sehr uneinheitlich mit der Situation
um. Insgesamt wurde ab Marz 2020 aufgrund der eingeschrankten Kapazitaten zurtickhaltend

transplantiert. Die meisten Lander strukturierten routinemafRige Kontrolluntersuchungen von
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Transplantierten in telemedizinische Konsultationen um (79). Durch die unzureichenden
Kenntnisse liber SARS-CoV-2 Infektionen bei Transplantationspatienten und die zunehmende
Knappheit an Intensivbetten bei gleichzeitig rasant ansteigenden Infektionszahlen, sollte das
Infektionsrisiko dieser Patientengruppen so gering wie mdglich gehalten werden. In Spanien
und England beispielsweise wurden Lebendspenden verschoben und postmortal gespendete
Organe in nur sehr dringlichen, lebensrettenden Situationen transplantiert. In den
Niederlanden wurden ebenfalls renale Lebendspenden pausiert, Leber-, Lungen- und
Herztransplantationen jedoch weitergefiihrt. In Stralburg und Paris wurden Lebend- und
postmortale Nierenspenden gestoppt, wahrend Lebertransplantationen in Paris weitergeflihrt
wurden. In Skandinavien und Deutschland wurden Transplantationen weitestgehend
fortgefiihrt, sodass auch die Anzahl der postmortalen Organspenden stabil blieb (74, 79).
Sowohl Spender als auch Empfanger wurden vor einer Transplantation auf SARS-CoV-2
getestet, wobei eine Infektion nicht zwangslaufig mit der Entscheidung Uber die Durchfihrung
der geplanten Transplantation einherging. In Bezug auf Lebendspenden wurde zuriickhaltend

agiert und diese nach Mdglichkeit auf einen spateren Zeitpunkt verschoben (79).

1.2.3 Immunsuppression nach Organtransplantation

Nach einer Organtransplantation missen Patienten lebenslanglich immunsuppressive
Medikamente einnehmen. Grund dafir ist die Vermeidung einer moglichen
AbstoBungsreaktion. Im  Allgemeinen wirde das koérpereigene Immunsystem
Oberflachenproteine des transplantierten Organs als koérperfremd erkennen und eine
Immunreaktion auslosen, die eine Abstolung des Organs zur Folge haben kann. Unter den
AbstoRungsreaktionen wird zwischen hyperakuten, akuten und chronischen Abstoliungen
differenziert. Um dies zu verhindern, wird das Immunsystem mithilfe von Immunsuppressiva
unterdriickt, was auf den Erhalt des Organs abzielt. Es gibt viele verschiedene

Substanzklassen, die dafiir verwendet werden.

Glucocorticoide

Glucocorticoide gehdren zu den katabolen Steroidhormonen und wirken ubiquitar auf den
Korper. Neben der antiinflammatorischen und immunsuppressiven Wirkung haben sie auch
antiproliferative, neurologische und psychotrope Effekte. Die Wirkung wird vor allem Uber die
Bindung intrazellularer Rezeptoren vermittelt, die mit verschiedenen Genen interagieren (80,
81). Von zentraler Bedeutung ist dabei die Hemmung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB,
einem wichtigen Stimulator fir die Bildung einer Vielzahl von Zytokinen. Zytokine sind
regulatorische Botenstoffe, die an der Signallibertragung, Differenzierung und Proliferation von
Zellen beteiligt sind. Sie werden unter anderem von Immunzellen sezerniert und vermitteln
Entzindungsreaktionen. Glucocorticoide hemmen unzahlige Zytokine, darunter IL-1, IL-2 und

TNF-a, die wichtig zur Regulation von NF-kB und der T-Zell Aktivierung sind (82, 83). Des
9



Weiteren dampfen Steroide die CD4*-T-Zell Aktivierung durch die Modulation der
dendritischen Zellfunktion und des T-Zell-Rezeptors (82). Verwendet wird haufig (Methyl-)
Prednisolon. Um Langzeitfolgen wie Osteoporose, Muskelatrophie und Hypertonie zu
vermeiden, werden Steroide in Langzeittherapie unterhalb der sogenannten ,Cushing-

Schwelle® dosiert, was einer Dosis von nicht mehr als 0,1mg/kg Kérpergewicht entspricht.

Calcineurin-Inhibitoren

Calcineurin-Inhibitoren (CNI) wirken Uber die Unterdrickung der Proteinphosphatase
Calcineurin, was zu verminderter Dephosphorylierung und  Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-AT flhrt. Dadurch kommt es zu einer geringeren Transkription von
proinflammatorischen Zytokinen, wie etwa IL-2 und einer damit einhergehenden reduzierten
T-Zell-Aktivierung (84). Durch die fehlende Produktion von IL-4 und IL-5 der T-Zellen kommt
es auch zu einem inhibitorischen Effekt auf die B-Zellen und ihre Antikdrperproduktion (83).
Die haufigsten Vertreter sind Tacrolimus und Cyclosporin-A. Sie wirken unter anderem nephro-
und neurotoxisch, kdénnen aber auch eine Hypertension und metabolische Stérungen
auslésen. Das therapeutische Fenster von Calcineurin-Inhibitoren ist entsprechend sehr
schmal, sodass individuelle Dosen und ein regelmafiges Medikamenten Monitoring notwendig
sind (85).

mMTOR-Inhibitoren

Ein weiterer Bestandteil der immunsuppressiven Therapie sind die mTOR-Inhibitoren. mTOR

ist eine Serin-/Threoninkinase, die durch IL-2 aktiviert wird und an Prozessen des
Zellstoffwechsels, -proliferation, -metabolismus und dem Zelluberleben beteiligt ist (86, 87).
Die Kinase nimmt hohen Einfluss auf den Phosphoinositid-3-Kinase/Akt-Signalweg, der die T-
Zell Proliferation und Lymphozytenaktivierung beeinflusst (88). Bekannte Vertreter der mTOR-
Inhibitoren sind Everolimus und Sirolimus. Eine Vielzahl unerwlinschter Nebenwirkungen wie
etwa Insulinresistenz, Niereninsuffizienz, Dyslipidamie, Wundheilungsstérung und Angio-

sowie Lymphddeme erfordern ebenfalls eine gute Medikamentenliberwachung (89).

Antiproliferativa

Antiproliferative  Immunsupressiva umfassen in erster Linie Azathioprin und
Mycophenolatmofetil (MMF) (90). Beide Substanzen interferieren mit der Purinsynthese und
inhibieren somit sowohl die B- als auch die T-Zell Proliferation (83). Azathioprin ist ein
Purinanalogon und wird als falscher Basenbaustein in die DNA und RNA eingebaut, sodass
sowohl der fur T- und B-Lymphozyten erforderliche Purinmetabolismus als auch die DNA
Synthese gehemmt werden (91). Mycophenolatmofetil ist die Vorstufe zur Mycophenolsaure,

einem Inhibitor der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase. So kommt es zu einem Mangel an
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Purinen und insbesondere Guanosin in T- und B-Zellen, was eine adaquate zellulare und

humorale Immunantwort verhindert (92).

Monoklonale Antikorper

Ein weiteres Standbein der immunsuppressiven Therapie sind monoklonale Antikérper.
Basiliximab gehért zu den sogenannten ,Biologicals® und ist ein IL-2-Rezeptoranatagonist, der
die a-Bindungsstelle fur IL-2 am IL-2-Rezeptor blockiert (93). Dadurch wird die B- und
besonders die T-Zell Proliferation verhindert und eine entsprechende Immunreaktion effizient
unterdriickt. Basiliximab wird vor allem zur Prophylaxe einer akuten AbstoRungsreaktion

eingesetzt (94).

Antilymphozyten- und Antithymocytenglobuline

Zur Depletion von Immunzellen zur Prophylaxe und Therapie einer AbstoRungsreaktion
kommen auch Antikérper-Praparate zum Einsatz. Die Antikérper binden an
Oberflachenmolekile und aktivieren das Komplementsystem sowie natirliche Killerzellen,
was die Lyse der gebundenen Zelle zur Folge hat (95). Hergestellt werden entsprechende
Praparate durch die Isolierung humaner Immunzellen mit anschlieRender Immunisierung von
Pferden oder Kaninchen (96). Die Antikorper werden isoliert und dienen als Basis flr

Antilymphozytenglobuline und Antithymozytenglobuline.

Grundsatzlich gilt, dass eine Immunsuppression nach Organtransplantation meist aus einer
Kombination mehrerer Medikamente besteht, jedoch individuell auf jeden Patienten
abgestimmt werden muss. Dabei dient die anfanglich starke Induktionstherapie der Prophylaxe
einer Immunreaktion des Wirts nach dem ersten Kontakt mit Alloantigenen des Transplantats.
Die Erhaltungstherapie soll kontinuierlich vor AbstolRungsreaktionen schitzen (97).

Die standardmallige, immunsuppressive Therapie von Langzeittransplantierten unterscheidet
sich je nach Organ. Nach bzw. bereits vor einer Nierentransplantation wird eine
Induktionstherapie mit einem IL-2-Rezeptorantagonisten als Biological in Kombination mit
weiteren Immunsuppressiva  empfohlen. Die initiale  Erhaltungstherapie = von
Nierentransplantierten besteht zumeist aus einer Kombinationstherapie mit einem Calcineurin-
Inhibitor (CNI), einem Antiproliferativum und/ oder einem Glucocorticoid (98). Empfohlen wird
dabei die Kombination aus Tacrolimus, MMF und Prednisolon. Die Langzeit-
Erhaltungstherapie erfolgt ebenfalls als Kombinationstherapie mit einem CNI (99).

Nach einer Lebertransplantation wird initial eine Induktionstherapie mit einem Calcineurin-
Inhibitor empfohlen, wobei eine alleinige oder auch eine Kombinationstherapie mit anderen
Immunsuppressiva, wie einem mTOR- Inhibitor oder Steroiden, moglich ist. Um Steroide oder

auch CNI einzusparen, kann auch MMF eingesetzt werden. In der Erhaltungstherapie wird
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ebenfalls die standardmaRige Medikation mit einem CNI empfohlen. Bei erhéhtem
Rejektionsrisiko kann diese durch einen mTOR-Inhibitor oder ein Antimetabolit/ Steroid
erganzt werden (100, 101).

In der langfristigen Erhaltungstherapie von Leber- und Nierentransplantierten fallt
dementsprechend auf, dass vor allem Nierentransplantierte auf eine Kombinationstherapie
aus zwei oder drei verschiedenen Metaboliten angewiesen zu sein scheinen, wahrend
Lebertransplantierte nur bei erhdhtem Risiko mehr als ein Immunsuppressivum bendtigen.
Grund daflr, dass nach einer Lebertransplantation weniger Immunsuppression notwendig ist
als nach einer Nierentransplantation ist unter anderem, dass der Leber aufgrund von
verschiedenen immunologischen Funktionen eine Art Immuntoleranz zugeschrieben wird.
Dadurch ist die Leber in der Lage, die Immunreaktionen zu modulieren. Viele ihrer
Immunzellen, darunter insbesondere regulatorische T-Zellen und dendritische Zellen kénnen
eine starke Immunantwort gegen fremde Zellen unterdriicken (102, 103). Daraus resultiert eine
hohere Toleranz und ein geringeres Risiko flr AbstoRungsreaktionen im Vergleich zu
Nierentransplantierten, sodass haufig eine weniger immunsuppressive Therapie angestrebt

werden kann.

1.3 Immunantwort unter Inmunsuppression

Das durch Immunsuppressiva heruntergeregelte und ohnehin geschwachte Immunsystem
eines Organempfangers bildet immer auch eine Gefahr fur die Anfalligkeit gegentber Viren,
Bakterien und anderen Erregern. Infektionen nach einer Organtransplantation sind haufige
Komplikationen und kdénnen bei den Transplantierten mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat
im Vergleich zu immunkompetenten Personen assoziiert sein (104). Beispielsweise kann die
Erkrankung mit dem Epstein-Barr-Virus unter Umstanden zu einem
Prosttransplantationslymphom (PTLD) fuhren. Ebenso kdnnen das Zytomegalie-Virus
(Pravalenz 67 %), Bakterien oder Pilze Ausldser fur eine etwaige Langzeitfolge sein (105, 106).
Grundsatzlich werden friihe Infektionen innerhalb der ersten 30 Tage, mittlere innerhalb der
ersten sechs Monate und spate Infektionen nach Uber sechs bis zwo6lf Monaten nach
Transplantation unterschieden (107, 108). Fiir Lebertransplantierte konnten unter anderem die
Menge intraoperativ benétigter Bluttransfusionen, die Anzahl von Re-Transplantationen, die
Dauer der intensivmedizinischen Therapie, Verwendung von Antibiotika und insbesondere die
Menge und Art der Immunsuppression als Risikofaktoren fiir Infektionen festgestellt werden
(108). Auch fur Nierentransplantierte scheinen Faktoren wie Alter, Komorbiditaten, bestehende
Infektionen, Immunsuppression und die Verwendung von antibiotischen Prophylaxen Einfluss
auf das Auftreten von Infektionen zu nehmen (105, 107). Seit der Einfihrung moderner

Immunsuppressiva und Fortschritten in chirurgischen Techniken sowie neuen Erkenntnissen
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der Nachsorge und postoperativen Uberwachung, konnte das Outcome fir
Organtransplantierte deutlich gesteigert und die Anzahl von TransplantatabstolRungen
verringert werden (104, 105). Mit der Notwendigkeit der immunsuppressiven Therapie bleibt
jedoch auch die Anfalligkeit fir Erreger und Infektionen, weshalb es fir Organempfanger

unumganglich ist, sich bestmdglich vor Infektionen zu schitzen.

Impfungen sind grundsatzlich ein effizientes und vergleichsweise kostenglinstiges Verfahren,
um gewissen Infektionen bei Gesunden vorzubeugen (109). Impfungen entfalten ihre Wirkung
Uber zwei Mechanismen. Durch Verabreichen bereits praformierter Antikérper gegen einen
bestimmten Erreger wird eine passive Immunisierung hervorgerufen, die es dem
Immunsystem ermdglicht, den Erreger bei Eintritt in den Organismus direkt zu neutralisieren.
Die passive Immunisierung eignet sich daher nach einem kurzlichen Kontakt zu einem Erreger.
Eine aktive Immunisierung entspricht einer Verabreichung von deaktivierten, toten Anteilen
oder abgeschwachten, lebenden Anteilen des Erregers. Diese sollen das Immunsystem dazu
animieren, selbst Antikérper und Gedachtniszellen herzustellen. Bei einer Infektion mit
demselben Erreger kann dann eine sofortige Immunabwehr gegen diesen eingeleitet werden,
da die entsprechenden Immunzellen bereits bestehen.

Im Allgemeinen existieren viele verschiedene Faktoren, die eine Immunantwort auf eine
Impfung beeinflussen kénnen. Darunter befinden sich intrinsische Faktoren wie Alter,
Komorbiditaten und Genetik, extrinsische Faktoren wie Infektionen, Antibiotika und
vorbestehende Immunitat, Umwelt-, Ernahrungsfaktoren sowie Unterschiede in der Impfweise,
die Einfluss auf das Impfergebnis nehmen kénnen (110). Die Effektivitat einer Impfung hangt
jedoch insbesondere von der resultierenden Immunantwort auf den Impfstoff und damit von
einem funktionierenden Immunsystem ab (104, 111). Indem Immunsuppressiva bei
Transplantationspatienten jedoch essenzielle Teile zur Aktivierung von B- und T- Lymphozyten
unterdriicken, kann das Immunsystem nicht mehr adaquat auf Erregerbestandteile in
Impfungen reagieren. Werden beispielsweise Antigene aus inaktivierten Erregerbestandteilen
Uber dendritische Zellen oder Makrophagen prasentiert, kdme es normalerweise zu einer
Aktivierung von B- und T- Zellen, die wiederum Zytokine ausschitten und damit eine
Proliferation und Differenzierung zu weiteren Immunzellen auslésen wirden.
Immunsuppressiva sorgen jedoch dafiir, dass diese Kaskade unterbrochen bzw. nicht
weitergefuhrt wird, indem die Ausschuttung von Zytokinen und die Aktivierung von B- und T-
Zellen unterdrickt werden. Daher ist es wahrscheinlich, unter Immunsuppression keine
hinreichende Immunantwort nach einer Impfung ausbilden zu kénnen.

Inaktivierte Impfstoffe kdnnen bei Immunsupprimierten haufig keine ausreichende Impfantwort
hervorrufen, wahrend Lebendimpfstoffe zwar einen zuverlassigen Schutz gewahrleisten,
jedoch auch das Risiko schwerer Erkrankungen mit sich bringen (112, 113). Fir

Lebertransplantierte konnte beispielsweise trotz immunsuppressiver Therapie eine suffiziente
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Immunantwort in Gber 60-80 % der Falle nach ein- bzw. zweimaliger Influenza-Impfung gezeigt
werden (114). Es konnte auch ein Zusammenhang zwischen hohen Dosen MMF >2g taglich
und geringer Serokonversion festgestellt werden, wahrend dies nicht auf andere
Immunsuppressiva wie Calcineurin-Inhibitoren, Sirolimus oder Azathioprin zutraf (111, 115).
Zusatzlich ist der Zeitpunkt einer Impfung von zentraler Bedeutung. Patienten mit
Organversagen und Empfanger eines Organs innerhalb der ersten sechs Monate nach

Transplantation wiesen nur eine geringe Immunantwort nach Impfungen auf (83, 116).

1.3.1 B-und T-Zell Aktivierung nach Impfungen

B- Lymphozyten sind die Vertreter der spezifischen, humoralen Immunabwehr. Sie werden
durch Antigene aktiviert, indem sie diese frei Uber den B-Zell-Rezeptor binden und
internalisieren. So kénnen inaktivierte Erregerbestandteile eines Impfstoffes abgebaut und in
Form von Antigenen tiber MHC-II-Molekile auf der Oberflache der B-Zelle prasentiert werden.
Aktiviert wird die Zelle schliellich Uber Tu2-Helferzellen, die Gber den CD4*-T-Zell-
Rezeptorkomplex an das prasentierte Antigen binden kénnen. Die Helferzelle produziert
Zytokine wie beispielsweise IL-4 und IL-21, welche die Proliferation und Ausreifung des B-
Lymphozyten stimulieren (117). Eine aktivierte B-Zelle kann dann entweder weiter zur
Plasmazelle proliferieren und neutralisierende Antikorper gegen das prozessierte Antigen
exprimieren oder sie entwickelt sich zur langlebigen Gedachtniszelle und verbleibt somit im
inaktiven Ruhezustand. Tritt der Korper zu einem spateren Zeitpunkt erneut in Kontakt zu dem
entsprechenden Erreger, kann sich eine Gedachtniszelle deutlich schneller zur
antikérperproduzierenden Plasmazelle differenzieren und eine Immunreaktion ausldsen.
Diese Funktionen immunologischen Wiedererkennens sind zentraler Bestandteil vieler
Impfstrategien (118, 119).

Die Bestimmung von Antikérpern und Antikorper-Titern zur Verifizierung einer Immunitat
gegen Erreger nach einer Impfung ist fir ausgewahlte Impfstoffe erprobt und etabliert.
Beispielhaft sei hierbei die Hepatitis B Impfung genannt, bei der die Antikdrper gegen das
Hepatitis-B-Surface-(HBs-) Antigen bestimmt werden, um einen zuverldssigen Schutz zu
prognostizieren. Ab einem Titer von Uber 100 IE/L wird hierbei von einem wirksamen Schutz
ausgegangen, auch wenn dieser nicht in jedem Fall eine mdgliche Infektion mit dem Virus
ausschlieRen kann. Als sogenannte ,Non-Responder” sind im Fall der Hepatitis B Impfung
Personen definiert, die nach drei Impfungen einen Titer unter 10 IE/L erzielen (120). Die
Bestimmung von Antikérpern im Serum ist ein kostenglinstiges, schnelles und einfaches
Verfahren, um einen erfolgreichen Impfschutz nachzuweisen. Im Falle der ,Non-Responder*
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Aussagekraft Uber die Immunitat durch eine alleinige
Bestimmung der humoralen Immunantwort in Form von Antikdrpern nicht ausreichend ist.

Vielmehr sollten die Ergebnisse der humoralen Immunantwort durch die Betrachtung von
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zellularen Immunantworten erganzt werden, da HBs-reaktive T-Zellen eine unzureichende

Antikdrper Ausbildung méglicherweise kompensieren (121, 122).

