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Zusammenfassung

Immungeschwachte Patienten haben ein besonders hohes Risiko fur eine schwer oder
letal verlaufende SARS-CoV-2-Infektion. Wir analysierten daher die humorale
Immunantwort von 88 Patienten, die nach einer allogenen hamatopoetischen
Stammzelltransplantation (alloHSZT) zwei Impfdosen des BioNTech/Pfizer mRNA-
Impfstoffs BNT162b2 erhielten. Das Durchschnittsalter lag bei 60 Jahren (Spannweite
23-79) und 40 % der Patienten waren weiblich. Die Diagnosen vor der alloHSZT waren
AML (50 %), MDS (16 %), MPN (11 %), ALL (8 %), NHL (8 %) und andere (7 %). An
einer chronischen Graft versus Host Disease (GvHD) litten 31 Patienten (35 %), 28
(32 %) nahmen Immunsuppressiva ein, 5 % hatten eine aktive Grunderkrankung und
2 % erhielten eine Chemotherapie aufgrund eines Rezidivs. Insgesamt 24 Patienten
(27 %) wurden innerhalb des ersten Jahres nach alloHSZT geimpft. Das mediane
Intervall von der alloHSZT zur ersten Impfung betrug 707 Tage (Spannweite 103-
7673), zwischen erster und zweiter Impfung lagen im Median 28 Tage (Spannweite 12-
57) und zwischen zweiter Impfung und erster Blutabnahme im Median 41 Tage
(Spannweite 13-76). Eine zweite Probe wurde drei Monate spater mit insgesamt 66
Patienten (75 % der initialen Kohorte) analysiert.

Aus den Serumproben wurde der Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer (Euroimmun Anti-
SARS-CoV-2-QuantiVac-Enzymimmunoassay) und der Neutralisationstiter mittels
hausinternem seriellen Neutralisationstest durch Inkubation mit infektiosem SARS-
CoV-2-Isolat NRW-42 (EPI_ISL_425126) in einem S3-Labor bestimmt. Patienten, die
zuvor mit SARS-CoV-2 infiziert waren, wurden durch die Bestimmung des Antikérpers
gegen das Nukleokapsid (Abbott) aus der Studie ausgeschlossen. Wir untersuchten
die Titerhdhe in Abhangigkeit von Patienten-, Krankheits-, und Transplantations-
variablen (Spearman rho, Mann-Whitney-U, Kruskal-Wallis, Chi-Quadrat). Zuletzt
erfolgte ein Vergleich der Impfantworten mit einem gesunden Kontrollkollektiv
(n = 112). Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS (Version 27).

Wir beobachteten eine signifikant positive Korrelation zwischen der Bildung von Anti-
SARS-CoV-2-S1-IgG und dem Neutralisationstiter (r = 0,908, p < 0,001). Des Weiteren
wirkten sich die Anzahl der T-Helfer-Zellen (r = 0,61, p < 0,001), das Intervall zwischen
alloHSZT und erster Impfung (r = 0,51, p < 0,001), die Anzahl der B-Zellen (r = 0,44,
p < 0,001), die Anzahl der NK-Zellen (r = 0,35, p < 0,001) sowie das Gesamt-lgG-
(r=0,33, p=0,001) und IgA (r = 0,23, p = 0,035) signifikant positiv auf die Titerhdhe
aus. Eine aktive Grunderkrankung (p = 0,018) und eine Immunsuppression mit
Ruxolitinib (p = 0,043) zeigten einen negativen Effekt auf die humorale Immunantwort.
Niedrige Antikdrpertiter (< 200 BAU/ml) hatten 63 % der Patienten, die friihzeitig
(< 365 Tage) nach alloHSZT geimpft worden waren. Hingegen wiesen nur 14 % der
Patienten, die ein Jahr oder spater nach alloHSZT eine Impfung erhielten, Titer unter
200 BAU/ml auf (p < 0,001). Der Titerabfall von im Median 892 BAU/ml auf 335 BAU/ml
war drei Monate nach der ersten Messung hoch (Median 73 %, Spannweite -95 % bis
+40 %), dies galt auch fir Patienten, die initial ein gutes Impfansprechen zeigten. Die
humorale Immunantwort unterschied sich stark zwischen den transplantierten
Patienten und einer gesunden Kontrollgruppe mit Probanden junger 60 Jahre
(p < 0,001). Hingegen gab es keinen Unterschied in der Anti-SARS-CoV-2-S1-1gG-
Titerhohe zwischen Patienten nach alloHSZT und einem alteren (= 80 Jahre)
Kontrollkollektiv (p = 0,41). Ein reduziertes Impfansprechen zeigten insbesondere
Patienten, die innerhalb des ersten Jahres nach der Transplantation eine Impfung
erhielten und jene, die niedrige T-, B-, und NK-Zellzahlen aufwiesen. Die erhobenen
Daten bestarken die Empfehlung zur serologischen Kontrolle des Impferfolges sowie
zur Boosterung aller Patienten und das Anwenden passiver Immunisierungsstrategien
frGh nach der alloHSZT sowie bei low- oder non-respondern allgemein.
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Summary