T-Lymphozyten sind der spezifische, zellulare Teil der Immunabwehr. Unter den im peripheren
Blut zirkulierenden T-Zellen werden naive von Gedachtnis- und regulatorischen T-Zellen
unterschieden. Naive T-Zellen kdnnen auf neue Antigene reagieren, Gedachtniszellen sind
durch vorherigen Kontakt mit einem Antigen entstanden und dienen der langfristigen Immunitat
wahrend regulatorische T-Zellen eine Immunreaktion gegen korpereigene Strukturen
verhindern kénnen (123). Nach der Bindung eines iber MHC-Moleklle prasentierten Antigens
von inaktivierten Erregerbestandteilen einer Impfung Uber den T-Zell-Rezeptor, kommt es zu
einer Co-Stimulation Uber die antigenprasentierende Zelle (124). Die Aktivierung einer T-Zelle
resultiert in der Expression von IL-2, erhéhter Zellproliferation und der Differenzierung zu
Effektorzellen (123). Hierbei unterscheiden sich CD8 tragendende, zytotoxische von CD4
tragenden T-Helferzellen. Durch die Produktion von vielen Effektorzytokinen wie etwa IL-2, IL-
6, IL-10, IL-21, TNF-a und GM-CSF kommt den T-Helferzellen eine entscheidende Rolle in der
adaptiven Immunreaktion zu, indem sie erheblichen Einfluss auf die Aktivierung und

Proliferation von B-, T- und naturlichen Killerzellen nehmen (125-127).

1.3.1.1 Verifizierung der T-Zell Reaktivitat

Der Prozess der Aktivierung von T-Zellen erfolgt durch viele verschiedene Schritte und
Interaktionen von Immunzellen und Botenstoffen. Dementsprechend gibt es auch
verschiedene Methoden, um Bestandteile der Aktivierungskaskade darzustellen und somit
eine T-Zell Reaktivitat nachzuweisen. Ublich ist dabei die Darstellung von Zytokinen, die von
aktivierten T-Zellen sezerniert werden. Es eignen sich dabei vor allem Zytokine, die von einem
Grolteil der verschiedenen T-Zellen in ausreichender Menge produziert werden, um eine
moglichst umfangliche Aussage Uber die Aktivierung dieser Zellen zu erhalten. Neben der weit
verbreiteten Messung von Interferon-y (IFN-y), eignet sich hierbei auch Interleukin-2 (IL-2)
(128).

Interleukin-2 ist ein wichtiger Mediator der Lymphozytenproliferation. Das Zytokin wird von
aktivierten T-Zellen sezerniert und wirkt einerseits als autokriner Wachstumsfaktor
stimulierend auf die Proliferation von T-Zellen. Parakrin wirkt IL-2 auch als Wachstumsfaktor
auf B- und natirliche Killer- (NK-) zellen (129). NK-Zellen gehéren wie Makrophagen dem
zellularen Teil des unspezifischen Immunsystems an und kdnnen Erregerzellen ohne
vorherige Aktivierung téten. Es wird davon ausgegangen, dass sowohl die autokrine als auch
die parakrine Wirkung von IL-2 die Expansion von Effektorzellen vorantreiben und gleichzeitig

die Produktion von Gedachtniszellen férdern (130). Somit ist Interleukin-2 nicht nur ein guter
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Indikator fur ein akutes Immunitatsgeschehen in Form von aktivierten T-Zellen, sondern auch
ein moglicher Pradiktor fur eine langanhaltende Immunitat.

Interferon-y ist ein Typ-ll-Interferon und zeigt einen vielseitigen immunmodulatorischen
Einfluss durch Verbesserung der Antigenverarbeitung und -prasentation, erhohte
Leukozytenaktivitdt, Verstéarkung antiviraler und antimikrobieller ~Funktionen und
Beeinflussung der Zellproliferation und Apoptose. Eine Uberaktivitat des Zytokins steht in
Zusammenhang mit Zellschaden, Nekrosen und krankheitsfordernden Entziindungen. Der
Uberwiegende Teil von IFN-y wird durch aktivierte Tni-Zellen produziert und sezerniert. Aber
auch NK-, B-, und dendritische Zellen sowie Makrophagen sind in der Lage IFN-y zu
produzieren. Den wohl bedeutsamsten Einfluss nimmt IFN-y durch die Aktivierung von
Makrophagen und einer daraus resultierenden verbesserten Immunaktivitat. Beispielsweise
werden dabei MHC-II-Molekille vermehrt auf der Oberflaiche antigenprasentierender
Makrophagen exprimiert, die Phagozytose von intrazellularen Erregern und die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine geférdert (131).

IL-2 und IFN-y werden unter anderem durch NF-AT reguliert. Da Calcineurin-Inhibitoren ihre
Wirkung in erster Linie Gber die Inhibierung der Calcineurin/NF-AT-Signalkaskade in T-
Helferzellen erzielen, wurden diese Zytokine bereits als Biomarker verwendet, um Infektionen,
akute AbstoRungsreaktionen oder Malignitatsrisiken bei immunsupprimierten Patienten zu
Uberwachen. Beispielsweise konnte dabei eine starke Verminderung der Zytokine bei
Patienten mit wiederkehrenden Infektionen festgestellt werden. Eine starke Verminderung von
Zytokinen wurde auRerdem mit erhéhtem Malignitatsrisiko und eine schwache Verminderung
mit erhdhtem Abstolungsrisiko in Verbindung gebracht. Das klinische Erscheinungsbild
scheint jedoch nicht einheitlich mit der durch CNIls inhibierten Zytokinproduktion zu korrelieren
(132).

1.4 Zielsetzung

Mit dem Hintergrund der SARS-CoV-2-Impfpriorisierung von Organtransplantierten als
Risikogruppe zum Schutz vor schweren Krankheitsverlaufen und den gleichzeitigen
Erwartungen eines geringeren Impfansprechens dieser immunsupprimierten Patienten, soll
die vorliegende Arbeit den tatsadchlichen Schutz durch die Impfung der
Transplantationspatienten untersuchen. Dazu werden die humorale und zellulare
Immunantwort von  langfristig immunsupprimierten Leber- im  Vergleich zu
Nierentransplantierten zu verschiedenen Zeitpunkten nach SARS-CoV-2 Impfungen
betrachtet und mit denen von gesunden, nicht immunsupprimierten Probanden verglichen.
Parallel sollen die Uber den Untersuchungszeitraum gesammelten Daten bezlglich des

individuellen Schutzverhaltens, mdglicherweise durchgemachten Infektionen und deren
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Verlaufe, Aufschluss tber die Wirksamkeit der Impfungen und das Risiko einer Infektion
geben.

Durch regelmaRige Verlaufskontrollen nach Beginn der SARS-CoV-2-Impfungen, wurden die
Patienten- und Kontrollgruppen dieser Arbeit Uber ein Jahr lang in Bezug auf ihre Impfungen,
Immunantworten und Infektionen sowie ihr Verhalten wahrend der Pandemie untersucht und
befragt. Die meisten bisher veréffentlichten Studien zeigten Untersuchungen von T- Zellen
anhand des gemessenen IFN-y (133-135). Im Vergleich dazu wurde in der vorliegenden Studie
zuséatzlich IL-2 als Proliferationsmarker der aktivierten T-Zellen untersucht. Zudem wurden
auch die jeweiligen Antikérper bestimmt, um ein umfanglicheres Bild der Immunreaktionen zu
erhalten. Ziel dieser prospektiven Kohortenstudie ist es, die Unterschiede in der Immunantwort
und Krankheitsverlaufen zwischen Langzeit Nieren- und Lebertransplantierten im Vergleich zu
einer gesunden Vergleichsgruppe feststellen zu kénnen und gegebenenfalls Riickschlisse auf
verschiedene Booster-Impfungen, Immunsuppressiva und Risiko- beziehungsweise
Schutzverhalten ziehen zu kdénnen. Auf individueller Ebene soll diese Studie zudem
Erkenntnisse fir die untersuchten Patienten an der Universitadtsmedizin Mainz erbringen, die
von dem Wissen Uber ihren Immunstatus gegen SARS-CoV-2 in Form einer persoénlichen

Impfberatung oder eines sinnvollen Schutzverhaltens profitieren kdnnten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material und Geriate

Tabelle 1: Material und Geréte,

die fiir die Untersuchungen der T-Zell Reaktivitat verwendet wurden.

Queue systems, Inc.

Material Artikel Firma

Auffangréhrchen SafeSeal Gefal 1,5ml SARSTEDT AG&CO.KG

Auffangréhrchen Reagiergefaly 2,0ml SARSTEDT AG&CO.KG

Aqua Ampuwa® Spillésung 1000ml | Fresenius Kabi AG
Plastipur®

ELISpot Kit AID CoV-iSpot Interferon-y | GenlD GMBH
+Interleukin-2 strip format ELSP
7020 ELSP 7010

Fluoreszenzlampe AID Fluorescent Lamp GenlD GMBH

Inkubator CO2-Inkubator QMI300SVBA | NUNC

Labor Pipetten

CELLSTAR® 10ml

serological pipette, sterile

Greiner bio-one

Labor Pipetten

CELLSTAR® 25ml

serological pipette, sterile

Greiner bio-one

Lesegerat AID iSpot Reader GenlD GMBH
Medium AIM-V®+AIbuMAX® (BSA) (1X) | Gibco

serum free medium
Mikroskop Mikroskop WILOVERT S Hund
Papier
Pipette Sartorius Pipette 0,01-10ul Sartorius
Pipette Sartorius Pipette 1-200ul Sartorius
Pipette Sartorius Pipette 1-1000ul Sartorius

Pipettenspitzen

Pipette tip 1000ul blue

SARSTEDT AG&Co.KG

Pipettenspitzen

Pipette tip 200ul yellow

SARSTEDT AG&CO.KG

Pipettenspitzen 0,1-10ul Extended Length, Natural | STARLAB GmbH
Tips
Pipettierhilfe Accu-jet® pro BRAND

Pufferlésung

Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (PBS)

SIGMA life science
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Sicherheitswerkbank HERA safe KS 18 Thermoelectron
corporation
Testrohrchen CELLSTAR® TUBES 50ml Greiner bio-one
Trypanblau TRYPAN BLUE 0,5% BIOCHROM KG
Well-Platte 96-Well-Platte Ceostar®
Zahlkammer Zahlkammer 0,1mm Tiefe Neubauer
Zentrifugationsmedium | PANcoll human PAN BIOTECH
Zentrifuge Centrifuge 5804 R Eppendorf
Zentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf

2.2 Patienten

Untersucht wurden Blutproben von Leber- und Nierentransplantierten sowie von gesunden
Probanden zu vier verschiedenen Zeitpunkten. An der Studie waren die Klinik fur Allgemein-,
Viszeral- und Transplantationsmedizin, die I. Medizinische Klinik, Schwerpunkt Nephrologie
sowie die Transfusionszentrale der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat
Mainz, Langenbeckstralle 1 in 55131 Mainz, beteiligt. Die Blutentnahmen fanden in der
Nierenambulanz und in der Leberambulanz statt. Die Patienten wurden vor allem Gber die
Universitatsmedizin Mainz rekrutiert, sowie zusatzlich aus dem Nierenzentrum am Brand-
Mainz, am Brand 12 in 55116 Mainz. In allen Gruppen wurden die SARS-CoV-2 spezifischen
humoralen und zellularen Impfantworten bestimmt und miteinander verglichen. Vor Beginn der
Studie wurde dazu ein Ethikantrag gemaf der Deklaration von Helsinki des Weltarztebundes
gestellt und von der lokalen Ethikkommission der Universitatsmedizin Mainz, Rheinland- Pfalz,

Deutschland, genehmigt (Nr.2021-15786). Die Einverstandniserklarung wurde von allen
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Teilnehmenden schriftlich eingeholt. Alle Patienten wurden mindestens zweimal im Abstand
von vier Wochen mit dem mRNA-Impfstoff BNT162b2 (Comirnaty®, Pfizer/BioNTech, Mainz,
Deutschland) geimpft. Blutproben wurden hierflir drei bis vier Wochen nach der ersten Impfung
(1. BE), drei bis vier Wochen nach der zweiten Impfung (2. BE), funf bis sieben Monate nach
der ersten Impfung (3. BE) und zehn bis vierzehn Monate nach der ersten Impfung (4. BE)
entnommen und untersucht. Im Verlauf der Studie wurden weitere Booster-Impfungen
empfohlen, sodass alle Studienteinehmenden weitere Impfdosen von BNT162b2
(Comirnaty®, Pfizer/BioNTech, Mainz, Deutschland), mRNA-1273 (Spikevax®, Moderna,
Cambridge, USA) oder AZD1222 (Vaxzevria®, AstraZeneca, Oxford University,
Grolibritannien) erhielten. Keiner der Teilnehmenden hatte sich zu Beginn der Studie mit dem
SARS-CoV-2 Virus infiziert. Dies konnte durch die Antikérperbestimmung gegen das
Nukleokapsid-Protein des Virus ausgeschlossen werden (1).

1. Impfung 3. Impfung 4. Impfung 5. Impfung
(B) (B,M,A) (B.M) (B,M)
LTX (n=21) LTX (n=20) LTX (n=9) LTX (n=3)
NTX (n=28) NTX (n=24) NTX (n=9) NTX (n=0)
GP (n=10) GP (n=10) GP (n=1) GP (n=0)
2. Impfung
(B)
LTX (n=21)
NTX (n=28)
GP (n=10)

0 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12 M13 M14

BE1 BE2 BE3 BE4
3-4 Wochen 3-4 Wochen 5-7 Monate 10-14 Monate
nach 1. Impfung nach 2. Impfung nach 1. Impfung nach 1. Impfung
LTX (n=12) LTX (n=21) LTX (n=19) LTX (n=21)
NTX (n=9) NTX (n=25) NTX (n=22) NTX (n=21)
GP (n=5) GP (n=5) GP (n=10) GP (n=10)

Abbildung 1: Flussdiagramm zum Studienverlauf. Dargestellt ist das Studiendesign mit dem Zeitpunkt
der Impfung und den Messungen der humoralen und zelluléren Impfantwort. Die Anzahl der
untersuchten Patienten zu jedem Zeitpunkt (1. BE — 4. BE) ist angegeben. Zusétzlich ist aufgefiihrt, wie
viele und in welchem Zeitraum nach der ersten Impfung die Studienteilnehmenden weitere
Auffrischungsimpfungen erhalten haben.

BE: Blutentnahme, M: Monat; LTX: lebertransplantierte Patienten; NTX: nierentransplantierte Patienten,
GP: gesunde Probanden; B: Biontech/Pfizer Impfstoff BNT162b2 (Comirnaty®); M: Moderna Impfstoff
mRNA-1273 (Spikevax®); A: Astrazeneca Impfstoff AZD1222 (Vaxzevria®). Quelle: in Anlehnung an
(1).
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2.3 Methoden

2.3.1 Antikoérperbestimmung

Durchgefiihrt  wurden die Untersuchungen zur Antikérperbestimmung von der
Bluttransfusionszentrale der Universitatsmedizin Mainz.

Die meisten serologischen Untersuchungstechniken zur Bestimmung von Antikérpern gegen
SARS-CoV-2 beruhen auf der Detektion von IgM- und IgG-Antikdrpern gegen das Spike-
Protein, dessen rezeptorbindenden Domane oder gegen das N-Protein. Antikdrper gegen das
N-Protein werden den bindenden Antikdrpern zugeordnet. Dies scheint damit begriindet zu
sein, dass sie funktional mit dem Verpacken der RNA und Transkriptionsvorgangen, jedoch im
Vergleich zu den funktionell neutralisierenden S- oder RBD-Antikérpern nicht mit dem Eintritt
des Virus in die Zelle assoziiert sind (136). Wahrend genesene Patienten sowohl hohe
Antikorper-Titer gegen das N- und S-Protein aufweisen, finden sich bei geimpften Personen
vornehmlich S-Antikérper, da sich ihr Immunsystem mit dem S-Protein und nicht mit dem
gesamten Virus auseinandergesetzt hat. So ist es mdglich anhand verschiedener
Immunoassays Informationen tber den Infektions- und Impfstatus herauszufinden (137).

Fur die Bestimmung der IgG-Antikérper gegen das SARS-CoV-2 Nukleokapsid-Protein wurde
ein qualitativer Chemilumineszenz Mikropartikel Immunoassay verwendet (Architect SARS-
CoV-2-IgG, Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland). Die Persistenz von IgG-Antikérpern
gegen SARS-CoV-2 ist fur die Langzeitimmunitat sowie das immunologische Gedachtnis von
Bedeutung und ermdéglicht so die Identifizierung von in der Vergangenheit infizierten,
genesenen Personen (138). Stattgehabte, unbemerkte Infektionen mit dem SARS-CoV-2
Virus konnten so detektiert und die entsprechenden Patienten von der Studie ausgeschlossen
werden. Die Detektion der individuellen Impfantwort erfolgte ebenfalls mithilfe eines
Chemilumineszenz Mikropartikel Immunoassays (Architect SARS- CoV- 2- IgG Il Quant,
Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland). Hierbei wurde eine quantitative Bestimmung der
IgG-Antikérper gegen die rezeptorbindende Domédne des SARS-CoV-2 Spike-Proteins
vorgenommen.

Grundlage der beiden Immunoassays ist die Bindung der im Patientenserum vorhandenen
Antikérper gegen die entsprechenden SARS-CoV-2 Proteine an SARS-CoV-2-Antigen
beschichtete Mikropartikel. Unter Zugabe eines akridiniummarkierten anti-human-IgG-
Konjugats wird ein Reaktionsgemisch hergestellt, das nach Inkubation mit einer Triggerlésung
eine Chemilumineszensreaktion auslést. Diese kann in relativen Lichteinheiten gemessen
werden, sodass die Lichtsignale proportional zu den Antikérpern sind (139).

Eine serologische Immunantwort wurde ab einem Titer von >50 AU/ml als positiv angesehen.

Der Grenzwert wurde vom Hersteller festgelegt.
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2.3.2 Isolierung der PBMCs

Bei jeder Blutenthahme wurden den Patienten zwei bis drei Lithium-heparinisierte
Blutprobenréhrchen entnommen, was einer Menge von etwa 20 ml entsprach. Das
heparinisierte Blut wurde zunachst in ein 50 ml Tube Uberfihrt und im Verhaltnis 2:1 mit
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) verdiinnt. Im Anschluss wurde die Lésung erneut im
Verhaltnis 2:1 auf ein vorgelegtes Zentrifugationsmedium (Pancoll) pipettiert, sodass sich die
beiden Losungen voneinander absetzten. Danach startete umgehend die Zentrifugation der
Probe flr 30 Minuten auf 1000x g ohne Bremse. Dabei setzte sich das Blutplasma im oberen
Anteil der Lésung ab. Das Plasma konnte im nachsten Schritt abpipettiert und verworfen
werden. Von jeder Probe wurde in diesem Schritt 1 ml Blutplasma abpipettiert und eingefroren,
um spater eventuell notwendige Antikorper Nachbestimmungen gewahrleisten zu konnen.
Zwischen dem Plasma und dem Ubrig gebliebenen Pancoll setzte sich durch die Zentrifugation
ein weildlicher Ring ab, der die mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) enthielt.

Ganz unten im Gefal setzten sich die schweren Blutbestandteile und die Erythrozyten ab.

—— Blutplasma

—— Lymphozytenring mit PBMCs
—— Pancaoll

‘ Erythrozyten und schwere
Blutbestandteile

Abbildung 2: Absetzen der verschiedenen Blutbestandteile nach Zentrifugation.