Immunocompromised patients are at particular risk for a severe course or even fatal
outcome of SARS-CoV-2 infection. We analysed humoral immune responses in 88
patients who received two doses of the BioNTech/Pfizer vaccine BNT162b2 after
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (alloHSCT). Median age was 60
years (range 23-79) and 40 % were female. Diagnoses prior to alloHSCT were AML
(50 %), MDS (16 %), MPN (11 %), ALL (8 %), NHL (8 %) and others (7 %). Thirty-one
patients (35 %) had chronic Graft versus Host Disease (cGvHD), 28 (32 %) were on
immunosuppressants, 5 % had active disease and 2 % received chemotherapy for
relapse. Twenty-four patients (27 %) received the vaccine within the first year after
alloHSCT.

Median interval from alloHSCT to first vaccination was 707 days (range 103-7673),
median interval from first to second vaccination was 28 days (range 12-57) and median
interval from second vaccination to first blood sample was 41 days (range 13-76). A
second sample was analysed 3 months later from 66 patients (75 % of the initial
cohort). Samples were tested for antibody (AB) titers against SARS-CoV-2-S1-antigen
and an “in-house” serial dilution endpoint neutralization test with the infectious SARS-
CoV-2-isolate NRW-42 (EPI_ISL_425126) was performed in a biosafety level 3 facility
to determine neutralization capacity. Previous infection was ruled out by measuring the
anti-nucleocapsid AB titer. AB titers were correlated with neutralization and various
patient, disease, and transplant variables (Spearman-rho, Mann-Whitney-U, Kruskal
Wallis, Chi-Quadrat). Finally, a comparison was made with a healthy control group
(n = 112). Statistical analysis was performed with SPSS (version 27).

We observed a highly significant and positive correlation between anti-SARS-CoV-2-
S1-1gG formation and neutralizing capacity (r = 0,908, p < 0,001). Median Anti-SARS-
CoV-2-S1-IgG after two vaccinations was 892 BAU/ml (range 1,5-12934). Variables
correlating positively with AB titer height included CD3+CD4+ cell count (r = 0,61,
p < 0,001), interval between alloHSCT and first vaccination (r = 0,51, p < 0,001),
number of CD19+ cells (r = 0,44, p < 0,001), number of CD16+CD56+ cells (r = 0,35,
p < 0,001) and levels of IgG (r = 0,33, p = 0,001) as well as IgA (r = 0,23, p = 0,035).
Active disease (p = 0,018) and immunosuppression with Ruxolitinib (p = 0,043)
negatively influenced AB response. In 63 % of patients vaccinated in the first year after
alloHSCT AB response was considered insufficient (< 200 BAU/ml) compared to 14 %
in patients vaccinated at later time points (p < 0,001).

In the second analysis, we observed that median AB titers had dropped by 73 %
(median, range -95 % to +40 %) from 892 BAU/mI to 335 BAU/mI which also included
patients who had extraordinarily good primary immune responses. Antibody responses
differed strongly between patients after alloHSCT and the healthy control group with
individuals younger than 60 years (p < 0,001). In contrast, there was no significant
difference in titer levels between patients after alloHSCT and an older (= 80 years old)
population (p = 0,41).