Der Lymphozytenring wurde ebenfalls abpipettiert und ohne Erythrozyten in ein neues Gefafl
Uberfiihrt, dann bis zu 50 ml mit PBS aufgefillt und bei 700x g zehn Minuten lang erneut
zentrifugiert beziehungsweise ,gewaschen®. Dabei setzte sich ein Zellpellet am Boden des
Gefales ab. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet erneut in 50 ml PBS aufgespiilt
und fiir zehn Minuten bei 700x g gewaschen. Danach wurde der Uberstand wieder verworfen
und der Vorgang ein weiteres Mal mit 30 ml Medium durchgefiihrt. Das Zellpellet wurde
anschliefend mit 1000 yl Medium aufgespult, 10 pl dieser Zellsuspension mit 90 ul 10%iger
Trypanblaulésung gemischt und 50 ul dieser Lésung wiederum auf die Zahlkammer
Ubertragen und unter dem Lichtmikroskop gezahlt. Im Anschluss konnte eine Zellsuspension

in einer Konzentration von 2 x 108 Zellen/ ml hergestellt werden.
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20 ml heparinisiertes Blut + 10 ml PBS
2 Ansatze mit je 7,5 ml vorgelegter Pancoll Lésung, darauf vorsichtig je 15 ml der verdiinnten Blutmischung pipettieren
Zentrifugation bei 20°C, 1000x g‘LStufe 5 ohne Bremse fiir 30 min

1,5 ml Plasma abpipettieren und einfrieren, restliches Plasma abpipettieren und verwerfen

Lymphozytenring abpipettieren und in ein neues Tube tiberfiihren, mit 50 ml PBS auffiillen
Zentrifugation bei 20°C, 700x g{ Stufe 9 mit Bremse fiir 10 min

Uberstand verwerfen, zuriickbleibendes Zellpellet mit einigen ml PBS aufspiilen und bis 50 ml auffiillen
Zentrifugation bei 20°C, 700x g% Stufe 9 mit Bremse fiir 10 min
Uberstand verwerfen, zuriickbleibendes Zellpellet mit einigen ml Medium aufspiilen und bis 30 ml auffiillen
Zentrifugation bei 20°C, 700x gl: Stufe 9 mit Bremse fur 10 min
Uberstand verwerfen, zuriickbleibendes Zellpellet mit 1000 pl Medium aufspiilen
10 pl der Zellsupension mit 90 pl Tryptanblau mischen, davon 50 pl auf eine Zahlkammer lberfiihren und unter dem Lichtmikroskop zahlen
Anzahl der Zellen x 10 (Verdlinnungsfaktor) x #D,ODO (Kammerfaktor) = Zellkonzentration/ ml

Gewlinschte Konzentration von 2 x 10° Zellen/ ml herstellen

Abbildung 3: Flussdiagramm zum Ablauf der Isolierung von PBMCs.

2.3.2.1 ELISpot Immunoassay

Zur Bestimmung der T-Zell-Reaktivitat wurde ein Fluoreszenz-ELISpot verwendet. Mithilfe des
CoV-iSpot Interferon-y + Interleukin-2 strip format Kits (AID Diagnostics, StralRberg, Germany)
konnten die von aktivierten T-Zellen sezernierten Zytokine IL-2 und IFN-y detektiert werden.
Die enthaltene 96-Well-Platte, bestehend aus 12 Strips zu je 8 Wells, war mit einem
monoklonalen Antikérper zur Detektion der Zytokine I1L-2 und IFN-y beschichtet. Darauf wurde
pro Well jeweils 100 pl einer gebrauchsfertigen Antigen- oder Mitogenldésung gegeben. In die
ersten beiden Wells eines Strips wurde Medium als Negativkontrolle, in das dritte und vierte
Well Pokeweed Mitogen (PWM), ein Reagenz zur Aktivierung aller T-Zellen als
Positivkontrolle, in das flinfte und sechste Well PAN-Corona Peptid-Mix und in die letzten
beiden Wells SARS-CoV-2 Peptid-Mix pipettiert.

Zu 1 ml der in 2.3.2 hergestellten PBMC-Zellsuspension wurde 1 pl des Anti-human CD 28
pipettiert, um die T-Zellen zu aktivieren. Im nachsten Schritt konnte dann jedes Well mit jeweils
100 pul der Zellsuspension aufgeflllt werden. Danach erfolgte umgehend die

erschutterungsfreie Inkubation flr 20-24 Stunden in einem Inkubator bei 37°C und 5-7 % CO..
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Medium <
PWM <
PAN-Corona Peptid-Mix <
SARS-CoV-2 Peptid-Mix <

Abbildung 4: Pipettierschema einer Well Platte des CoV-iSpot Interferon-y + Interleukin-2 strip format Kits,
beispielhaft an drei Strips.

In den nachsten Schritten am Folgetag wurden Sekundar- und Fluoreszenzantikérper laut
Anleitung des Herstellers zu den Strips hinzugegeben. Diese sollten die freigesetzten Zytokine
der aktivierten T-Zellen unter einem Fluoreszenzlicht sichtbar machen.
Dazu wurde zunadchst der Wellinhalt verworfen und jedes Well funfmal mit 200 pl 1:10
verdinntem Waschpuffer gewaschen. Danach konnte die Platte auf saugfahigem Papier
trocken geklopft werden. Fir die Zugabe des Sekundarantikbrpers wurden je Strip 1000 pl
Verdinnungspuffer mit 2 pl Anti-human Interleukin-2 biotinyliertem Antikérper Konzentrat und
3 ul Anti-human Interferon-y FITC-markiertem Antikdrper Konzentrat vermischt. Davon wurden
je 100 pl in jedes Well pipettiert und die Platte fir zwei Stunden bei Raumtemperatur
lichtgeschiitzt in einer feuchten Kammer inkubiert.
Nach Ablauf der Zeit konnte der Wellinhalt verworfen, jedes Well erneut finfmal mit
Waschpuffer gewaschen und anschliel3end trocken geklopft werden. In jedes Well wurden nun
100 ul des zuvor verdinnten Fluoreszenzantikérpers gegeben. Dieser bestand je Strip aus
1000 pl Verdiinnungspuffer, 3,3 pl Anti-FITC green Konzentrat zur Bindung an IFN-y und 5 pl
Streptavidin RED-Cy3 Konzentrat zur Bindung an IL-2. Die erneute Inkubation der Platte
erfolgte fur eine Stunde bei Raumtemperatur lichtgeschuitzt in der feuchten Kammer.
Nach wiederholtem flinfmaligem Waschen und Trockenklopfen der Well-Platte konnten 100 ul
Enhancer in jedes Well pipettiert und die Platte 15 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschitzt
inkubiert werden. Danach wurde der Wellinhalt verworfen, die Platte trocken geklopft und
mindestens drei Stunden oder Uber Nacht umgedreht lichtgeschiitzt trocknen gelassen. Im
Anschluss konnten die jeweiligen Spots pro Well mit dem AID iSpot Reader (EliSpot Reader
System) gezahlt und ausgewertet werden.
Zur Interpretation der Ergebnisse war die Bildung eines Simulationsindexes notwendig. Dazu
wurde der Mittelwert der Spotanzahl beider Wells eines Antigen Mixes durch die Spotanzahl
der Negativkontrolle dividiert. Giltig waren die Ergebnisse nur mit =50 Spots in der
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Positivkontrolle mit Pokeweed Mitogen und <10 Spots fiur IFN-y beziehungsweise <20 Spots
fur IL-2 in der Negativkontrolle mit Medium.

Far Interferon-y (grtin) galt fir null bis ein Spot in der Negativkontrolle das Ergebnis als reaktiv,
wenn der Sl 27, als grenzwertig, wenn der S| >5 und <7 und als nicht reaktiv, wenn der S| <5
war. Bei zwei bis zehn Spots in der Negativkontrolle galt das Ergebnis als reaktiv, wenn der Si
>3, als grenzwertig, wenn der Sl >2 und <3 und als nicht reaktiv, wenn der S| <2 war.

Fir Interleukin-2 (rot) galt fur null bis ein Spot in der Negativkontrolle das Ergebnis als reaktiv,
wenn der Sl 27, als grenzwertig, wenn der S| >5 und <7, und als nicht reaktiv, wenn der SI <5
war. Bei zwei bis zwanzig Spots in der Negativkontrolle galt das Ergebnis als reaktiv, wenn
der Sl >3, als grenzwertig, wenn der Sl >2 und <3, und als nicht reaktiv, wenn der S| <2 war.
Ein reaktives Ergebnis fur entweder IL-2 oder IFN-y wurde als bezeichnend fir eine T-Zell
spezifische Immunantwort auf die Impfung angesehen. Da ein grenzwertiges Ergebnis fir IFN-
y oder IL-2 in einem klinischen Kontext betrachtet uneindeutig und ohne Relevanz ist, wird ein
solches Ergebnis im Folgenden als nicht reaktiv gewertet. Ungiltige Ergebnisse wurden nicht

in die Berechnungen mit einbezogen.

2.3.3 Auswertung und Statistik

Die Datenverwaltung und alle statistischen Analysen wurden mit dem Programm SPSS
(Version 29.0.0.0; IBM Corp., Armonk, NY, USA) durchgefiihrt. Die Merkmale und
demografischen Daten der Patienten wurden als Median und Standardabweichung (SD)
angegeben, wenn sie normal verteilt waren und die StichprobengréfRe ausreichend getestet
wurde. Nicht normalverteilte, kontinuierliche Variablen wurden als Median und Spannweite,
die kategorialen Variablen als Anzahl der Patienten und Prozentsatz ausgedrickt. Die
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit dem Pearson x2-Test oder dem exakten Test
von Fisher analysiert, wenn die Testannahmen nicht erflllt waren.

Normalverteilte, kontinuierliche Daten wurden mit dem t-Test fur gepaarte Stichproben
verglichen, abnormal verteilte Daten wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen.
Unterschiede zwischen abhangigen Variablen wurden mit dem nichtparametrischen Wilcoxon-
Rangsummentest ausgewertet. Ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant

angesehen (1).
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2.3.4 Fragebogen zu Impfungen, Infektionen und Schutzverhalten

Im Zuge der 4.BE wurde zeitgleich mit der Erhebung der Daten ein Jahr nach der 1.Impfung
ein Fragebogen an alle Studienteilnehmer ausgehandigt. Hierbei wurden noch einmal die
Impfdaten und Impfstoffe, inklusive aller Booster-Impfungen aller Studienteilnehmer zu ihren
SARS-CoV-2-Impfungen erhoben. Des Weiteren wurde nach Impfkomplikationen,
wissentlichen Kontakten zu Infizierten, auferlegten Quarantanen, positiven SARS-CoV-2
Antigen- oder PCR- Tests, durchgemachten Covid-19 Infektionen mit jeweiliger Angabe der
Zeitrdume, sowie der Schwere des klinischen Verlaufs gefragt.

Um das allgemeine, alltagliche Infektionsrisiko der Studienteiinehmer abzuschatzen, wurden
weitere Fragen zu entsprechenden Wohn- und Verhaltenssituationen gestellt. Berticksichtigt
wurden hierbei die Anzahl der Personen im Haushalt und ob schulpflichtige Kinder im selben
Haushalt wohnten. Es wurde auch nach Unterstitzung im alltédglichen Leben im Sinne einer
externen Putz- oder Haushaltshilfe beziehungsweise anderweitiger Unterstitzung zuhause
oder in der Offentlichkeit, wie beispielsweise beim Einkaufen, gefragt.

Um das individuelle Risikoverhalten zu bewerten, wurden die Studienteilnehmer gefragt, ob
sie ausschlieBlich FFP-2-Masken oder OP-Masken trugen oder dies unterschiedlich
handhabten. Eine weitere Frage bezog sich auf private Termine und ob die Studienteilnehmer
sie wie Ublich wahrnahmen oder versuchten diese zu beschranken. Zusatzlich wurde erfragt,
ob sie ihre Freizeitkontakte wie gewohnt pflegten oder einschrankten. Hierbei hatten die
Studienteilnehmer zusatzlich die Moglichkeit zwischen Einschrankungen bei Treffen mit Mund-
und Nasenschutz, im Freien oder nur mit negativem Schnelltest auszuwahlen oder eigene
Angaben zu erganzen (siehe: Anhang 7.1).

Prinzipiell wurde der Fragebogen jedem Studienteilnehmer zum Ausflllen wahrend des
Termins zur Blutentnahme ausgehandigt. Personen, die nicht zur 4.BE erschienen oder aus
anderen Grinden nicht an der Jahreskontrolle teilnahmen, wurden Uberwiegend telefonisch

befragt.
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3 Ergebnisse
3.1 Patienten Charakteristika

Die charakteristischen und demographischen Daten der Studienteilnehmer sind in Tabelle 2
aufgefihrt. Insgesamt nahmen 49 Patienten und zehn Probanden an der Studie teil. Darunter
wurden 21 Lebertransplantierte und 28 Nierentransplantierte prospektiv Giber einen Zeitraum
von etwa einem Jahr nach ihrer ersten Impfung mit dem SARS-CoV-2 Impfstoff BNT162b2
(Comirnaty®, Pfizer/BioNTech) untersucht. Als Vergleichsgruppe dienten 10 gesunde
Probanden. Alle Teilnehmenden der Studie wurden insgesamt mindestens zweimal mit
BNT162b2 geimpft, wobei ein Abstand von vier Wochen zwischen der ersten und zweiten
Impfung eingehalten wurde. Bis zum Zeitpunkt der dritten Blutentnahme erhielt der allergréfite
Teil der Studienteilnehmenden keine weitere Covid-Impfung, wahrend bis zur Jahreskontrolle
mit einer einzigen Ausnahme alle Teilnehmenden mindestens eine Booster-Impfung erhalten
hatten. Zudem wurde vor Beginn der Studie jeder Teilnehmer auf serologische Antikdrper
gegen das SARS-CoV-2 Nukleokapsid-Protein untersucht und bei Nachweisbarkeit von der
Studie ausgeschlossen. Zu Beginn der Datenerhebung hatte somit niemand einen gesicherten
Kontakt zu dem Virus.

Die Geschlechter aller 59 Teilnehmenden verteilten sich bei den LTX-Patienten auf zehn
mannliche und elf weibliche (etwa 1:1), bei den NTX-Patienten auf 19 mannliche und neun
weibliche (etwa 2:1) und bei den gesunden Probanden auf vier mannliche und sechs weibliche
Teilnehmende (2:3). Das mediane Alter der LTX-Patienten betrug zum Zeitpunkt ihrer ersten
Covid-Impfung 59 Jahre, wahrend die Gruppen der NTX-Patienten mit 54 Jahren und die GP
mit 54 Jahren durchschnittlich etwas jinger waren. Die Transplantation lag bei den LTX-
Patienten im Median 4 Jahre zurlick, bei den NTX-Patienten waren es etwa 3 Jahre.

Von den Lebertransplantierten erhielten zum Zeitpunkt der ersten Impfung 86% eine duale
oder einfache Immunsuppression, wahrend 89% der Nierentransplantierten eine dreifache
Medikamentenkombination erhielten. In der gesunden Kontrollgruppe wurden keine

immunsuppressiven Medikamente eingenommen.

Tabelle 2: Patienten Charakteristika und demographische Daten.
Quelle: in Anlehnung an (1).

LTX (n=21) NTX(n=28)  GP (n=10)

Geschlecht (mannlich/weiblich) 10/11 19/9 4/6
Alter bei der ersten Impfung in Jahren, 59 (53-67) 54 (37-61) 54 (43-58)
Median (IQA 25-75)

Jahre seit der Transplantation, 4 (1.5-11) 3 (1-11)

Median (IQA 25-75)
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3.2 Antikorper

Zur Bestimmung der humoralen Immunantwort auf die Covid-Impfungen wurden IgG gegen
das N-Protein sowie IgM und der IgG-Titer gegen das S-Protein bestimmt. Somit konnten das
Impfansprechen und mégliche Infektionen kontinuierlich beobachtet werden.

Die erste Blutentnahme (1.BE) erfolgte im Durchschnitt 27 Tage nach der ersten SARS-CoV-
2 Impfung bei einer Spanne von 19-34 Tagen. Zu diesem Zeitpunkt zeigten die wenigsten
Transplantierten eine humorale Immunantwort. 3/12 (25 %) der untersuchten LTX-Patienten
und 4/26 (15 %) der NTX-Patienten wiesen ein S-1gG >50 AU/ml auf. Die Werte betrugen 56-
112 AU/ml. Alle 5 gesunden Probanden entwickelten eine positive Antikérperantwort (100 %).
Zudem waren die Antikdrper gegen das S-Protein in dieser Gruppe signifikant héher bei einer
Spannweite von 139-1637 AU/ml im Vergleich zu den LT X- (p<0,0001) und den NTX-Patienten
(p<0,0001) (Abbildung 5).

Tabelle 3: IgG- Antikérper gegen das SARS-CoV-2 Spike-Protein nach der 1.BE.

n AK>50 AU/ml (%)
LTX 12 3/12 (25 %)
NTX 26 4/26 (15 %)
GP 5 5/5 (100 %)

Die zweite Blutentnahme (2.BE) erfolgte durchschnittlich 29 Tage nach der zweiten Impfung
bei einer Spanne von 19-62 Tagen. Bis zu diesem Zeitpunkt entwickelten 15/21 (71 %) der
LTX- und 11/25 (44 %) der NTX-Patienten 1gG- Antikérper >50 AU/ml. Die Titer der LTX-
Patienten wiesen einen Median von 3603 AU/ml bei einer Spannweite von 142-18273 AU/mI
auf. Die Nierentransplantierten zeigten eine Spannweite von 64-3156 AU/ml bei einem Median
von 688 AU/mI. Die Titer der Lebertransplantierten waren demnach signifikant héher im
Vergleich zu denen der Nierentransplantierten (p=0,001) (Abbildung 5). Wie bereits nach der
ersten Impfung konnten bei allen 5/5 gesunden Kontrollpersonen Antikdrper gegen das S-
Protein nachgewiesen werden. lhre IgG-Titer waren >2000 AU/ml (2049-23717 AU/ml) bei
einem Median von 5913 AU/ml.

Tabelle 4: IgG- Antikbrper gegen das SARS-CoV-2 Spike-Protein nach der 2.BE.

n AK>50 AU/mI (%)
LTX 21 15/21 (71 %)
NTX 25 11/25 (44 %)
GP 5 5/5 (100 %)
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Abbildung 5: Die humorale Immunantwort bei TX-Patienten im Vergleich zu den gesunden Probanden zwischen 4
Wochen nach der ersten (BE1) bzw. zweiten Impfstoffdosis (BE2) und 6 Monaten nach der ersten Impfstoffdosis (BE3).

Etwa sechs Monate nach der ersten Impfung erfolgte die dritte Blutentnahme (3.BE),
durchschnittlich 177 Tage nach der ersten Impfung bei einer Spannweite von 116-206 Tagen.
Zu diesem Zeitpunkt waren bei 10/10 (100 %) der gesunden Vergleichspersonen, 15/19 (79
%) der Leber- und 9/21 (43 %) der Nierentransplantierten ein S-IgG >50 AU/ml detektierbar.
Die IgG-Titer der LTX-Patienten (146-10629 AU/ml) waren mit einem Median von 937 AU/mI
im Vergleich zur zweiten BE mit einem Median von 3603 AU/ml signifikant gesunken
(p=0,005). Auch die Titer der NTX-Patienten sanken auf eine Spannweite von 74-4044 AU/m|
und der Median von 688 AU/ml auf 317 AU/ml. Dieser Rickgang der Antikérper war jedoch
nicht signifikant (p=0,086). Insgesamt konnten bei den LTX-Patienten ein halbes Jahr nach
der ersten Impfung signifikant héhere Antikdrper-Titer als bei den Nierentransplantierten
nachgewiesen werden (p=0,006). Auch in der gesunden Kontrollgruppe reduzierten sich die
Titer signifikant von BE2 bis BE3 im Median von 5913 AU/ml auf 949 AU/mI (535-2522 AU/ml,
p=0,043). 3/19 LTX- und 4/21 NTX-Patienten hatten zum Zeitpunkt der 3.BE bereits eine
SARS-CoV-2 Booster-Impfung erhalten. 5/7 (71 %) dieser Patienten entwickelten dennoch
keine positiven IgG-Titer >50AU/ml.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass sich die Antikérper-Titer aller Versuchsgruppen
von vier Wochen nach der zweiten Impfung (BE2) bis ein halbes Jahr nach der ersten Impfung
(BE3) deutlich reduzierten. Zu beiden Zeitpunkten zeigten die LTX- im Vergleich zu den NTX-
Patienten signifikant héhere 1gG-Titer (Abbildung 5 und Abbildung 9B).
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Tabelle 5: IgG- Antikérper gegen das SARS-CoV-2 Spike-Protein nach der 3.BE.

I n | AK>50 AU/ml (%)
LTX 19 15/19 (79 %)
NTX 21 9/21 (43 %)
GP 10 10/10 (100 %)
BE1 BE3

37 % H

25 %

LTX
75 %
n=19
] <50 AU/ml NTX
1 50-1000 AU/mlI
B >1000 AU/mlI 85 %
n=26 n=25 n=21
GP 40 %
60 %
n=5 n=4 n=10

Abbildung 6: Humorale Reaktion auf das SARS-CoV-2-Antigen. Die humorale Impfantwort wurde anhand der
1gG-Antikérper gegen die RBD des SARS-CoV-2-Spike-Proteins vier Wochen nach der ersten Impfung (BE1),
vier Wochen nach der zweiten Impfung (BE2) und sechs Monate nach der ersten Impfung (BE3) in jeder
Studiengruppe gemessen. Das Ansprechen auf die Impfung wurde in die Gruppen Titer <60 AU/ml (negativ), 50-
1000 AU/ml (niedrig/méaR3ig) und >1000 AU/ml (hoch) eingeteilt und in Prozent angegeben. Quelle: in Anlehnung
an (1).