Humoral vaccine responses were highly variable in patients after alloHSCT, with
particularly poor titers achieved by patients vaccinated within the first year after
alloHSCT and those with low T-, B- and NK-cell numbers. Even those patients who
had high primary AB titers showed a dramatic decline over a period of 3 months after
the second vaccination. These data support the general recommendation for titer
measurement after vaccination as well as vaccine booster for all patients after
alloHSCT and argue for passive immunization strategies early after transplantation and
in low- or non-responders.
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1 Einleitung

1.1 Patienten nach alloHSZT als vulnerable Risikogruppe in der SARS-CoV-2-
Pandemie

Im Dezember 2019 begann in Wuhan/China die pandemische Ausbreitung des
neuartigen Coronavirus SARS-CoV-2, die die internationale Gesellschaft vor grolze
Herausforderungen stellte [1]. In bestimmten Risikogruppen, darunter insbesondere
onkologische Patienten, fuhrte die Infektion regelmafRig zu schweren Verlaufen mit
Spatschaden oder gar totlichem Verlauf [2]. Impfungen und hygienische
Sicherheitsmallnahmen sind dabei nach wie vor das wirksamste Mittel zur
Vorbeugung einer Infektion, zur Vermeidung eines gefahrlichen Krankheitsverlaufs mit

infektiosen Komplikationen und zur Reduktion des Transmissionsrisikos [3, 4].

Die vorliegende Arbeit und die umschriebenen Zustédnde beziehen sich dabei auf
besorgniserregende Virusvarianten wie Alpha (B.1.17; 501Y.V1), Delta (B.1.617.2)
oder Omikron (B.1.1.529), welche bis zum Ende des Jahres 2021 bzw. Anfang des
Jahres 2022 vorherrschten und mit hoheren Mortalitatsraten assoziiert waren.
Mittlerweile haben sich das Ausmal} und die Folgen einer SARS-CoV-2-Infektion unter
Berucksichtigung der Virusevolution sowie der praventiven und therapeutischen
Méoglichkeiten deutlich verandert. Auf die Virusevolution gehe ich in der Diskussion

naher ein.

Patienten, die eine allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation (alloHSZT)
erhalten haben, sind einem hdheren Risiko ausgesetzt, an Covid-19 zu sterben,
insbesondere, wenn sie frih nach der Transplantation erkranken [5, 6]. Die
Vulnerabilitat in dieser Patientengruppe liegt vor allem in dem neuen Immunsystem,
welches sich durch die Spenderzellen erst einmal etablieren muss. Die Zeit bis zum
Aufbau des neuen Immunsystems ist u.a. abhangig von der HLA-Kompatibilitat des
Spenders und dem Ausmal’ der Immunsuppression. In den ersten Monaten nach der
alloHSZT besteht die spezifische Immunitat lediglich aus den mit dem Transplantat
transfundierten Lymphozyten [7, 8]. Ein weiteres Problem ist, dass Patienten mit einem
schwachen Immunsystem eine eingeschrankte Immunantwort haben [9].
Multizentrische Daten des Center of International Blood and Marrow Transplantation
berichteten Uber ein Gesamtuberleben von 68 % der Patienten nach einer alloHSZT

und 67 % bei Empfangern einer autologen HSZT 30 Tage nach der Infektion mit
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SARS-CoV-2 [5]. Im Jahr 2021 wurden die Mortalitatsraten infizierter Patienten nach
alloHSZT im Bereich von 25-61 % geschatzt [10]. Es wurde aufRerdem beschrieben,
dass die Einnahme von Immunsuppressiva einen aggravierenden Effekt auf die SARS-
CoV-2-Infektion hat, da die Virusreplikation begunstigt wird [10]. Bei Krebspatienten,
insbesondere bei Patienten mit hamatoonkologischer Grunderkrankung, ist die
Antikdrperantwort tendenziell geringer. So wurden in einer Metaanalyse serologische
Impfantworten nach zweifacher Impfung von 63,7 % bei Patienten mit
hamatoonkologischer Grunderkrankung vs. 94,9 % bei Patienten mit solider
Tumorerkrankung beschrieben [11]. Auch im Vergleich zu Patienten nach autologer
Blutstammzelltransplantation, die zuvor nicht mit B-Zell-depletierenden Antikorpern
wie Rituximab behandelt worden waren, und im Vergleich zu gesunden Kontrollen,
haben Patienten nach alloHSZT ein reduziertes serologisches Impfansprechen [12]
[13]. Dies bestarkt die Vulnerabilitat und somit auch die Notwendigkeit der Analyse

einer Impfantwort in diesem Patientenkollektiv.