3.3 T-Zell- Reaktivitat

Die T-Zell Reaktivitdt wurde zu allen vier Entnahmezeitpunkten anhand eines ELISpot Assays
in Form der Detektion von IFN-y und IL-2 erfasst. Entsprechend des Auswerteschemas aus
2.3.2.1 wurde jede Probe jeweils als reaktiv, grenzwertig oder nicht reaktiv eingestuft. Da ein
grenzwertiges Ergebnis fur IFN-y oder IL-2 in einem klinischen Kontext betrachtet uneindeutig
und ohne Relevanz ist, wird ein solches Ergebnis im Folgenden als nicht reaktiv gewertet.
Ungliltige Ergebnisse wurden nicht in die Berechnungen mit einbezogen.

Nach der ersten Impfung war die T-Zell Reaktivitat in allen drei Versuchsgruppen gering. Alle

Patienten zeigten ein negatives Ergebnis fir IFN-y, lediglich 2/5 (40 %) der gesunden
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Probanden bildeten IFN-y. 2/11 (18 %) der Leber- und 1/9 (11 %) der Nierentransplantierten
zeigten ein reaktives Ergebnis fur IL-2, wahrend dies auf alle 5 Kontrollpersonen (100 %)
zutraf. Keine T-Zell Antwort bildeten entsprechend 8/11 (82 %) der LTX- und 8/9 (89 %) der
NTX-Patienten aus. Die T-Zell Reaktivitat bei den gesunden Probanden war somit signifikant
héher im Vergleich zu den LTX- (p=0,005) und den NTX-Patienten (p=0,003).

Tabelle 6: T- Zell Reaktivitat nach der 1.BE.

n IFN-y (%) n IL-2 (%)
LTX 10 0 11 2/11 (18 %)
NTX 9 0 9 179 (11 %)
GP 5 2/5 (40 %) 5 5/5 (100 %)

Nach der zweiten Impfung zeigten 17/20 (85%) der Lebertransplantierten eine IL-2 Antwort.
Davon bildeten zusatzlich 9/20 Patienten IFN-y aus (45 %). Bei den NTX-Patienten waren
14/25 (56 %) positiv fur IL-2 und von diesen Patienten wiederum 11/25 zuséatzlich positiv fur
IFN-y (44%). Dies leitet zu der Annahme, dass die meisten der IFN-y produzierenden Zellen
auch IL-2 bilden. Der reprasentative ELISpot eines LTX-Patienten bestatigt dies (Vgl.
Abbildung 7). Im Vergleich bildeten mehr Leber- als Nierentransplantierte IL-2 produzierende
T-Zellen aus (p=0,05). Keine T-Zell Reaktivitat konnte bei 10/25 (40 %) der Nieren- und 1/20
(5 %) der Lebertransplantierten festgestellt werden. Alle 5/5 gesunden Probanden zeigten ein
reaktives Ergebnis sowohl fir IL-2 als auch fur IFN-y. Die Unterschiede im Vergleich zu den
Patientengruppen erreichten jedoch nicht das Signifikanzlevel (p=0,45 im Vergleich mit den
LTX- und p=0,13 im Vergleich mit den NTX-Patienten).

Tabelle 7: T- Zell Reaktivitat nach der 2.BE.

n IFN-y (%) n IL-2 (%)
LTX 20 9/20 (45 %) 20 17/20 (85 %)
NTX 25 11/25 (44 %) 25 14/25 (56 %)
GP 5 5/5 (100 %) 5 5/5 (100 %)
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Abbildung 7: Ein repréasentativer ELISpot eines LTX-Patienten. Zu erkennen sind die
einzelnen Spots mit deutlich doppelt positiven IFN-y (A) und IL-2 produzierenden (B) T-
Zellen nach der zweiten Impfung. Spots, die beide Zytokine produzieren, sind durch
einen gelben Kreis gekennzeichnet.

Sechs Monate nach der ersten Impfung konnte eine insgesamt reduzierte T-Zell Reaktivitat
beobachtet werden (Abbildung 9A). Ein reaktives Ergebnis fur IL-2 zeigten 9/17 (53 %) der
LTX-, 7/16 (44 %) der NTX-Patienten und 7/10 (70%) der gesunden Kontrollpersonen, was
einer signifikanten Reduktion der IL-2 produzierenden Zellen im Vergleich zur 2.BE in jeder
Versuchsgruppe entspricht (LTX: p=0,008; NTX: p=0,002; GP: p=0,042). Ein reaktives
Ergebnis fur IFN-y konnte bei 4/17 (24 %) der LTX-, 3/16 (19 %) der NTX-Patienten und bei
6/10 (60 %) der gesunden Probanden detektiert werden. Bei allen Patienten handelte es sich
hierbei um eine zusatzliche IFN-y Produktion zu der IL-2 Produktion. Auch die Reduktion der
IFN-y produzierenden Zellen entsprach einer signifikanten Minderung in den Gruppen der
NTX- und LTX-Patienten im Vergleich zur 2.BE (LTX: p=0,02; NTX: p= 0,004; GP: p= 0,14).
Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen nach einem halben Jahr nach der
ersten Impfung erreichten keine Signifikanz (LTX-NTX: p=0,73; LTX-GP: p=0,23; NTX-GP:
p=0,11). Von den drei LTX- und vier NT X-Patienten, die zum Zeitpunkt der 3.BE bereits eine
dritte SARS-CoV-2 Impfung erhalten hatten, zeigte aus jeder Gruppe jeweils nur ein Patient
eine reaktive IL-2 und IFN-y Produktion.

Zusammenfassend fand eine deutliche Reduktion der zelluldren Immunantwort nach der 2.BE
in allen Gruppen statt. Im Vergleich zur humoralen Immunantwort konnte jedoch zu keinem
Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied in der zellularen Immunantwort zwischen den NTX- und

LTX-Patienten festgestellt werden.

32



Tabelle 8: T- Zell Reaktivitat nach der 3.BE.

n IFN-y (%) . n IL-2 (%)
LTX 17 4/17 (24 %) 17 9/17 (53 %)
NTX 16 3/16 (19 %) 16 7116 (44 %)
GP 10 6/10 (60 %) 10 7/10 (70 %)

LTX

[ keine Reaktivitat NTX
[J nurlL-2

[ nur IFN-y

B IFN-y und IL-2

n=10

n=5

Abbildung 8: SARS-CoV-2-Antigen spezifische zelluldre Reaktion nach zwei Dosen des BNT 162b2-Impfstoffs. Die
zelluldre Impfantwort wurde anhand der IL-2 und/oder IFN-y produzierenden Zellen in jeder der Studiengruppen vier
Wochen nach der ersten Impfung (BE1), vier Wochen nach der zweiten Impfung (BE2) und sechs Monate nach der
ersten Impfung (BE3) gemessen und ist als Prozentsatz der nur IL-2, nur IFN-y oder IL2 und IFN-y produzierenden T-

Zellen angegeben. Quelle: In Anlehnung an (1).
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Werden zelluldare und humorale Immunantwort zusammen betrachtet (siehe Tabelle 9),
entwickelten alle (100 %) Lebertransplantierten eine SARS-CoV-2 spezifische humorale oder
zelluldare Immunantwort auf eine zweifache Impfung mit BNT162b2, entsprechend den
Untersuchungen der 2.BE. Darunter zeigten 12/20 (60 %) sowohl Antikérper gegen das S-
Protein >50 AU/ml, als auch reaktive T-Zellen. 5/20 (25 %) bildeten nur geringe IgG-Titer <45
AU/ml bei einer Spanne von 3,4-44,5 AU/ml und einem Median von 6,3 AU/ml aus. Diese
Patienten waren jedoch, mit einer einzigen Ausnahme ohne T-Zell Untersuchung, alle reaktiv
fur IL-2 mit einem medianen SI-Wert von 12 und einer SI-Spanne von 7-30. Zudem waren 2/5
(40 %) dieser Patienten zusatzlich auch fur IFN-y reaktiv. 3/20 der LTX-Patienten (15 %)
bildeten kein IL-2 oder IFN-y, sondern ausschliel3lich Antikérper gegen SARS-CoV-2 (142,
822, 6805 AU/ml).

Bei den Nierentransplantierten entwickelten 8/25 (32 %) keine SARS-CoV-2 spezifische
humorale oder zellulare Immunantwort und 8/25 (32 %) eine SARS-CoV-2 spezifische
humorale und zelluldre Immunantwort auf die doppelte Impfung mit BNT162b2. 6/25 (24 %)
bildeten zwar keine Antikérper >50 AU/ ml, jedoch eine relativ hohe T-Zell Antwort mit einem
medianen IL-2 SI-Wert von 17,3 und einer SI-Spanne von 8-34. 3/25 der NTX-Patienten (12
%) bildeten kein IL-2 oder IFN-y, sondern ausschlief3lich Antikérper gegen SARS-CoV-2 (64,
127, 1809 AU/m).

Insgesamt zeigten die meisten Patienten mit ausgebildeter B- oder T-Zell Antwort nach der
2.BE auch nach der 3.BE eine entsprechende, wenn auch reduzierte, Immunantwort (91 %).
Der auffalligste Abfall konnte in der Gruppe der Lebertransplantierten festgestellt werden, bei
denen im Vergleich zu den 60 % der 2.BE nur noch 44 % eine humorale und zellulére
Immunantwort nach der 3.BE aufwiesen. AulRerdem zeigten 11 % der LTX-Patienten ein
halbes Jahr nach der ersten Impfung keine SARS-CoV-2 spezifische Immunantwort mehr,
wahrend zum Zeitpunkt der 2.BE noch ausnahmslos alle zellulér oder humoral reagiert hatten.
Zusammenfassend liel} sich eine deutlich reduzierte zelluldre und humorale Immunantwort ein
halbes Jahr nach der Erstimpfung feststellen (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Riickgang der zelluldren (A) und humoralen (B) Immunantwort ein halbes Jahr nach der ersten
Impfung. Dargestellt sind die SI-Werte der IL-2 positiven T-Zellen sowie die Antikérpertiter gegen das SARS-CoV-2
Spike Protein (AU/ml) aller transplantierten Patienten vier Wochen nach der zweiten Impfung (BE2) und 6 Monate
nach der ersten Impfung (BE3). Die roten Linien zeigen die LTX- und die grauen Linien die NTX- Patienten.

Quelle: in Anlehnung an (1).
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Tabelle 9: Messungen der SARS-CoV-2 Antigen spezifischen humoralen und zelluldren Immunantwort.
Quelle: in Anlehnung an (1).

BE1

BE2

BE3

weder T-Zell Reaktivitat noch
IgG-Antikorper, n (%)

6/11 (55 %)

0/20 (0 %)

2/18 (11 %)

LTX
nur T- Zell Reaktivitat, n (%) 2/11 (18 %) 5/20 (25 %) 1/18 (6 %)
nur IgG-Antikorper, n (%) 311 (27 %) 3/20 (15 %) 7/18 (39 %)
IgG-Antikorper und T-Zell 0/11 (0 %) 12/20 (60 %) 8/18 (44 %)
Reaktivitat, n (%)
weder T-Zell Reaktivitat noch
IgG-Antikorper, n (%) 8/9 (89 %) 8/25 (32 %) 6/16 (37 %)
NTX
nur T- Zell Reaktivitat, n (%)
1/9 (11 %) 6/25 (24 %) 2/16 (13 %)
nur IgG-Antikorper, n (%)
0/9 (0 %) 3/25 (12 %) 3/16 (19 %)
IgG-Antikérper und T-Zell
o 0, o,
Reaktivitat, n (%) 0/9 (0 %) 8/25 (32 %) 5/16 (31 %)
weder T-Zell Reaktivitat noch
IgG-Antikorper, n (%) 0/5 (0 %) 0/5 (0 %) 0/10 (0 %)
GP
nur T- Zell Reaktivitat, n (%)
0/5 (0 %) 0/5 (0 %) 0/5 (0 %)
nur IlgG-Antikdrper, n (%)
0/5 (0 %) 0/5 (0 %) 2/10 (20 %)

IgG-Antikorper und T-Zell
Reaktivitat, n (%)

5/5 (100 %)

5/5 (100 %)

8/10 (80 %)

35



3.4 Immunsuppression

Eine Ubersicht zur Verteilung der verschiedenen immunsuppressiven Therapieschemata unter
den Patientengruppen findet sich in Tabelle 10. In der Gruppe der Lebertransplanierten
bekamen zum Zeitpunkt der ersten Impfung 18/21 (86 %) der Patienten zu gleichen Teilen
eine einfache oder eine doppelte immunsuppressive Therapie. Die Monotherapie bestand aus
den Calcineurin-Inhibitoren Tacrolimus (n=7) oder CyA (n=2). Alle finf LTX-Patienten, die vier
Wochen nach der zweiten Impfung keine Antikorper bildeten, erhielten eine doppelte
medikamentdse Therapie bestehend aus Tac/MMF (n=2), Eve/MMF (n=1) oder CyA/MMF
(n=1). Eine Person erhielt eine Monotherapie mit Tac. Dennoch entwickelten alle Patienten
ohne Antikdrper eine reaktive zellulare Immunantwort gegen SARS-CoV-2 vier Wochen nach
der zweiten Impfung, sodass alle Lebertransplantierten unabhangig von der
Immunsuppression zellular oder humoral auf den Kontakt mit dem SARS-CoV-2 Impfstoff
reagierten. 3/21 (14 %) der LTX-Patienten bekamen eine Dreifachtherapie. Diese Patienten
zeigten trotzdem vier Wochen nach der zweiten Impfung sowohl eine ausgepragte
Antikdrperbildung gegen SARS-CoV-2 (3603, 760, 9859 AU/ml), als auch IL-2 produzierende
Zellen.

Die Nierentransplantierten erhielten in 89 % der Falle eine dreifache Immunsuppression. Dies
traf auch auf die 8/25 (32 %) der NTX-Patienten zu, die vier Wochen nach der zweiten Impfung
weder eine humorale noch eine zellulare Immunantwort zeigten (Tac/Eve/Steroide n=4,
Tac/MMF/Steroide n=3 und EVE/MMF/Steroide n=1). 3/28 (11 %) der NTX-Patienten erhielten
eine Zweifachtherapie aus Tac/MMF (n=1), CyA/Steroide (n=1) oder Sirolimus/Steroide (n=1).
Alle drei Patienten zeigten reaktive T-Zellen und Antikérper-Titer >500 AU/ml vier Wochen
nach der zweiten Impfung. Unter den Nierentransplantierten erhielt niemand eine

Monotherapie.

Tabelle 10: Ubersicht der verschiedenen Immunsuppressiva. Dargestellt ist die immunsuppressive Therapie der
verschiedenen Patientengruppen und deren Verteilung mit prozentualer Angabe () zum Beginn der Datenerhebung
entsprechend der 1.BE.

Quelle: in Anlehnung an (1).

LTX (n=21) NTX (n=28) GP (n=10)

Immunsuppressive Therapie, N (%)

Dreifachtherapie 3 (14.0) 25 (89.0)
Tacrolimus, MMF, Prednison 2 17
CyA, MMF, Prednison 0 1
Tacrolimus, mTOR-Inhibitor, Prednison 1 6
mTOR-Inhibitor, MMF, Prednison 0 1
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Zweifachtherapie 9 (43.0) 3(11.0)
Tacrolimus, MMF 3 1
Tacrolimus, mTOR-Inhibitor 4 0
CyA, MMF 1 0
CyA, Prednison 0 1
mTOR-Inhibitor, MMF 1 0
mTOR-Inhibitor, Prednison 0 1

Monotherapie 9 (43.0) 0(0.0)
Tacrolimus 7 0
CyA 2 0

3.5 SARS-CoV-2 spezifische Immunantwort ein Jahr nach der ersten Impfung

Zum Zeitpunkt der 4.BE wurden erneut die B- und T-Zell spezifische Immunantwort aller
Studienteilnehmer auf die SARS-CoV-2 Impfung gemessen. Im Zeitraum zwischen der 3. und
4.BE wurden aufgrund der nachweislich ricklaufigen Immunantwort sechs Monate nach der
Grundimmunisierung mit einer zweifachen Dosis eines mMRNA-Impfstoffes weitere
Auffrischimpfungen empfohlen. Aus diesem Grund wurden anhand eines Fragebogens die
verschiedenen Grundimmunisierungen und Booster-Impfungen erhoben und zusatzlich nach
Infektionen und im Falle dieser auch nach der Schwere der SARS-CoV-2-Infektionen gefragt.
Keiner der Studienteilnehmer gab Impfkomplikationen oder behandlungsbedirftige Covid-
Infektionen an. Die Impfungen scheinen somit gut vertragen worden zu sein. Insgesamt
erhielten 54/59 (92 %) und damit der allergrof3te Teil der Studienteiinehmer mindestens eine
weitere Impfung zusatzlich zu der doppelten Grundimmunisierung mit BNT162b2
(Comirnaty®, Pfizer/BioNTech, Mainz, Deutschland).

Von 21 LTX-Patienten erhielten 14 (70 %) eine dritte Impfung mit dem mRNA-Impfstoff
BNT162b2 (Comirnaty®) der Firma Biontech (Pfizer/BioNTech, Mainz, Deutschland), flnf
Patienten (25 %) mit dem mRNA- Impfstoff mMRNA-1273 (Spikevax®) der Firma Moderna
(Moderna, Cambridge, USA) und ein Patient (5 %) mit dem vektorbasierten Impfstoff AZD1222
(Vaxzevria®) von Astrazeneca (AstraZeneca, Oxford University, GroRbritannien). Insgesamt
erhielten somit 20/21 (95 %) der LT X-Patienten eine dritte SARS-CoV-2-Impfung. Eine vierte
Impfung erhielten 9/21 (43 %) der LTX-Patienten, wobei 2 dieser Patienten mit einer vierten
Dosis von Biontech geimpft wurden. Die anderen 7 Patienten hatten innerhalb dieser vier

Impfungen mindestens einmal entweder den Moderna- oder Astrazeneca- Impfstoff erhalten.
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Von 21 LT X-Patienten hatten bis zur Jahreskontrolle drei Patienten (14 %) eine fiinfte Impfung
mit einem der beiden mRNA-Impfstoffe von Biontech oder Moderna erhalten.

Von 28 NTX-Patienten erhielten insgesamt 24 (86 %) eine dritte Impfung, davon 14 (50%) mit
dem Biontech- und zehn (36 %) mit dem Moderna- Impfstoff. 9/28 (32 %) der NTX-Patienten
wurden insgesamt viermal geimpft, davon erhielten finf Patienten ausschlieRlich Biontech-
Impfdosen, vier weitere Patienten einen Booster mit Moderna- Impfstoff. Im Vergleich zu den
LTX-Patienten erhielt in dieser Patientengruppe jedoch niemand eine flinfte Impfung. Zudem
wurden die NTX-Patienten ausschliel3lich mit den beiden mRNA-Impfstoffen geimpft.

Von zehn gesunden Probanden wurden sieben (70 %) ein drittes Mal mit Biontech- Impfdosen
und drei (30 %) mit Moderna- Impfdosen geimpft. Damit wurden alle gesunden Probanden
insgesamt mindestens dreimal mit einem mMRNA-Impfstoff geimpft. Lediglich eine Person (10
%) erhielt eine vierte Impfung mit Moderna.

Insgesamt erhielten somit 54/59 (92 %) aller Teilnehmenden mindestens eine Booster-
Impfung im Verlauf der Studie. Vorrangig wurde dabei flr die ersten beiden

Auffrischimpfungen der Impfstoff von Biontech verwendet (65 % und 58 %).

1. Booster 2. Booster 3. Booster

§

m Biontech Moderna ® Astrazeneca m Biontech Moderna ® Astrazeneca m Biontech Moderna = Astrazeneca

Abbildung 10: Darstellung der verschiedenen Booster-Impfungen nach der zweifachen Impfung mit BNT162b2.
Insgesamt erhielten 54 aller Studienteilnehmenden eine, 19 zwei und 3 insgesamt drei weitere Booster-Impfungen
im Verlauf der Studie. In den Kreisdiagrammen wurde die prozentuale Aufteilung (%) der Booster-Impfungen
dargelegt.

Aufgrund der Unterschiede im Impfstatus eines jeden Studienteilnehmers zum Zeitpunkt der
4.BE ist die Aussagekraft Uber die B- und T-zelluldare Immunreaktion und besonders der
Vergleich zwischen den drei Versuchsgruppen eingeschrankt. Jedoch konnten anhand der B-
und T-Zell Reaktion sowie mithilfe des Fragebogens die durchgemachten Infektionen erhoben
werden.