1.2 Verzogerte Immunrekonstitution nach allogener
Blutstammzelltransplantation

Das Aufstellen eines geeigneten Impfschemas ist bei hamatoonkologischen Patienten
besonders schwierig, da ein hohes Risiko fur schwere Infektionen besteht und die
Immunisierung aufgrund des geschwachten Immunsystems und durch
immunmodulatorische  Behandlungen nach alloHSZT sowie verzOgerter
Immunrekonstitution eingeschrankt ist. Die Immunrekonstitution ist u.a. abhangig vom
verwendeten Konditionierungsschema vor alloHSZT, vom Alter des Patienten bzw. der
Patientin, von der Zelldosis und Transplantatzusammensetzung, der HLA-
Kompatibilitat, und vom  Ausmall der Immunsuppression [7]. Der
Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC, major histocompatibility complex) stellt eine
Gruppe von Genen dar, die flr Proteine kodieren und eine selektive interindividuelle
Erkennung von Antigenen ermdglichen. Die HLA-Gene (human leucocyte antigen)
liegen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6. Das HLA-System besteht aus zwei
Hauptklassen, wobei der HLA-Klasse-I-Komplex aus den Hauptgenen HLA-A, HLA-B,
HLA-C und der HLA-Klasse-II-Komplex aus den Hauptgenen HLA-DP, HLA-DM, HLA-
DQ und HLA-DR gebildet wird. Die fur eine alloHSZT relevanten HLA-Antigene sind
HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR und HLA-DQ. Basierend darauf, dass je ein Allel
mutterlicherseits und vaterlicherseits vererbt wird, mussen fur die Spenderauswahl 10
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verschiedene HLA-Merkmale berlcksichtigt werden. Haploidentische Spender
stimmen nur in einem MHC-Haplotyp Uberein. Die nicht-Ubereinstimmenden Merkmale
konnen von alloreaktiven T-Zellen als fremd erkannt werden, was mit einem gro3eren
Risiko fur eine GvHD (Graft versus Host Disease) einhergeht [7, 14].

Eine schnellere Lymphozytenrekonstitution geht mit einem besseren overall survival
und progression free survival einher [15]. In einer Analyse von 1109 erwachsenen
Patienten nach alloHSZT wurde gezeigt, dass ein HLA-Mismatch zwischen Spender
und Empfanger, niedrige CD34+-Stammzellzahlen im Transplantat und
Antithymozytenglobulin (ATG) im Konditionierungschemotherapieprotokoll negative
Auswirkungen auf die absolute Lymphozytenzahl nach alloHSZT haben. Dabei wurden
Lymphozytenzahlen < 0,2x10° Zellen/I als niedrig und > 0,2x10° Zellen/I als hoch
eingestuft [16]. In der Arbeit von Thoma et al. wird ebenso ein schlechteres
Gesamtuberleben in der Patientenkohorte beschrieben, die 60 Tage nach alloHSZT

niedrige Lymphozyten- und Monozytenzahlen aufwiesen [15].

Das angeborene Immunsystem, dazu zahlen Monozyten, Granulozyten,
Antigenprasentierende Zellen (APC) und NK-Zellen, regeneriert bereits innerhalb der
ersten Wochen nach alloHSZT. Durch Stimulation mit humanem granulocyte colony
stimulating factor (G-CSF) sind die Granulozyten an Tag +10 bis +28 die erste
Zellpopulation, die regeneriert. Hingegen regeneriert das zellulare adaptive (T-Zellen)
und humorale adaptive (B-Zellen) Immunsystem langsamer, innerhalb von Wochen bis
Monate. Auch die Anzahl der T-Zellen und der B-Zellen steigt zugig innerhalb der
ersten Monate nach alloHSZT an, jedoch ist die Funktionalitat der vorhandenen Zellen,
insbesondere der antransfundierten Zellen, noch nicht ausreichend, da diese auf
antigenspezifische Immunantworten des Spenders ausgerichtet sind und die
thymische T-Zellreifung aufgrund der Altersinvolution in adulten Patienten
eingeschrankt und somit langsamer ist. Organschaden durch eine zuvor durchgefihrte
Bestrahlung und Chemotherapie oder durch eine mogliche Alloreaktivitat, basierend
auf der Pathophysiologie der GvHD, beeinflussen ebenfalls die Immunrekonstitution
[8, 17].