19/20 (95 %) der LTX-Patienten zeigten ein Jahr nach der ersten Impfung Antikdrper gegen
das SARS-CoV-2 S-Protein >50AU/ml (129,5- >40.000 AU/ml), wobei 9 dieser 19 Patienten
(47 %) Werte Uber 20.000 AU/ml aufwiesen. Reaktive T-Zellen in Form einer IL-2 Produktion
bildeten nur 9/20 (45 %) der LTX-Patienten, wobei acht von ihnen auch IFN-y produzierten.
Auffallend war, dass 2/21 (9,5 %) der LT X-Patienten eine Infektion im Zeitraum zwischen der

3. und 4.BE angaben, was sich gleichzeitig auch in ihren Antikérper-Titern von >40.000 AU/ml
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widerspiegelte. Des Weiteren konnten allerdings bei vier weiteren Patienten, die keine
Infektion angegeben hatten, ebenfalls Titer >40.000 AU/m| beziehungsweise bei einem
weiteren Patienten >27.000 AU/mI mit zusatzlich positiven Ergebnissen fir IgM gegen das
SARS-CoV-2 S-Protein oder IgM/IgG/IgA gegen das N-Protein festgestellt werden. Vier dieser
funf LT X-Patienten zeigten auch reaktive T-Zellen mit IL-2 und IFN-y. Nachdem innerhalb der
vorherigen Untersuchungen selbst in der Gruppe der gesunden Probanden zum Zeitpunkt der
2.BE und den damit einhergehenden am héchsten gemessenen Titern nach Impfung und ohne
vorherigen Kontakt zum Virus keine Werte Uber 25.000 AU/ml gemessen werden konnten,
sind die Werte dieser funf LTX-Patienten am ehesten als asymptomatische und damit klinisch
stumme Covid-Infektionen zu bewerten. Zusammengefasst ist somit bei 7/21 (33 %) der
Lebertransplantierten von einer durchgemachten Covid 19-Infektion auszugehen.

Von den Nierentransplantierten hatten 15/22 (68 %) ein Jahr nach der ersten Covid-Impfung
noch Antikdrpertiter >50AU/ml (72,6- >40.000 AU/mI), wobei sechs Patienten davon Titer
>20.000 AU/ml aufwiesen. IL-2 produzierende T-Zellen waren bei nur 6/21 (29 %) der NTX-
Patienten detektierbar, wovon funf ebenfalls IFN-y produzierten. 9/28 (32 %) der NTX-
Patienten gaben im Fragebogen eine SARS-CoV-2 Infektion an. Alle von ihnen hatten
Antikorpertiter >50AU/ml gebildet, wobei nur 7/9 (78 %) auch reaktive T-Zellen aufwiesen. In
dieser Patientengruppe traten keine vermeintlich unbemerkten, symptomlosen Infektionen auf.
Von den Nierentransplantierten hatten nach zweifacher Impfung mit BNT162b2 acht Patienten
(32 %) weder eine humorale noch eine zelluldare Immunantwort ausgebildet. Auch nach
mindestens einer weiteren Booster- Impfung im Verlauf steigerte sich ihre Immunantwort nur
in geringen Maf3en. So hatten zum Zeitpunkt der 4.BE von eben diesen Patienten trotz weiterer
Impfungen immer noch 5/7 (71 %) keine Immunantwort gegen SARS-CoV-2 ausgebildet.

Alle zehn gesunden Vergleichspersonen zeigten auch ein Jahr nach der ersten Impfung noch
Antikdrpertiter >560AU/ml (2754-32467 AU/ml). 5/10 (50 %) der GP waren reaktiv fur IL-2 und
IFN-y produzierende T-Zellen. Drei weitere Patienten (30 %) wiesen IFN-y produzierende T-
Zellen auf, die kein IL-2 produzierten. 2/10 (20 %) der gesunden Vergleichspersonen gaben
eine Covid-Impfung im Fragebogen an und spiegelten dies auch in den Antikorpertitern
(10.885 AU/ml; 32.467 AU/mlI) und der T-Zell Reaktivitdt. Eine weitere gesunde
Versuchsperson wies Werte einer symptomlosen Infektion mit einem S-Titer von 14.389 AU/ml|
und positivem IgG fir das N-Protein auf, sodass sich scheinbar insgesamt 3/10 (30 %) der

gesunden Kontrollpersonen infizierten.

Insgesamt liel3 sich bei 16/39 (41 %) der transplantierten Patienten eine Infektion mit SARS-
CoV-2 trotz einer vollstandigen Grundimmunisierung mit zweimaliger Dosis BNT162b2
nachweisen. Alle Transplantierten wurden vor ihrer Infektion mindestens dreimal (n=10),
viermal (n=5) oder finfmal (n=1) geimpft. Alle Patienten und gesunden Studienteilnehmer die

sich mit SARS-CoV-2 infizierten, zeigten milde Verlaufe der Infektion. Von den infizierten
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Studienteilnehmern wiesen zum Zeitpunkt der 3.BE, also vor der Infektion mit SARS-CoV-2,
4/7 (57 %) der LTX-Patienten keine T-Zell Reaktivitat und 1/7 (14 %) gar keine SARS-CoV-2
spezifische Immunreaktion auf. Im Vergleich dazu bildeten 3/9 (33 %) der infizierten NTX-
Patienten sowie alle 3 der infizierten gesunden Probanden sowohl eine B- als auch eine T-Zell
Antwort auf die SARS-CoV-2 Impfung, bevor sie sich mit dem Virus infizierten.
Zusammengefasst hatten somit 43 % der LTX-, 33 % der NTX-Patienten und 100 % der
gesunden Kontrollen zum Zeitpunkt der letzten Messung vor der Infektion mit SARS-CoV-2
eine humorale und zellulare Immunitat gegen das Virus ausgebildet.

Da sich alle Patienten und auch eine Person der gesunden Vergleichskontrolle in der ersten
Halfte des Jahres 2022 infizierten, kann von einer Infektion mit den hoch infektiosen Omikron-
Varianten ausgegangen werden, die in diesem Zeitraum laut des wdchentlichen Berichts des
RKI Gberwiegend in Deutschland zirkulierten (140). Lediglich eine gesunde Kontrollperson
infizierte sich im September 2021, wahrend besonders die Delta Variante vorherrschte. Bis zur
Kalenderwoche 46 des Jahres 2021 dominierte die Delta Variante und wurde in KW 47 von
Omikron abgeldst. Im gesamten Jahr 2022 herrschten die Subvarianten von Omikron vor. Bis
zur Kalenderwoche (KW) 7 traf dies auf die BA.1 Variante, bis KW 22 auf die BA.2 Variante
und letztlich bis ins Jahr 2023 auf die BA.5 Variante zu (140). Der Grofteil der hier erhobenen
Infektionen durfte demnach auf die Omikron Untervarianten BA.2 und BA.5 zurtickzufiihren
sein. Generell wurde jedoch in der vorliegenden Studie keine Virus-Sequenzierung
vorgenommen, sodass keine genaueren Aussagen zu den Virusvarianten getatigt werden
kénnen.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass sich von allen 59 untersuchten Studienteilnehmern 19
(32 %) mit SARS-CoV-2 infizierten. Von allen transplantierten Patienten infizierten sich 16/39
(41 %). Alle Infektionen verliefen mild oder symptomlos, keiner der Patienten wurde

hospitalisiert oder beatmungspflichtig.

3.6 Individuelles Risikoverhalten

Anhand des parallel zur 4.BE ausgehandigten Fragebogens wurden neben den Booster-
Impfungen und Infektionen mit SARS-CoV-2 auch Parameter zur Einschatzung des
allgemeinen, individuellen Infektionsrisikos und dem persoénlichen Schutzverhalten erhoben.
Die folgenden Ergebnisse sind unter der subjektiven Beantwortung des Fragebogens zu
betrachten.

Im Durchschnitt lebten 1,95 Personen im Haushalt aller befragten Lebertransplantierten, 2,35
Personen im Haushalt der Nierentransplantierten und 2,3 Personen im Haushalt der gesunden
Probanden. Schulpflichtige Kinder lebten in 1/21 (5 %) der LTX-, 5/24 (21 %) der NTX- und
2/10 (10 %) der GP-Haushalte. Unterstitzung im Alltag erhielt in allen drei Gruppen ein
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geringer Teil von unter 40 %, in der Gruppe der NTX-Patienten waren es mit 3/24 (13 %) im
Vergleich die wenigsten Haushalte. Wahrend 13/21 (67 %) der LTX-Patienten angaben,
ausschlieRlich FFP-2-Masken zu tragen, war der Anteil bei den NTX-Patienten mit 10/24 (42
%) und den gesunden Probanden mit 5/10 (50 %) etwas geringer. In allen drei
Versuchsgruppen gab der Grolfiteil an, private Termine wie gewohnt wahrzunehmen (LTX:62
%; NTX:79 %; GP:60 %), die Kontakte in der Freizeit jedoch einzuschranken (LTX:76 %;
NTX:75 %; GP:70 %).

Werden die Infizierten einer jeden Versuchsgruppe separat betrachtet, so lebten bei den
infizierten LTX-Patienten im Durchschnitt 2,29 Personen, bei den NTX-Patienten 2,56
Personen und bei den gesunden Probanden 1,67 Personen im Haushalt. Hierbei liel® sich im
Vergleich zur gesamten Untersuchungsgruppe eine gering erhohte Personenanzahl in den
Haushalten der Patienten, die sich im Laufe der Studie infizierten, erkennen. Wahrend in nur
einem der sieben Haushalte mit infizierten Lebertransplantierten auch ein schulpflichtiges Kind
lebte (14 %), war der Anteil der Kinder bei den NTX-Patienten mit 4/9 (44 %) deutlich héher.
Keiner der gesunden Probanden mit einem Kind im Haushalt infizierte sich mit SARS-CoV-2.
Der Anteil der Haushalte, die Unterstlitzung im Alltag erhielten war in der gesamten Gruppe
der LTX-Patienten genauso hoch wie in der Gruppe der Infizierten (29 %). Bei den NTX-
Patienten erhohte sich der Anteil in der Gruppe der Infizierten gering (13 % im Vergleich zu 22
%). Keiner der gesunden Probanden, die Unterstlitzung im Alltag erhielten, infizierte sich mit
SARS-CoV-2. Bezlglich des individuellen Schutzverhaltens gaben in der Gruppe der
infizierten LTX-Patienten sechs von sieben (86 %) an, ausschlieBlich FFP-2-Masken zu
tragen. Im Vergleich dazu gaben dies nur drei der neun infizierten NTX-Patienten (33 %) und
zwei der drei infizierten Probanden (66 %) an. Prozentual gesehen gaben etwa gleichviele der
infizierten Patienten an, private Termine wie gewohnt wahrzunehmen (LTX:71 %; NTX:78 %),
die Freizeitkontakte jedoch einzuschréanken (LTX:71 %; NTX:78 %). Bei den gesunden
Kontrollpersonen, die sich infizierten, traf dies auf jeweils 2/3 (66 %) zu.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass die Unterschiede des allgemeinen Risikos durch
verschiedene Lebensumstande scheinbar nicht ausreichend sind, um eine Aussage Uber die
Personenanzahl, Kinder oder Hilfskrafte als Risikofaktoren fiir eine Infektion zu identifizieren.
Lediglich flir die Nierentransplantierten wiesen die Ergebnisse auf ein mdglicherweise
erhohtes Infektionsrisiko flir SARS-CoV-2 hin, wenn Kinder mit im Haushalt lebten und nicht
ausschlieRlich FFP-2 Masken zum Infektionsschutz getragen wurden. Auch wenn einzelne
prozentuale Unterschiede in den Vergleichsgruppen gefunden werden konnten, so infizierten
sich insgesamt ndherungsweise gleich viele Leber- (7/21= 33,3 %) und Nierentransplantierte
(9/28= 32 %) sowie gesunde Probanden (3/10= 30 %). Dies passt zu den im Fragebogen
gemachten Angaben, aus denen hervorgeht, dass die Untersuchungsgruppen ein sehr

ahnliches Schutzverhalten auslbten und beispielsweise die Freizeitkontakte einschrankten.
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4 Diskussion

Wahrend die Wirksamkeit der Impfung gegen Covid-19 bei Gesunden mit Giber 90 % gut belegt
ist (69, 70), berichten viele Studien von einer geringeren humoralen und zellularen
Immunantwort bei Organtransplantierten im Vergleich zu den gesunden Vergleichspersonen
nach Impfung mit einem mMRNA-Impfstoff (141-144). Neben der generell erniedrigten
Immunantwort transplantierter Patienten auf SARS-CoV-2 Impfungen wird von einigen Quellen
gleichermalen eine hohe Infektionsrate mit erhdhtem Risiko flr schwere Verlaufe
vorhergesagt (145). Ziel der vorliegenden Studie ist es, eben diese Risiken fir unsere

Patienten zu bewerten und mit dem gesunder Kontrollpersonen zu vergleichen.

Bisher zeigten Studien nach zweimaliger Impfung bei 17-75 % der Nierentransplantierten und
47-83 % der Lebertransplantierten eine SARS-CoV-2 spezifische Antikérperproduktion (141,
142, 146-149). Neben der humoralen Immunantwort ist fir eine lange Immunitat jedoch auch
eine adaquate T-Zell Reaktion notwendig (150). Zudem kommt der zellularen Immunantwort
eine besondere Bedeutung zu, da einige SARS-CoV-2 Varianten der humoralen, jedoch nicht
der zellularen Immunitat entgehen konnten (151). Eine zellulare Immunantwort konnte bei 35-
58 % der NTX- und 63-75 % der LTX-Patienten nach doppelter SARS-CoV-2 Impfung
detektiert werden (133, 149, 152, 153).

Aufgrund neuer Erkenntnisse und Entwicklungen im Verlauf der Pandemie, wurden auch die
Empfehlungen zu den Impfungen immer wieder verandert. So wurde unter anderem ab Herbst
2021 eine Booster-Impfung empfohlen, mit der signifikant hdhere Antikdrpertiter bei

Transplantierten erreicht werden konnten (154, 155).

4.1 Humorale und zellulare Immunantwort nach zweimaliger Impfung mit BNT162b2

Der Grolteil der Studien zur Untersuchung der Immunantwort von Transplantationspatienten
auf die vollstandige Impfung gegen SARS-CoV-2 fokussiert sich auf die humorale Immunitat
der Patienten und zeigt deutlich geringere Werte fir die Transplantierten im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen (141, 143, 144). Die vorliegende Studie hat neben der humoralen
auch die zellulare Immunantwort untersucht, um ein umfangliches Bild des Immunstatus der
Patienten zu generieren. Dazu wurden die zellulare Antwort inform von IFN-y und IL-2
sezernierenden Immunzellen mithilfe eines ELiSpot Immunoassays bestimmt. Vergleichbare
Studien, die ebenfalls die T-Zell Reaktivitat untersuchten, legten haufig den Fokus auf IFN-y,
ohne dabei IL-2 zu bestimmen (133-135).
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Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dass die humorale Immunantwort nach der ersten
Impfung mit BNT162b2 bei allen Transplantierten gering ausfiel (LTX: 25 %, NTX: 15%),
wahrend 100% der gesunden Kontrollpersonen Antikdrper bildeten. Auch die zellulare
Immunantwort war gering nach der ersten Impfung (LTX: 18 %, NTX: 11 %), obwohl alle
gesunden Kontrollpersonen eine T-Zell Reaktivitat zeigten.

Die Antikérperproduktion nach der ersten Impfung passt zu den Ergebnissen der Studie von
Boyarsky et al., in der 32% der LTX und 11% der NTX-Patienten Antikérper gegen SARS-
CoV-2 ausbildeten (156). Im Vergleich zu unserer Datenerhebung wurden dabei jedoch auch
Patienten bericksichtigt, die mit mMRNA-1273 geimpft worden waren. Zudem gab es keine
Kontrollgruppe mit gesunden Probanden und keine Bestimmung des Anti-SARS-CoV-2-
Nukleokapsid Proteins. Stumpf et al.(134) verdtffentlichte ahnliche Werte fur eine Kohorte von
368 NTX-Patienten im Vergleich zu 144 Kontrollpersonen, wobei nach der ersten Impfung nur
8 % der NTX-Patienten Antikérper bzw. eine T-Zell Aktivitdt in Form von IFN-y zeigten,
wahrend bei den gesunden Kontrollpersonen 96 % Antikérper und 81 % IFN-y bildeten. Die in
dieser Studie untersuchten NTX-Patienten waren durchschnittlich 6,9 Jahre alter als die von
uns untersuchten NTX-Patienten, was die deutlich geringeren Ergebnisse von Stumpf et al.
erklaren koénnte. Viele Studien konnten zeigen, dass erhohtes Alter ein wesentlicher
Risikofaktor fir das Nichtansprechen auf eine Covid-Impfung sein kann (133-135, 142, 146,
157).

Nach der zweiten Impfung stiegen die Impfantworten in allen Gruppen der von uns
untersuchten Studienteilnehmern. Antikorper wurden bei 71 % der LTX- und 44 % der NTX-
Patienten detektiert. Die deutlich reduzierte Immunantwort von Nierentransplantierten konnte
bereits in anderen Studien gezeigt werden (134, 158). Ganz &hnlich waren auch die
Ergebnisse der Studien von D’Offizi et al.(159) (LTX: 77 %) und Ruether et al. (133) (LTX: 73,9
%) bzw. von Stumpf et al.(134) (NTX: 42 %). Einige Studien zeigten generell deutlich geringere
Serokonversionen flr Transplantationspatienten, konnten jedoch hervorheben, dass LTX-
Patienten mehr Antikérper ausbilden im Vergleich zu anderen Transplantierten (142, 144).
Dies steht in Einklang mit der ausgepragteren Immunantwort der Leber- im Vergleich zu den
Nierentransplantierten aus unseren Untersuchungen. Des Weiteren konnten in unserer Studie
deutlich héhere Antikdrpertiter bei den Leber- im Vergleich zu den Nierentransplantierten
festgestellt werden. Etwa 3. aller untersuchten LTX- Patienten wiesen nach der zweiten
Impfung Titer dber 1000 AU/ml auf, wahrend 56 % der NTX- Patienten nicht serokonvertiert
waren. Dennoch konnten wir bei 24 % der seronegativen NTX- und 38 % der seronegativen
LTX-Patienten eine T-Zell-Reaktivitdt nachweisen (1). Dies zeigt, dass die alleinige
Bestimmung der Antikdrpertiter nicht ausreichend zu sein scheint, um eine Aussage Uber die

Immunantwort transplantierter Patienten treffen zu kdnnen.
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In unserer Studie konnten bei 40% der Transplantierten IFN-y und bei 89,5 % der LTX- bzw.
bei 56 % der NTX-Patienten IL-2 produzierende T-Zellen detektiert werden. Dass deutlich
mehr IL-2 sezernierende T-Zellen nachgewiesen werden konnten, ist ein wichtiger Punkt, da
Fava et al.(160) in einer Studie zeigte, dass ein hdheres IL-2 mit einem klinisch besseren
Outcome nach Covid-19 assoziiert ist. In unserer Studie konnten Uberwiegend IFN-y
produzierende T-Zellen detektiert werden, die gleichzeitig auch IL-2 sezernierten. Diese
konnten als Gedachtnis- bzw. Memory-T-Zellen fir eine besonders langanhaltende Immunitat
stehen. Des Weiteren fanden sich auch ausschlielllich IL-2, aber nie allein IFN-y
produzierende T-Zellen. Dies koénnte erklaren, weshalb wir eine deutlich hdohere T-Zell
Reaktivitat im Vergleich zu anderen Studien feststellen konnten, die ausschliel3lich das IFN-y
untersucht haben (133, 135). Wahrend 100 % der vorliegend untersuchten LTX-Patienten
nach der zweiten Impfung eine humorale und/oder zellulare Immunantwort aufwiesen, zeigten
28 % der LTX- Patienten in der Studie von Ruether et al. (133) weder das eine noch das
andere nach zweimaliger Impfung. Grund daflr kénnte die unterlassene Detektion IL-2
produzierender T-Zellen gewesen sein.

Durch die Beobachtung der Studienteilnehmer Uber einen langen Zeitraum von insgesamt
einem Jahr konnte die Langzeitimmunitat der Patienten nach doppelter Impfung mit BNT162b2
untersucht werden. Daflr wurden sechs Monate nach der Erstimpfung erneut die Antikorper-
Titer und T-Zell Reaktivitat gemessen. Zu diesem Zeitpunkt hatten 3 LTX- (16 %) und 4 NTX-
Patienten (24 %) bereits eine Booster-Impfung erhalten. Keiner der gesunden
Kontrollpersonen war ein halbes Jahr nach der Erstimpfung bereits ein drittes Mal geimpft
worden.

Eine humorale Immunantwort konnte ein halbes Jahr nach der ersten Impfung bei 79 % der
LTX-, 43 % der NTX-Patienten und 100 % der gesunden Kontrollpersonen festgestellt werden.
Zwar sanken die Antikdrpertiter bei den Lebertransplantierten und den gesunden Kontrollen,
prozentual gesehen zeigten sich im Vergleich zur zweiten Blutentnahme etwa einen Monat
nach der zweiten Impfung aber kaum Unterschiede (LTX: 71 %, NTX. 44 %, GP: 100 %).
Boyarsky et al.(161) konnte in einer Langzeitmessung drei Monate nach der zweiten Impfung,
entsprechend etwa vier Monaten nach der ersten Impfung, mit einem mRNA-Impfstoff in 67 %
der untersuchten Transplantationspatienten anti-S IgG-Antikérper nachweisen. In diesem Fall
handelte es sich um Organempfanger verschiedener Transplantationsorgane. Werden die
Ergebnisse der von uns untersuchten NTX- und LTX-Patienten gemittelt betrachtet (61 %),
passen sie naherungsweise zu denen von Boyarsky et al (67 %).

Zum Zeitpunkt der dritten Blutentnahme, etwa 6 Monate nach der ersten Impfung, konnte bei
insgesamt 47 % unserer LTX-Patienten, 53 % der NTX-Patienten und 80 % der
Kontrollpersonen eine zellulare Immunantwort in Form von IFN-y und/oder IL-2 festgestellt

werden. In der Studie von Hamm et al.(135) wurde die T-Zell Reaktivitat ausschlie3lich anhand
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eines IFN-y Releasing Assays gemessen. Hierbei zeigten 13 % der Transplantationspatienten
(Leber-, Nieren- und Lungentransplantierte) und etwa 59 % der gesunden Kontrollpersonen
sechs Monate nach der ersten Impfung eine positive T-Zell Reaktion. Dass in der Studie
deutlich weniger Patienten eine zellulare Immunitat aufwiesen, kdnnte am ehesten an der
alleinigen Untersuchung des IFN-y liegen. Der Anteil von TX-Patienten, die ein halbes Jahr
nach der ersten Impfung keine humorale Immunantwort aufwiesen, betrug 10 % und ist damit
wiederum vergleichbar mit den Ergebnissen unserer Untersuchungen (LTX: 12 %, NTX: 13
%).

Insgesamt konnte in allen Untersuchungsgruppen ein halbes Jahr nach der ersten Impfung ein
Rickgang sowohl der humoralen als auch der zellularen Immunantwort festgestellt werden.
Die Studien von Bertrand et al.(162) sowie Goldberg et al.(163) konnten ebenfalls die
Minderung der B- und T-Zell Reaktivitat in gesunden und transplantierten Personen einige
Monate nach doppelter Impfung gegen SARS-CoV-2 feststellen. Aufgrund eben dieses
Verlustes der Immunantwort in immunsupprimierten und gesunden Versuchsgruppen wurden
von der STIKO weitere Booster- Impfungen zunachst nach Ablauf der ersten sechs Monate
und im Verlauf dann nach Ablauf der ersten drei Monate nach der zweiten Impfung empfohlen
(164, 165).

Der insgesamt hohe Anteil IL-2 positiver T-Zellen nach der 2.BE (LTX: etwa 90 %, NTX: 56 %)
und auch nach der 3.BE (LTX: 56 %, NTX: 44 %) weist auf eine gut ausgepragte Immunantwort
der Transplantationspatienten hin, die teils besser ausfallt als in der Literatur beschrieben.
Grund daflr konnte die isolierte Betrachtung der Serokonversion und von IFN-y
produzierenden Zellen in anderen Studien gewesen sein. Folglich Iasst unser Ergebnis auch
auf einen guten und langanhaltenden Infektionsschutz der in dieser Studie untersuchten
Patienten hoffen.

Insgesamt lassen diese Erkenntnisse auf eine ausgepragtere Immunantwort Transplantierter
nach vollstandiger SARS-CoV-2 Impfung schlieRen, als urspriinglich angenommen wurde.
Dies stimmt mit unseren Erkenntnissen aus den Fragebdgen Uberein. Hieraus ging hervor,
dass keiner der Studienteilnehmer, die sich innerhalb des Beobachtungszeitraumes mit Covid-
19 infizierten, einen schweren oder protrahierten und behandlungsbedirftigen Verlauf erlitt.

Dies lasst auf eine gute Wirksamkeit der Impfung schliel3en.

4.2 Einflussfaktoren auf die Inmunantwort

Die vorliegende Studie hat Unterschiede der humoralen und zelluldren Immunantwort
zwischen den Leber- und Nierentransplantierten festgestellt. Insgesamt zeigten die LTX-
Patienten eine bessere humorale und zelluldre Immunantwort im Vergleich zu den NTX-

Patienten. In der Literatur gibt es zahlreiche Einflussfaktoren, die eine Einschrankung der
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Immunantwort transplantierter Patienten bedingen kdnnen. Dazu zé&hlen neben Unterschieden
in der immunsuppressiven Therapie das héhere Alter, insbesondere tber 65 Jahre, weibliches
Geschlecht, ein friher Untersuchungszeitpunkt nach Transplantation, eine eingeschrankte
Nierenfunktion mit einer eGFR unter 45ml/min sowie weitere Komorbiditdten wie etwa eine
arterielle Hypertonie oder ein Diabetes mellitus (133, 134, 142).

Das mittlere Alter von Transplantationspatienten in anderen Studien wird meist als Mittelwert
mit Standardabweichung angegeben und lag im Durchschnitt haufig Gber 60 Jahren (144,
146). Das Alter unserer Studienteilnehmer wurde aufgrund einer groRen Standardabweichung
als Median mit Interquartilsabstanden angegeben, weshalb die Vergleichbarkeit des Alters mit
anderen Studien eingeschrankt ist. Werden fiir einen naherungsweisen Vergleich jedoch die
Mittelwerte anstelle des Medians des Alters unserer Patienten herangezogen (NTX-Patienten
50,4 Jahre und LTX-Patienten 56,7 Jahre), so féllt auf, dass unsere Patienten durchschnittlich
deutlich unter 60 Jahre alt waren (53,5 Jahre). Das jingere Alter kbnnte demnach die
Immunisierung unserer Patienten im Vergleich zu anderen Studien positiv beeinflusst haben.
Innerhalb der von uns untersuchten Patientengruppen war das mediane Alter der
teilnehmenden NTX-Patienten 5 Jahre geringer und es nahmen mehr mannliche Patienten an
der Studie teil als in der Vergleichsgruppe der LTX-Patienten. Unter alleiniger Betrachtung des
Alters und Geschlechts im Hinblick auf die positive Beeinflussung der Immunisierung ware
demnach ein Vorteil fiir die NTX-Patienten zu erwarten gewesen. In unseren Untersuchungen
konnte dies jedoch nicht bestatigt werden, sodass der Einfluss dieser beiden Faktoren eher
gering gewesen zu sein scheint.

Der Untersuchungszeitpunkt nach Transplantation war bei den Leber- im Vergleich zu den
Nierentransplantierten etwas spater (im Median 4 Jahre im Vergleich zu 3 Jahren), was eine
bessere Immunantwort beglinstigt haben kénnte. Zusatzlich entwickelten vier von sechs NTX-
Patienten, die innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation geimpft wurden weder eine
humorale noch eine zellulare Immunantwort. Die Annahme, dass Organtransplantierte kurze
Zeit nach Transplantation aufgrund einer hohen Immunsuppression eine geringere
Immunantwort auf Impfungen ausbilden bzw. schneller Auffrischimpfungen bendtigen, um ihre
Immunitat aufrecht erhalten zu kénnen, ist daher naheliegend und in Bezug auf andere
Impfungen, wie beispielsweise gegen Pneumokokken, bereits bekannt (166, 167).

Den grofdten Einfluss auf die Differenzen in den Untersuchungsgruppen scheint jedoch die
Immunsuppression genommen zu haben. Im Allgemeinen fallt die immunsuppressive
Medikation bei LTX-Patienten aufgrund einer héheren Immuntoleranz nach Transplantation
geringer aus als bei NTX- oder anderen Transplantationspatienten. Mehrere Studien konnten
belegen, dass eine dreifache Immunsuppression, Hochdosis-Corticosteroide sowie MMF-
oder MPA-enthaltende Therapiekonzepte Risikofaktoren flir ein geringes Ansprechen nach
doppelter SARS-CoV-2 Impfung darstellen (133, 146, 168). mTOR-Inhibitoren hingegen
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kénnten sogar als protektiver Faktor gegen eine geringe humorale Immunantwort fungieren
(168).

Fast 90 % der teiinehmenden Nierenpatienten erhielt zum Beginn der Datenerhebung eine
dreifach immunsuppressive Therapie. Darunter war bei 76 % unter anderem MMF im
Therapieschema enthalten. Im Vergleich dazu erhielten nur 14 % der Leberpatienten eine
Dreifachtherapie und davon wiederum 66 % MMF. Insgesamt war MMF bei 71 % aller NTX-
und bei 33 % aller LTX-Patienten im Therapieschema enthalten. Hieraus geht hervor, dass
Nierentransplantierte hdchst wahrscheinlich bereits durch die standardmafkige Medikation ein
stark erhohtes Risiko flr eine geringere Immunantwort auf Impfungen im Vergleich zu

Lebertransplantierten haben.

Aufgrund der geringen Anzahl von Studienteiinehmenden und den vielen variablen
Therapieschemata der untersuchten Patienten, ist eine eindeutige Schlussfolgerung tber die
Immunsuppression als Ursache der geringeren Immunantwort bei den NTX-Patienten zwar
nicht moglich, dennoch konnten unsere Untersuchungen Hinweise daflir aufzeigen.
Insbesondere ist hierbei zu erwahnen, dass die immunsuppressive Therapie eines jeden
Transplantationspatienten standiger Kontrollen und Anpassungen unterliegt. Ein Einfluss der
Immunsuppression lasst sich jedoch in jedem Fall erkennen und ist durch die Kongruenz zu

den Erkenntnissen aus anderen Studien anzunehmen.

4.3 Infektionen mit SARS-CoV-2

Insgesamt haben sich wahrend des Beobachtungszeitraumes 41 % (16/39) der
Transplantierten und 30 % der gesunden Kotrollpersonen nach einer Grundimmunisierung mit
BNT162b2 und weiteren Booster-Impfungen mit SARS-CoV-2 infiziert. Der zuletzt gemessene
Zeitpunkt ohne Infektionen war die 3.BE. Von den infizierten Transplantierten hatten 56 % bis
dahin keine adaquate Immunitat gegen das Virus entwickelt. Darunter befand sich auch ein
NTX-Patient, der bereits eine Booster-Impfung erhalten hatte. Im Laufe der darauffolgenden
sechs Monate erhielten mit einer einzigen Ausnahme alle Studienteilnehmer mindestens eine
Booster-Impfung, bevor sie sich mit dem Virus infizierten. 25 % hatten sogar bereits eine
zweite Booster-Impfung erhalten. Aufgrund der geringen Fallzahlen konnten keine Schlisse
aus den verschiedenen Booster-Impfungen in Bezug auf eine bessere oder schlechtere
Immunantwort gezogen werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass ein Grof3teil der NT X-
Patienten (71 %), die nach der zweiten Impfung mit BNT162b2 keine Immunantwort gegen
SARS-CoV-2 gebildet hatten, auch nach einer weiteren dritten oder sogar vierten Impfung
keine verbesserte B-Zell oder T-Zell Reaktion aufwiesen. Daten von Fallberichten stutzen

diesen Punkt und prognostizieren nach einer vierten Impfung nur eine gering oder nicht
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verbesserte Serokonversion bei vorbestehend niedriger humoraler Immunantwort nach drei
Impfungen (169, 170).

Zu erklaren ist die hohe Infektionsrate am ehesten mit den zu dieser Zeit dominierenden, stark
infektiosen Omikron Virusvarianten BA.2 und BA.5., die mit einer erhohten Immunevasion
assoziiert sind. Studien belegen, dass die Immunisierung transplantierter Patienten und
insbesondere die Durchflihrung von Booster- Impfungen schwere Verlaufe verhindern kénnen
und daher stark empfohlen werden sollten (171, 172). Dies steht in Einklang zu den
Ergebnissen unserer Studie. Hieraus liel3 sich ableiten, dass sich Studienteilnehmer
gleichermaRen mit SARS-CoV-2 infizierten, unabhangig davon, ob sie eine adaquate
Immunreaktion auf die doppelte SARS-CoV-2 Impfung im Vorhinein gebildet hatten oder nicht.
Obwohl viele der Studienteilnehmenden keine vollstandige Immunantwort ausgebildet hatten,
zeigte der allergroRte Teil zumindest eine humorale oder zelluldre Immunitat. Mithilfe der
Bestimmung von Antikérpern, IL-2 und IFN-y konnten wir somit bei 91 % aller immunisierten
Studienteilnehmern auch 6 Monate nach der Erstimpfung noch eine Immunantwort feststellen.
Bisher konnten keine spezifischen Schwellenwerte fir Antikdrper oder T-Zell Reaktivitat
festgelegt werden, die eine effektiven Schutz vor einer schweren Infektion mit SARS-CoV-2
garantieren kénnen. Der entscheidende Punkt in Hinsicht auf die Infektionen im Rahmen
unserer Studie scheint aus Patientensicht in jedem Fall der Verlauf der Erkrankung zu sein.
So verliefen alle Infektionen mit leichten Symptomen und ohne Notwendigkeit einer
medikamentdsen Therapie oder eines stationaren Aufenthalts. Zurlickzuflihren scheint dies
einerseits auf die gut ausgepragten Immunantworten nach den verschiedenen SARS-CoV-2
Impfungen und Boostern. Die Auswertung unseres Fragebogens konnte jedoch zusatzlich
zeigen, dass sich der Grofdteil der drei Untersuchungsgruppen an hohe Hygienestandards
wahrend der Pandemie gehalten hat und demnach insbesondere das Bewusstsein zur
Vorbeugung mdglicher Infektionsrisiken zum Schutz vor Infektionen beigetragen haben

konnte.

4.4 Grenzen der Studie

Die Untersuchungen konnten zeigen, dass transplantierte Patienten besser vor der Infektion
mit SARS-CoV-2 und schweren Verldufen geschitzt sind als urspringlich angenommen
wurde. Die Ubertragbarkeit auf allgemeingiiltige Aussagen ist jedoch aufgrund der geringen
Studienteilnehmeranzahl eingeschrankt. Des Weiteren wurden Komorbiditaten und eventuelle
Risikofaktoren fir ein geringeres Impfansprechen wie etwa ein erhéhter BMI, eine erniedrigte
eGFR, arterielle Hypertension oder ein Diabetes mellitus nicht erhoben oder bericksichtigt.

Aus diesem Grund ist die Aussagekraft innerhalb der Patientengruppen und im Vergleich zu
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den nicht transplantierten Vergleichspersonen verringert, da diese Kriterien die vorliegenden
Ergebnisse unwissentlich beeinflusst haben kdnnten.

Als problematisch hat sich aul3erdem die Auswertung des Fragebogens erwiesen. Hierbei war
ein Vergleich zwischen den Aussagen der Studienteilnehmer in Hinsicht auf das persdnliche
Risikoverhalten nur sehr eingeschrankt moglich, da die Angaben zu Kontaktbeschrankungen,
individuellem Schutzverhalten und Freizeitgestaltung nicht objektivierbar waren. Sie geben
vielmehr einen richtungsweisenden Uberblick zum Verhalten der transplantierten Patienten,
um sich inmitten der Pandemie bestmaglich vor einer Infektion mit SARS-CoV-2 zu schitzen.
Dass hierbei kein direkter Zusammenhang zwischen der Personenanzahl, Kindern oder
Haushaltshilfen und dem Infektionsrisiko dargestellt werden konnte, verdeutlicht die Relevanz
der allgemein empfohlenen Hygienemaflinahmen und der AHA-Regel (Abstand, Hygiene,
Alltagsmaske) wahrend der Pandemie. Zur Konkretisierung einzelner Risikofaktoren sind
weitere Untersuchungen notwendig. Es wirde sich hierzu beispielsweise ein prospektives
Studiendesign anbieten, bei dem die einzelnen Faktoren im Vorhinein erhoben und festgelegt

werden.
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5 Zusammenfassung

Mit dem Beginn der weltweiten SARS-CoV-2 Pandemie im Friahjahr 2020 wurden
organtransplantierte Patienten aufgrund ihrer Immunsuppression als besonders gefahrdet fir
Covid-19-Infektionen mit schweren Verlaufen angesehen. Mit der Entwicklung der ersten
Impfstoffe gegen das Virus im Winter 2020 wurde auf3erdem auf Basis bisheriger Erfahrungen
mit anderen Impfungen nach Transplantation ein verringertes Impfansprechen auf die SARS-
CoV-2 Impfung flir diese Patienten prognostiziert. Damit zahlen Transplantierte bis heute zu

den gefahrdeten Risikogruppen.

In der vorliegenden Studie wurden 21 Leber-, 28 Nierentransplantierte und zehn gesunde
Probanden uber den Zeitraum von einem Jahr in Bezug auf ihre Immunantwort nach
zweimaliger Impfung mit dem SARS-CoV-2 mRNA-Impfstoff BNT162b2 beobachtet. Dazu
wurden die humorale Immunitat in Form von Antikérperbestimmungen und die zellulare
Immunantwort mithilfe eines IL-2 und IFN-y detektierenden ELISpot Immunoassays bestimmt.
Die Untersuchungen fanden jeweils etwa vier Wochen nach der ersten (1.BE) und zweiten
Impfung (2.BE), sowie etwa sechs (3.BE) und zwdlf Monate (4.BE) nach der ersten Impfung
statt. Zu Beginn der Datenerhebung konnte eine durchgemachte Infektion mit SARS-CoV-2
ausgeschlossen werden. Parallel zu den Messungen ein Jahr nach der ersten Impfung erfolgte
die retrospektive Erhebung aller weiteren Booster-Impfungen, der durchgemachten
Infektionen und des individuellen Schutz- und Risikoverhaltens der Studienteilnehmenden

mithilfe eines Fragebogens.

Die Messungen ergaben signifikant héhere Antikérpertiter und reaktive T-Zellen bei den
gesunden Kontrollpersonen im Vergleich zu den transplantierten Patienten nach der ersten
Impfung. Zum Zeitpunkt der 2.BE und 3.BE konnten hdhere Antikorpertiter bei den Probanden
und den LTX-Patienten im Vergleich zu den NTX-Patienten festgestellt werden. Des Weiteren
wurden bei der 2.BE mehr reaktive T-Zellen bei den Leber- als bei den Nierentransplantierten
detektiert, dieser Unterschied erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau. Ein halbes Jahr
nach der Erstimpfung konnte ein starker Rickgang der humoralen und zellularen
Immunantwort im Vergleich zur 2.BE in allen Teilnehmergruppen festgestellt werden. Die
Minderung der Antikoérpertiter der Kontrollgruppe und der LTX-Patienten, sowie die der IL-2
reaktiven T-Zellen aller Gruppen und der |IFN-y reaktiven T-Zellen der
Transplantationspatienten waren dabei signifikant.

Wahrend den Untersuchungen fiel auf, dass IFN-y produzierende T-Zellen in aller Regel auch
IL-2 produzierten. Diese Zellen kénnten auf eine besonders langanhaltende Immunitat
hinweisen.

Insgesamt hatten alle LTX-Patienten nach der zweimaligen Impfung mit BNT162b2 zum

Zeitpunkt der 2.BE eine humorale oder zelluldare Immunantwort gegen SARS-CoV-2
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ausgebildet. Davon zeigten 60 % beides, wahrend dies im Vergleich auf nur 32 % der NTX-
Patienten zutraf. Weitere 32 % der Nierentransplantierten hatten bis zu diesem Zeitpunkt
weder Antikdrper noch reaktive T-Zellen ausgebildet.

91 % aller Patienten, die bei der 2.BE eine Immunantwort aufwiesen, zeigten auch ein halbes
Jahr nach der Erstimpfung zum Zeitpunkt der 3.BE noch eine, wenn auch verminderte
Immunitat in Form von IL-2 reaktiven T-Zellen oder Antikérpern. Der gréf3te Abfall konnte

hierbei in der Gruppe der Lebertransplantierten verzeichnet werden.

Als Grund flr die geringere Immunantwort der NTX- im Vergleich zu den LTX-Patienten konnte
in erster Linie die erhohte Immunsuppression identifiziert werden. Wahrend 89 % der
Nierentransplantierten eine dreifache Immunsuppression erhielten, wurden 86 % der
Lebertransplantierten mit einer einfachen oder doppelten Immunsuppression therapiert. Dabei
scheint besonders die Einnahme von MMF ein entscheidender Faktor zu sein. Der genaue
Einfluss unterschiedlicher Therapieregimente auf die Immunantwort nach SARS-CoV-2
konnte in unserer Studie nicht erhoben werden und bleibt Gegenstand zuklnftiger
Untersuchungen.

Insgesamt infizierten sich im Laufe des Beobachtungszeitraums 32 % aller
Studienteilnehmenden. Darunter befanden sich 33 % der LTX-, 32 % der NTX-Patienten und
30 % der gesunden Kontrollen. 71 % der Infektionen der Lebertransplantierten und 33 % der
gesunden Probanden verliefen asymptomatisch, ohne dass die Studienteilnehmenden dies
bemerkten. Alle Infizierten hatten mindestens eine Booster-Impfung vor ihrer Infektion
erhalten. Die Infektionen verliefen alle mild und ohne Komplikationen.

Um neben der Immunsuppression weitere mogliche Risikofaktoren fiir Infektionen feststellen
zu koénnen, wurde ein Fragebogen zum Verhalten aller Studienteilnehmenden erhoben.
Insgesamt verhielten sich die untersuchten Patienten- und Kontrollgruppen ahnlich, um sich
bestmdglich vor einer Infektion mit SARS-CoV-2 zu schitzen. Es konnten zwar keine
erheblichen Unterschiede in den jeweiligen Untersuchungsgruppen festgestellt werden,
dennoch ergaben sich Hinweise auf ein moglicherweise erhdhtes Infektionsrisiko flr
Nierentransplantierte durch Kinder im Haushalt und den Verzicht auf das ausschlielliche
Tragen von FFP-2 Masken. Fir die Konkretisierung dieser Hinweise sind weitere

Untersuchungen notwendig.

Abschliel3end lasst sich festhalten, dass die Untersuchungen eine bessere Impfantwort und
Immunitat der Transplantationspatienten nach doppelter SARS-CoV-2 Impfung ergeben
haben, als urspringlich angenommen wurde. Nierentransplantierte scheinen aufgrund der
erhdhten Immunsuppression eine geringere Impfantwort im Vergleich zu Lebertransplantierten
ausgebildet zu haben, infizierten sich jedoch gleichermallen mit dem Virus wie auch die

Vergleichsgruppen. Es konnte ein ahnliches Schutzverhalten in allen Untersuchungsgruppen
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festgestellt werden, das erheblich zur Vorbeugung von Infektionen beigetragen zu haben
scheint, da sich im Verhaltnis etwa gleich viele Immunsupprimierte wie gesunde
Vergleichspersonen infizierten. Insgesamt verliefen alle Infektionen leicht, sodass von einer
guten Wirksamkeit der Impfung und einer adaquaten Immunitat aller Studienteilnehmenden
ausgegangen werden kann. Zuklnftige Studien werden helfen kénnen, weitere Risikofaktoren
fur SARS-CoV-2 Infektionen zu ermitteln und die Patienten noch besser vor Infektionen

schutzen zu kdbnnen.
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7 Anhang

7.1 Fragebogen

Name, Vorname (oder Patientenpseudonym):
o LTX O NTX
o Prob O DIAL

Anzahl der bisher insgesamt erhaltenen Covid-Impfdosen (mind. 2x BioNtech):

Datum 1. Booster- Impfung: Impfstoff:
Datum 2. Booster- Impfung: Impfstoff:
Datum 3. Booster- Impfung: Impfstoff:

1.Hatten Sie jemals nach einer Impfung Komplikationen, die arztlich behandelt

werden mussten?
o Nein
o Ja -wann? - welche Impfung?

2. Hatten Sie jemals Kontakt (Ianger als 10 min ohne Mund-/ Nasenschutz) zu

einer nachweislich mit SARS-CoV-2 infizierten Person?
o Nein
o Ja -wann?

3. Waren Sie in Quarantane?
o Nein
o Ja -wann?

4. Wurden Sie selbst jemals positiv auf das SARS-CoV-2 Virus getestet?
o Nein
o Ja, positives Schnelltest Ergebnis am:
o Ja, positives PCR Testergebnis am:

Sind Sie klinisch krank geworden?
o Nein
o Ja,leicht
o Ja, mit stationarer Behandlung
o Ja, mitintensivmedizinischer Behandlung
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5. Wie haben Sie sich vor Infektionen (insbesondere dem SARS- CoV2- Virus)

geschitzt?
-Mund-/Nasenschutz
o ausschlieBlich FFP2- Maske
o ausschliefllich OP- Maske
o malso, mal so
- Kontaktbeschrankungen
- Wieviele Personen leben in lhrem Haushalt?

- Leben schulpflichtige Kinder in lhrem Haushalt?

o Nein

o Ja
- Werden Sie durch Bekannte/ Verwandte/ Putz- oder Haushaltshilfen bei
Alltagsaufgaben unterstitzt?

o Nein

o Ja, im Alltag Zuhause

o Ja, Alltagsaufgaben im offentlichen Raum (z.B. Einkaufen) werden fir

mich von anderen Gbernommen
o Ja:

- Haben Sie private Termine (z.B. Friseur, FuBpflege,...) wie Ublich
wahrgenommen?
o Nein, ich habe versucht sie zu meiden/ auf das Né6tigste zu
beschranken
o Ja
- Sonstiges:

6. Haben Sie wie gewohnt Besuch empfangen, Freunde und Familie getroffen?

o Nein

o Ja

o Ja, unter folgenden SicherheitsmafRnahmen: (bitte ankreuzen)
o Mund- und Nasenschutz
o Im Freien
o nur mit aktuellem Schnelltest
o Sonstiges:

7. Haben Sie lhre personlichen SicherheitsmaRnahmen gelockert, nachdem Sie

vollstandig geimpft waren? Wenn ja, welche?
o Nein
o Ja,
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Abstract: Patients after organ transplantation have impaired immune response after vaccination
against the SARS-CoV-2 virus. So far, published studies have reported quite different response rates
to SARS-CoV-2 vaccination, ranging from 15-79% in liver and kidney transplant recipients. Up to one
year after the first vaccine dose, we analyzed the humoral and cellular immune response of 21 liver
transplant (LTX) patients after vaccination with mRNA vaccines compared with 28 kidney transplant
(KTX) patients. We evaluated IgG against the SARS-CoV-2 spike protein as well as SARS-CoV-2
specific T cells using an ELISpot assay that detected IFN-y- and /or TL-2-expressing T cells. We found
a cellular and / or humoral immune response in 100% of the LTX patients compared with 68% of the
KTX patients. Antibody titers against the spike protein of SARS-CoV-2 were significantly higher in
the LTX group, and significantly more LTX patients had detectable specific IL-2-producing T cells. The
immunosuppression applied in our LTX cohort was lower compared with the KTX cohort (14% triple
therapy in LTX patients vs. 79% in KTX patients). One year after the first vaccination, breakthrough
infections could be detected in 41% of all organ transplant patients. None of those patients suffered
from a severe course of COVID-19 disease, indicating that a partial vaccination response seemed to
offer protection to immunosuppressed patients. The better immune response of LTX patients after
SARS-CoV-2 vaccination might be due to less intense immunosuppressive therapy compared with
KTX patients.

Keywords: SARS-CoV-2; transplantation; immunosuppression; immune response; vaccination

1. Introduction

Solid organ transplantation (SOT) was regarded as a risk for severe acute respiratory
syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2) infections as immune responses might be impaired
in immunosuppressed patients. Therefore, SOT patients were prioritized in Germany
for SARS-CoV-2 vaccination and received vaccination with mRNA vaccines since spring
2021 [1]. Several reports suggest a reduced antibody response in patients after SOT after
two doses of a SARS-CoV-2 specific mRNA vaccine [2-8]. Humoral response was observed
in 15-57% of KTX and in 38-89% of LTX patients [4,9-15] after the second vaccination.
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However, long-term vaccine-mediated immunity does not solely rely on a pronounced
humoral response but also on the development of memory T cells [16,17]. SARS-CoV-2
antigen-specific T effector cell response in healthy individuals is well documented after
vaccination [18]. The importance of the cellular immune response to vaccination has been
demonstrated, as SARS-CoV-2 variants could escape the humoral but not the cellular
response to vaccination [19]. However, data on T cell responses in the setting of immuno-
suppression suggest a reduced response, e.g., in interferon-y (IFN-v) release assays in SOT
patients [6,20]. In those studies, 30-51% of all KTX patients examined showed cellular
immune responses to a SARS-CoV-2-specific mRNA vaccine [21,22]. As has been shown in
KTX patients, LTX patients might also develop a weaker immune response to SARS-CoV-2
vaccination [11,23]. Therefore, a substantial proportion of transplant recipients are likely to
remain at risk for COVID-19 after two vaccine doses [7]. Moreover, as the occurrence of se-
vere breakthrough infection after vaccination had been rarely reported in KTX patients [24],
a third mRNA vaccine dose was recommended early in autumn 2021 [25]. The booster
vaccination in SOT patients clearly improved SARS-CoV-2 specific antibody expression in
SOT [26-28].

Nevertheless, the question of how long vaccine protection against breakthrough
infections lasts in SOT patients and in the general population remains of interest, especially
regarding the possible immune escape capacities of new virus variants. The waning of the
antibody response and cellular immunity over time has already been demonstrated for the
general population [29] as well as for KTX patients [30].

It is most likely that different immunosuppressive regimens have an impact on the
immune response in SOT patients, and liver transplant (LTX) patients usually receive
less immunosuppression compared with kidney or thoracic transplant patients. Data
exist that show that LTX patients with mycophenolate mofetil (MMF) had an increased
risk for humoral nonresponse after SARS-CoV-2 vaccination [10,23]. Other data have
shown that vaccination failure was less likely with calcineurin inhibitor monotherapy
than with other immunosuppressive regimens [11]. In our center, all KTX patients usually
received induction therapy with basiliximab followed by triple immunosuppressive therapy
consisting of a calcineurin inhibitor (CNI) (tacrolimus (Tac)/cyclosporine A (CyA)), an
antiproliferative drug ((mycophenolic mofetil (MMF) or everolimus (Eve)), and steroids.
Induction therapy is not standard in LTX in our center and most patients are treated with a
dual immunosuppressive regimen.

The aim of our study was to elucidate whether the immune response to SARS-CoV-2
mRNA vaccines in LTX patients might be more favorable than the unsatisfactory results
in KTX patients. In this prospective study, we present the results of the humoral and
cellular immune response in kidney and liver transplant patients after two vaccine doses of
BNT162b2 (Comimaty®, Pfizer/BioNTech, New York, NY, USA /Mainz, Germany). The
long follow-up period of one year after the first vaccination enabled us to observe the
persistence of the humoral and cellular vaccination response as well as the influence of
booster vaccinations, and how SOT patients coped with SARS-CoV-2 infection despite
full vaccination.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design

The study was initiated to investigate the SARS-CoV-2 specific humoral and cellular
vaccination response in liver and kidney transplant recipients in comparison to a healthy
control group. The study was performed in accordance with the Declaration of Helsinki of
the World Medical Association. The study protocol was approved by the local ethics com-
mittee of the University Medical Center Mainz, Rhineland Palatine, Germany (Approval
No. 2021-15786). All participants gave informed written consent.

The patients were recruited from the transplant program of the University Medical
Center Mainz between February 2021 and July 2022. All patients were initially vaccinated
twice with BNT162b2 (Cnmirnaty®, Pfizer/BioNTech, Mainz, Germany) within an interval
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of four weeks. Blood samples were taken 3—4 weeks after the first (BW1) and the second
(BW2) vaccination dose as well as 5-7 months (BW3) and 10-14 months (BW4) after the
first vaccination. During the study, further booster vaccinations were recommended and
the patients received further vaccine doses of the mRNA vaccines BNT162b (Comirnaty®,
Pfizer/Biontech, Mainz, Germany) or mRNA-1273 (Spikevax®, Moderna, Cambridge, MA,
USA) or AZD1222 (Vaxzevria®, AstraZeneca, Oxford University, Great Britain), as indicated
in the study flow chart (Figure 1). In total, 3 out of 21 LTX patients received a 3rd vaccine
dose before BW3 as well as 4 out of 28 KTX patients. None of the participants included had
a previous SARS-CoV-2 infection, which was excluded by the determination of antibodies
against the nucleocapsid protein of the SARS-CoV-2 virus.
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Figure 1. Study flow chart. Shown is the study design with the vaccination times and the measure-
ment times of the humoral and cellular vaccination response. The number of patients examined at
each time point (BW1-BW4) is indicated. It is also shown how many and in which period after the
first vaccination study participants received further booster vaccinations. BW: blood withdrawal;
mo: month; LTX: liver transplant patients; KTX: kidney transplant patients, HV: healthy volunteer; B:
Biontech /Pfizer vaccine BNT162b2 (Cc)rnirnaty®); M: Moderna vaccine mRNA-1273 (Spikevax®); A
Astrazeneca vaccine AZD1222 (Vaxzevria®).

2.2. Isolation of Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs)

PBMCs were freshly isolated from 20 mL heparinized blood by density gradient
centrifugation using Pancoll human solution (PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Germany).
First, the blood was diluted to half volume with phosphate-buffered saline (PBS). This
mixture was pipetted gently onto the Pancoll solution using half the volume of the PBS-
diluted blood solution. The gradient was immediately centrifuged for 30 min with 100x g
without a break. The plasma was discarded and the mononuclear cell layer was transferred
into a new 50 mL tube, washed twice with PBS and finally once with AIM-V medium (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) for 10 min at 700x g, respectively. Then,
cells were counted and adjusted to a concentration of 2 x 10° cells/mL in AIM-V medium.

2.3. ELISpot Assay

To detect SARS-CoV-2-specific T cells, we performed an IFN-y-/IL-2-ELISpot assay
using the CoV-iSpot Interferon-y + Interleukin-2 assay in strip format from AID Autoim-
mun Diagnostika GmbH (AID), StrafSberg, Germany. Briefly, each strip of the 96-well plate
was precoated with a mononuclear antibody against the cytokines interferon-y (IFN-y)
and interleukin-2 (IL-2). A total of 100 L of AIM-V medium (negative control), pokeweed
mitogen (PWM) (positive control), or SARS-CoV-2 antigen solution was added in duplicate
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to the respective wells. The PBMC cell suspension (2 x 106 cells/mL) was mixed with
anti-human CD28 antibody (1:1000), and 100 pL of the prepared cell suspension was added
to each well. The plate was incubated for 20-24 h at 37 °C and 5% CO;. After the cells had
been removed and washing steps had been applied, a biotin-conjugated antibody against
IL-2 together with a FITC-labeled antibody against IFN-y was added. After two hours of
incubation and further washing steps, streptavidin RED-Cy3 and anti-FITC green were
added for one hour. After further washing steps, a proprietary enhancer solution was
finally added and poured off after an incubation of 15 min. The plate was dried overnight
and protected from light. Spot enumeration was performed with the AID iSpot Reader
System (AID Autoimmun Diagnostika GmbH, StrafSberg, Germany). For interpretation
of the results, a stimulation index (SI) was used. Then, the mean number of spots in the
antigen-containing well was divided by the mean number of spots in the negative control.
Stimulated spot numbers > 7-fold higher (if the negative control was 0-1 spot) or >3-fold
higher (if the negative control was 2-10 spots) than the negative control, were considered
positive. Either a positive IFN-y or a positive IL-2 result was considered indicative of a
T-cell-specific immune response to vaccination.

2.4. Detection of SARS-CoV-2 Specific Antibodies

A qualitative chemiluminescence microparticle assay was used for detection of IgG
antibodies against SARS-CoV-2 nucleocapsid protein (Architect SARS-CoV-2 IgG, Abbott
GmbH, Wiesbaden, Germany) to detect previously unknown infection.

Quantitative IgG antibodies against the receptor-binding domain (RBD) of the SARS-
CoV-2 spike protein were measured by chemiluminescence microparticle immunoassay
(CMIA) (Architect SARS-CoV-2-IgG II Quant, Abbott GmbH, Wiesbaden, Germany) to
detect vaccination response. A serological response was considered to be present at a titer
>50 AU/mL, the threshold specified by the manufacturer.

2.5. Statistics

Data management and all statistical analyses were performed with the SPSS program
(version 29.0.0.0; IBM Corp., Armonk, NY, USA). Patients’ characteristics and demographic
data were displayed as mean and standard deviation (SD), if they were normally distributed
and sample sizes were found to be sufficient. Non-normally distributed continuous vari-
ables were expressed as median and range, and categorial variables as number of patients
and percentage. Between-group differences were analyzed by the Pearson x” test or the
Fisher’s exact test, if test assumptions were not fulfilled. Normally distributed continuous
data were compared using the paired t test, abnormally distributed data were compared
by the Mann-Whitney U test. Differences of dependent variables were evaluated by the
Wilcoxon rank sum nonparametric test. A p value below 0.05 was considered to indicate
statistical significance.

3. Results
3.1. Patients” Characteristics

In total, 49 SOT patients were included in our prospective study; 21 patients had a
previous liver transplantation (LTX) and 28 patients had a kidney transplantation (KTX).
Ten healthy volunteers (HV) served as a control group. In order to preclude prior exposure
to SARS-CoV-2 virus, only participants with negative serology to SARS-CoV-2 nucleocapsid
were included. All subjects received a SARS-CoV-2 vaccination with the BNT162b2 vaccine
(Comirnary®, BionTech/Pfizer) with an interval of 4 weeks between the first and the second
dose. None of the patients reported severe side effects from the vaccination. Patients’
characteristics and demographic data are shown in Table 1.
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Table 1. Patients’ characteristics and demographic data.
LTX (n =21) KTX (n =28) Control (1 =10}
Gender (male/female) 10/11 19/9+ 4/6
Age at first vaccination, years B
median (IQR 25-75) 59 (53-67) 54 (37-61) 54 (43-58)
Years since transplantation
median (IQR 25-75) 405-11) 331D
Immunosuppression regimen, n (%)
triple therapy 3(14.0) 25 (89.0)
Tac !, MMF 2, prednisone 2 17
CyA 3, MMF, prednisone 0 1
Tac, mTORinhibitor, prednisone 1 6
mTORinhibitor, MMF, prednisone 0 1
dual therapy 9 (43.0) 3(11.0)
Tac, MMF 3 1
Tac, mTOR inhibitor 4 0
CyA, MMF 1 0
CyA, prednisone 0 1
mTOR inhibitor, MMF 1 0
mTOR inhibitor, prednisone 0 1
mono therapy 9 (43.0) 0(0.0)
Tac 7 0
CyA 2 0

1 Tac: tacrolimus; 2 MME: mycophenolic mofetil; 3 CyA: cyclosporine A. * age and gender differences between
LTX and KTX group were not statistically different.

We included 21 LTX patients, and the LTX group were compared with 28 KTX patients.

The median age of the control group was comparable in both patient groups. Regarding
the median, LTX patients had received transplants 4 years ago and KTX patients 3 years
ago. Most LTX patients (86%) had received mono or dual maintenance immunosuppressive
therapy, while most kidney patients (89%) received triple drug therapy. The ten healthy
volunteers did not receive immunosuppressive medication.

None of the patients or controls acquired a SARS-CoV2 infection during the first six
months of the study, up to November 2021.

3.2. SARS-CoV-2 Antigen-Specific Cellular Immune Response after Vaccination

To consider the SARS-CoV-2-specific immune response of LTX and KTX patients after
vaccination, IFN-y- and IL-2-producing T cells were analyzed via an ELISpot assay. The
percentage of detectable IFN-y- and IL-2-producing T cells in KTX and LTX patients, as
well as in healthy controls, is shown in Figure 2.

After the first vaccination (mean 27 days (range 19 to 34 days) T-cell activity against
SARS-CoV-2 was detectable but low. All of the patients were negative for INF-y-reactive
cells. Results showed that 2 out of 11 LTX samples (18%) were positive for IL-2-producing
T-cells whereas 1 out of 9 KTX samples (11%) was positive for IL-2-producing T-cells. Of
the healthy controls, all samples were positive for IL-2-producing T-cells and two out of
five (40%) additionally for INF-y. A markedly higher abundance of reactive T cells could
be shown in healthy controls compared with LTX and KTX patients.

After the second vaccination (mean 29 days (range 19 to 62 days)), an obvious increase
in the SARS-CoV-2 antigen-specific cellular response was found in LTX and KTX patients.
It was found that 17/20 LTX patients (85%) were rated positive for IL-2-producing T-cells
and 9 of these patients showed additional IFN-y production (45%).

In comparison, in the KTX group only 14/25 patients (56%) had an 1L-2 T-cell response.
Of those patients, 11/25 (44%) had an additional IFN-y response. After the second vaccine
dose, all control samples were positive for [IFN-y- and IL-2-producing T cells.
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Figure 2. SARS-CoV-2 antigen-specific cellular response after two doses of BNT162b2 vaccine. The
cellular vaccination response was measured by IL-2 and/or IFN-y producing cells in each of the
study groups four weeks after the first vaccination (BW1), four weeks after the second vaccination
(BW2), and six months after the first vaccination (BW3) and is indicated as percentage of only IL-2,
only IFN-y, or IL-2- and IFN-y-producing T cells.

Six months after the first vaccination (mean 177 days (range 116-206 days)), the SARS-
CoV-2-specific cellular response was markedly reduced but still detectable (Figure 3). IL-2-
producing cells were detectable in 9/17 LTX samples (53%), 7/16 KTX samples (44%), and
7/10 control samples (70%) but considerably reduced in all participant groups compared
with BW2 (Figure 2).
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Figure 3. Waning of the cellular immune response in SOT patients between 4 weeks after the second
vaccine dose (BW2) and 6 months following the first vaccine dose (BW3). For all solid organ transplant
recipients, the stimulation index (SI) of IL-2-producing T cells (A) and antibody titers against the
SARS-CoV-2 spike protein (AU/mL) (B) are indicated. The red lines represent the LTX patients, the
grey lines the KTX patients.

Only 4/17 (24%) LTX patients and 3/16 KTX (19%) still had detectable IFN-y-producing
T cells at BW3, while these cells were found in 6/10 (60%) healthy controls.

In comparison to the KTX group, a higher number of reactive T cells could be detected
in the LTX group, especially four weeks after the second vaccination.

3.3. Humoral Immune Response after Vaccination with BNT162b2

After the first vaccination, most patients did not have SARS-CoV-2 IgG antibodies
against the S-protein detectable above 50 AU/mL. Only 3/12 available samples from LTX
patients (25%) had an IgG titer above 50 AU/mL, as well as 4/26 KTX samples (15%)
(Figure 4). The titers were low, in a range from 56.3 to 112.4 AU/mL. The healthy control
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group had elevated IgG antibody levels against the S-protein, in a range from 410 to
1637 AU/mL (Figure 4).
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Figure 4. SARS-CoV-2 antigen humoral response after two doses of BNT162b2 vaccine. The humoral
vaccination response was measured by IgG antibodies against the RBD of the SARS-CoV-2 spike pro-
tein four weeks after the first vaccination (BW1), four weeks after the second vaccination (BW2), and
six months after the first vaccination (BW3) in each study group. Vaccination response was divided
into groups of titer <50 AU/mL (negative), 50-1000 AU/mL (low /moderate), and >1000 AU/mL
(high) and indicated as percentages.

After the second vaccination, 15/21 LTX patients (72%) developed IgG detectable
against SARS-CoV-2 S-protein, all with titers above 100 AU/mL (median: 3603 AU/mL;
range: 142-18273 AU/mL). Only 11/25 KTX samples (44%) had antibodies >50 AU/mL
against SARS-CoV-2 spike protein (median 688 AU/mL; range: 64-3156 AU/mL). Anti-
body titers against SARS-CoV-2 S-protein were markedly higher in LTX vs. KTX patients
(Figure 4). All control samples contained antibodies against the SARS-CoV-2 S-protein
>1000 AU/mL (median: 5913 AU/mL; range: 2049-23717 AU/mL).

Six months after the first vaccination, antibodies against the S-protein were still de-
tectable in 15/19 LTX patients (79%) with an AU/mL >100 (median 937 AU/mL; range:
146-10629 AU/mL). Four patients (21%) had IgG titers between 0 and 41 AU/mL. Median
antibody titers of seropositive LTX patients significantly decreased from BW2 (four weeks af-
ter the second vaccination) to BW3 (six months after the first vaccination) from 3603 AU/mL
to 937 AU/mL (Figure 3B). Only 9/21 available KTX patients (43%) had antibodies against
the S-protein >50 AU/mL (median: 317.1 AU/mL; range 73.5-4043.7 AU/mL). In 12 pa-
tients (57%), no antibodies (<50 AU/mL) were detectable. As was shown for the LTX
group, antibody titers of the KTX patients decreased from BW2 (four weeks after the
second vaccination) to BW3 (six months after the first vaccination) from 688 AU/mL to
317.1 AU/mL.

In the healthy control group, all 10 samples revealed IgG against the S-protein of
the SARS-CoV-2 virus (median 1122 AU/mL; range 535 and 2522 AU/mL) six months
after the first vaccine dose. The antibody titers against SARS-CoV-2 were lower in KTX
patients compared with LTX patients and the healthy controls. Median antibody titers
also decreased in the healthy control group from BW2 to BW3, from 5913 AU/mL to
949 AU/mL.

Taking humoral and cellular immune response together, all LTX patients showed a
SARS-CoV-2-specific immune response after the second vaccination (Table 2), and 60%
of LTX patients had both a detectable cellular and humoral immune response. Although
25% of the LTX patients had antibody titers below 45 AU/mL, these patients showed
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detectable specific cellular immune responses. Furthermore, 15% of the LTX patients did
not show a cellular response but had detectable antibody levels above 50 AU/mL. After
KTX, only 32% had both a cellular and humoral immune response detectable. In 32% of the
KTX patients, no immune response to the second vaccination was detectable. All healthy
controls tested showed humoral and cellular response to SARS-CoV-2 four weeks after the
second vaccination.

Table 2. Measurements of SARS-CoV-2 antigen-specific humoral and cellular response. Shown is
the humoral and cellular vaccination response, measured by anti SARS-CoV-2 specific antibodies
against the spike protein and by IL-2- and/or TFN-y-producing cells four weeks after the first
vaccination (BW1), four weeks after the second vaccination (BW2), and six months after the first
vaccination (BW3).

BW1 Bw2 BW3

Neither T-cell nor IgG response, n (%) 6/11 (55%) 0/20 (0%) 2/18 (11%)

T-cell response only, n (%) 2/11 (18%) 5/20 (25%) 1/18 (6%)
RS IgG response only, 1 (%) 3/11 (27%) 3/20 (15%) 7/18 (39%)
IgG and T-cell response, 1 (%) 0/11 (0%) 12/20 (60%) 8/18 (44%)
Neither T-cell nor IgG response, n (%) 8/9 (89%) 8/25 (32%) 6/16 (37%)
KTX T-cell response only, n (%) 1/9 (11%) 6/25 (24%) 2/16 (13%)
IgG response only, i (%) 0/9 (0%) 3/25(12%) 3/16 (19%)
IgG and T-cell response, 1 (%) 0/9 (0%) 8/25 (32%) 5/16 (31%)

Neither T-cell nor IgG response, n (%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/10 (0%)

HV T-cell response only, n (%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5(0%)
IgG response only, 1 (%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 2/10 (20%)
IgG and T-cell response, # (%) 5/5(100%) 5/5 (100%) 8/10 (80%)

In most patients with an immune response four weeks after second vaccination
(BW2), IL-2-secreting cells and/or S-protein-specific antibodies could still be detected
after 6 months (BW3), although in a lower manner. The decrease in the immune response
was most striking concerning the LTX patient group (Figure 3).

3.4, Immunosuppression and Immune Response

In the LTX group, all five patients with no antibody response four weeks after the
second vaccination were on dual immunosuppression (Tac/MMF (n = 2), CyA/MMF
(n = 1), Eve/MMF (n = 1)); one patient received mono immunosuppression with Tac.
However, all those patients who did not show humoral response had detectable levels of
SARS-CoV-2-specific T cells. Nevertheless, four weeks after the second vaccination, all LTX
patients showed at least either humoral or cellular immune response independent of the
immunosuppressive regimen.

KTX patients were treated more frequently with a triple immunosuppression regimen
than LTX patients. All eight KTX patients without T- or B-cell response four weeks after
the second vaccination received triple immunosuppression (Tac/Eve/steroids (n = 4),
Tac/MMF /steroids (1 = 3), and Eve/MMF/steroids (n = 1)).

3.5. SARS-CoV-2 Specific Immune Response One Year after the First Vaccine Dose

As many patients showed a rapid decline of humoral as well as the cellular immune
response six months after the first vaccine dose (Figure 3), further booster vaccinations
were recommended. Regarding the LTX patients, 20 out of 21 patients received a 3rd dose
(95%), 9 a 4th dose (43%), and 3 a 5th dose (14%) of an mRNA vaccine ot, in a single case,
of the adenoviral vaccine AZD1222 (Vaxzevria®, AstraZeneca, Oxford University) at BW4
(1 year after the 1st vaccine dose) (Figure 1). In total, 24 out of 28 KTX patients received a
3rd dose (86%) and 9 a 4th dose (32%) of an mRNA vaccine. None of the patients reported
severe side effects from the vaccination.

The humoral and cellular Immune responses were examined one year after the first
vaccine dose (BW4). Moreover, one year after the first vaccination, all transplanted patients
and healthy volunteers filled out a questionnaire in which they were asked whether they
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had experienced a proven SARS-CoV-2 virus infection. Due to anti-spike protein antibody
titers beyond 40,000 AU /mL as well as anti-SARS-CoV-2 nucleocapsid-specific IgG, IgM,
or IgG/IgM/IgA titers, further patients and healthy volunteers were detected that had had
an asymptomatic infection. All patients and healthy volunteers developed a significant
SARS-CoV-2 specific antibody response after infection.

Altogether, 7 out of 21 LTX patients (33%), 9 out of 28 KTX patients (32%), and 3 out of
10 healthy volunteers (30%) had a SARS-CoV-2 infection despite full vaccination. Five out
of seven infected LTX patients and one out of ten healthy volunteers were asymptomatic
and did not realize that they had a SARS-CoV-2 infection. All nine infected KTX patients
showed mild symptoms of COVID-19 disease. In summary, 16 out of 39 transplant patients
were infected with SARS-CoV-2 virus (41%) despite full vaccination.

Although, all infected patients were vaccinated three times (1 = 10), four times (n = 5)
or five times (n = 1), not all of them developed a full immune response (SARS-CoV-2 specific
T cells and antibodies) after vaccination and before infection. Namely, 3/7 patients (43%)
in the LTX group and 1/9 in the KTX group (11%) did not show SARS-CoV-2 specific T
cells, 1/7 in the LTX group (14%) and 2/9 patients in the KTX group (22%) did not develop
neither T cells or antibodies. One patient in the KTX group did not develop antibodies
before infection. All infected healthy volunteers had a T-cell response as well as antibodies
before infection.

Nevertheless, all transplant patients and all healthy volunteers had mild or asymptomatic
courses of COVID-19 disease. None of the patients were hospitalized and none needed
ventilation with oxygen or treatment with extracorporeal membrane oxygenation (ECMO).

4. Discussion

In our study, we analyzed not only the humoral but also the cellular immune response
of LTX and KTX patients in comparison to a healthy control group. Therefore, we used
an ELISpot assay displaying not only IFN-y but also IL-2-producing SARS-CoV-2-specific
T cells. We observed a lower humoral and cellular response in KTX compared with LTX
patients, which might be due to a higher degree of immunosuppression in KTX patients.
After the first vaccine dose, we observed a poor immune response in SOT patients in
terms of the antibody (LTX 25%; KTX 15%) as well as the cellular response (LTX 18%;
KTX 11%). The situation changed after the second vaccination. Then, we detected an
IL-2 response in 85% of the LTX patients and in 56% of our KTX patients. An IFN-y
response could only be detected in 45% of the LTX and in 44% of the KTX patients. It
is of interest that IL-2-producing T cells were more common than IFN-y-producing cells
in our patients after vaccination, since Fava et al. [31] showed that a higher number of
IL-2-producing T cells after SARS-CoV-2 infection correlates with a better clinical outcome.
Most of the IFN-y-producing T cells in our patients also secreted IL-2, but we also detected
several IL-2-producing T cells without IFN-y production and we could not detect T cells
that secreted IFN-y but no IL-2. The detected T cells might contribute to a long-lasting
immune response.

Several studies on the immune response to SARS-CoV-2 vaccination after solid organ
transplantation are available showing a deprived humoral and cellular immune response.
Our data are in accordance with data from Boyarsky et al. [32] and Benotmane et al. [33]
who have already shown that after the first vaccination no adequate response can be ex-
pected in immunosuppressed patients. Most published studies predominantly include
kidney transplant patients [6-8,20,34,35], but also thoracic transplant patients [5] and liver
transplant patients [4,36]. Most data focus on the examination of the antibody response
to SARS-CoV-2 vaccination [3,4,9,10]. Although it has been suggested that T-cell immu-
nity plays an important role after SARS-CoV-2 infection [17,19], the investigation of the
cellular immune response is rather scarce and is often limited to the measurement of
IFN-y-producing T cells [11]. Our results demonstrate a much better outcome in terms of
SARS-CoV-2 spike protein-specific T-cell response than other data that solely measured
IFN-y-producing T cells to characterize the immune response to vaccination [11].
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Furthermore, we were able to demonstrate a significant difference in antibody response
between LTX and KTX patients after the second vaccination. While the majority of the LTX
patients (72%) had antibody titers after the second vaccination, only 44% of the KTX patients
had an antibody response >50 AU/mL against the SARS-CoV-2 spike protein, which is
in accordance with previously published data [6,32]. Also, significantly higher antibody
levels were found in our study for LTX patients compared with KTX patients. We would
like to point out that almost three quarters of the LTX patients developed antibody titers
above 1000 AU/mL. Furthermore, 56% of all KTX patients did not show seroconversion,
but 24% of those patients without antibody response had detectable specific T cells. This
phenomenon was even more pronounced in the LTX group; 38% of the LTX patients did not
show antibodies after the second vaccination but all of them revealed specific T cells. All
the LTX patients in this study revealed some kind of immune response; all of them showed
at least antibody or T-cell response if not both. The immune response of our KTX cohort
was lower, as 32% did not show any response to the second vaccination. These findings
give an optimistic outlook on the outcome of SARS-CoV-2 vaccination, especially for LTX
patients. Our data reveal that vaccinated transplant patients under immunosuppression
might have more protection against severe courses of COVID-19 disease than they were
initially supposed to have. This is in accordance with the clinical courses of our patients,
showing no severe COVID-19 disease in transplant patients.

In our study, because of the long-term follow-up of one year after the first vaccine
dose, we were able to regard the persistence of the immune response over a long time
period. Moreover, we could observe the clinical outcomes after breakthrough infections.
Six months after the first vaccination, we detected reduced humoral response and less
T-cell response compared with the second blood withdrawal four weeks after the second
vaccination. Our findings are in accordance with the studies by Bertrand et al. [30] who also
showed the waning of humoral and cellular immune response at a later time point, namely,
six months after the third dose of BNT162b2 vaccine. A study by Goldberg et al. [29]
also indicated that immunity against SARS-CoV-2 waned a few months after receipt of
the second vaccine dose. Due to the reduced cellular and humoral immune response
detected after six months both in patients and healthy volunteers, booster vaccinations
were recommended as early as three months after the second vaccination [37]. Hence, our
study patients received quite different booster vaccination regimens concerning the number
of booster vaccinations and the applied type of mRNA vaccine, leading to cross-vaccination
in many cases. Because of the relatively small patient numbers in our cohort, we could
not draw any conclusion concerning the influence of booster or cross-vaccinations on the
SARS-CoV-2 specific immune response. However, it was evident that patients that did not
develop any immune response after the second vaccination generally did not even show
seroconversion or specific T cells after the third vaccination, independently of the applied
booster vaccine. Data from case series support this and seem to indicate that there might
still be no better or only slightly better seroconversion after a fourth compared to a third
vaccination [38,39].

Nevertheless, we assume that the high rate of IL-2-producing cells detectable in our
patients after the second vaccination (LTX 85%; KTX 56%) and even after six months
(LTX 53%; KTX 44%) might be good news, especially for LTX patients, since the immune
response to vaccination might be underestimated when looking only at antibody expression
or [FN-y-producing T cells.

The different immune response of LTX and KTX patients is most likely to be explained
by the difference in immunosuppressive regimens. As the liver shows higher immune
tolerance after transplantation, a lower dosage of immunosuppression is needed compared
with other transplanted organs such as the kidney. It has been shown that MMF and
triple drug immunosuppression are risk factors for an inferior immune response to SARS-
CoV-2 vaccination [4]. While 25 out of 28 KTX patients received standard triple drug
therapy consisting of CNI, steroids, and an anti-proliferative drug, only 3 of 21 LTX patients
received triple drug therapy. Due to the low numbers of patients and several different drug

73



Pathogens 2023, 12, 910

11 0f 14

combinations included, we cannot draw conclusions about the effects of specific drugs. The
result that four of six patients vaccinated within the first year after kidney transplantation
developed neither T-cell nor humoral immune response leads to the assumption that the
total burden of immunosuppression negatively influences the immune response. This is an
expected result, since other vaccines also show an inferior immune response within the
first year post transplantation [40]. The different immunosuppressive regimen together
with the later time point of blood sampling in the study by Rabinowich et al. [4] (mean
31 days after the second vaccination compared with 10-20 in the study by Rabinowich et al.)
might explain the clearly higher immune reactivity in our LTX patients. The difference
in the response rates to SARS-CoV-2 vaccination in addition to the immunosuppressive
regimen was also reported to be dependent on age or time after transplantation [4,7,9].
In comparison to other studies [4,9,13] where the mean age of transplant patients was
>60 years, our cohort was younger, as the mean age of our LTX patients was 57 years and
that of the KTX patients was 50 years.

Although it is not clear whether the T-cell and /or antibody response correlates with
protection against severe SARS-CoV-2 infection, our data provide evidence that the effect
of two doses of SARS-CoV-2 mRNA vaccine BNT163b2 after liver transplantation is more
effective than vaccination after kidney transplantation. However, until now, no antibody or
specific T-cell threshold has been established for protective immunity. The high amount
of IL-2 as well as IL-2 /IFN-y-producing T cells detected in LTX patients may lead to the
assumption that these patients might have adequate long-term protection against severe
SARS-CoV-2 infections. Although we included only a small number of patients in our study,
it is encouraging that none of the studies’ patients developed a SARS-CoV-2 infection in
the first six months after initial vaccination. It remains a matter of debate whether this was
due to the vaccination alone or also to the high hygienic standards applied to transplant
patients. According to the current knowledge, it should be remembered that the aim of the
vaccine is not that the patient does not acquire the infection but that it prevents patients
from progressing and developing respiratory failure.

In our cohort, in 16 of 39 SOT patients a breakthrough infection was determined at the
fourth blood withdrawal one year after the first vaccination (BW4). Seven patients with
breakthrough infections did not show a cellular immune response before infection, four
did not have detectable antibodies, and three developed neither T cells nor antibodies six
months after the first vaccination independent of further booster vaccinations. Thus, 86%
of the LTX and 89% of the KTX patients with breakthrough infection showed either no
immune response or an incomplete immune response with a lack of antibody response in
the presence of T cells or, vice versa, with a lack of T cells in the presence of seroconversion.
Interestingly, the breakthrough infections with SARS-CoV-2 virus occurred in LTX and
KTX study patients between six (BW3) and twelve months (BW4) after the first vaccina-
tion despite further booster vaccinations. This could most probably be explained by the
upcoming new virus variants BA.4 and BA.5 in this period that revealed higher immune
escape capability and the minor immune response in transplant patients. Nevertheless,
none of these patients with breakthrough infections suffered from severe COVID-19 disease.
Beyond that, five of seven LTX patients had an unknown and asymptomatic infection. This
might be due to infection with less aggressive virus variants, but it could also provide
evidence that even immunosuppressed patients were sufficiently protected from at least
severe SARS-CoV-2 infection even though they might develop an incomplete immune
response to vaccination.

The limitations of our work include the rather small cohort of only 39 LTX and KTX
patients, but the rather long examination period of one year post vaccination enabled
us to examine the persistence of the immune response over a long follow-up time in
transplant patients and to observe how immunosuppressed patients cope with SARS-CoV-
2 breakthrough infections.
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5. Conclusions

LTX patients developed a better immune response after vaccination with BNT162b2
than KTX patients, which might be due to different immunosuppressive therapy. LTX
and KTX patients seemed to be sufficiently protected against severe COVID-19 by vacci-
nation with mRNA vaccines, as none of the patients developed respiratory failure after
SARS-CoV-2 infection.
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