T- und B-Zellen exprimieren auf ihren Oberflachen antigenspezifische Rezeptoren.
Naive B-Zellen wandern aus dem Knochenmark in sekundar lymphatische Organe aus
und tragen IgD und IgM auf ihrer Zelloberflache. Nach einem Antigenkontakt
differenzieren sie zu IgM sezernierenden Plasmazellen. Im Keimzentrum des

Lymphknotens findet nach Antigenkontakt ein Immunglobulin-Klassenwechsel statt,
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der zu einer hdéheren Antigen-Bindungsstarke fuhrt. Am Ende der B-Zellreifung
entsteht eine ausdifferenzierte Plasmazelle, die einen Antikorper-Isotyp flr ein

spezifisches Antigen produziert [14].

Etwa drei Monate nach der alloHSZT normalisiert sich die Anzahl der B-Zellen, wobei
darunter v.a. reife naive B-Zellen und transitionale unreife B-Zellen zu finden sind. IgG
taucht erstmals zwischen dem dritten und sechsten Monat nach alloHSZT im Labor
auf. Die IgG1- und IgG3-Level normalisieren recht zlgig innerhalb des ersten Jahres
nach der Transplantation, IgG2 und IgG4 sind langere Zeit nur in kleiner Konzentration
vorhanden [18]. Die zeitverzogerte 1gG2- und IgG4-Produktion fuhrt zu einer
beeintrachtigten T-Zell-unabhangigen Reaktion auf Polysaccharid-Antigene wie
Pneumokokken [19]. IgA ist das letzte Immunglobulin, das im Rahmen der
Regeneration produziert wird. Daher stellen Infektionen an Schleimhautbarrieren des
respiratorischen oder gastrointestinalen Traktes auch noch zu einem spateren

Zeitpunkt nach der Transplantation eine Gefahr dar [18].

Prekusor-T-Zellen sind Zellen, die aus den pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks hervorgehen und weder T-Lymphozyten-
spezifische-Antigene wie CD3, CD4 oder CD8 noch antigenspezifische Rezeptoren (T-
Zellrezeptoren) exprimieren. Sie migrieren in den Thymus, wo sie mithilfe kortikaler
und medullarer Thymusepithelzellen eine positive oder negative Selektion erfahren.
Positivselektion bedeutet, dass die T-Zellen Uber ihre Rezeptoren kdrpereigene MHC-
Molekule binden und erkennen. Wohingegen jene T-Zellen, die dazu nicht fahig sind,
durch Apoptose beseitigt werden. Negativselektion bedeutet, dass T-Zellen beseitigt
werden, die Antigene des Thymus erfassen und fuhrt zu der Eliminierung dieser
autoreaktiven T-Zellen. Dies dient zum Erwerb der Fahigkeit, korpereigene von
korperfremden Strukturen zu unterscheiden. Naive T-Helferzellen haben anschlie3end
den ersten Antigenkontakt in sekundar lymphatischen Organen. Dort differenzieren sie
je nach Zytokinmilieu in TH1-, TH2-, TH17-, oder regulatorische T-Zellen [14].

Die erste Phase nach der Transplantation ist durch die transfundierten T-Zellen
charakterisiert. Sie ist unabhangig vom Thymus. Diese T-Zellen expandieren peripher
und haben nur ein begrenztes T-Zellrezeptorrepertoire. Es handelt sich hierbei um
naive T-Zellen des Empfangers, die die Konditionierungschemotherapie Uberlebten
oder Gedachtnis-T-Zellen im Transplantat des Spenders. Die Expansion ist demnach
abhangig von der Anzahl der T-Zellen im Transplantat und der Intensitat der

Konditionierungschemotherapie. Die T-Zellen kdnnten prinzipiell auch die humorale
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Immunantwort frih nach der Transplantation begulnstigen, jedoch ist der Effekt
scheinbar beschrankt, da z.B. das Ausmal® der Antikorperbildung gegen das
Zytomegalievirus (CMV) gering ist. Aufgrund der replikativen Seneszenz kann das T-
Zellkompartiment der konditionierungsresistenten Wirts- und transfundierten
Spenderzellen keine breite Antigenspezifitat abdecken und aufrechterhalten [20]. Die
spatere Phase, der aus den gespendeten Stammzellen hervorgehenden T-Zellen, ist
Thymus-abhangig und enthalt zuletzt nach multiplen Antigenkontakten ein
umfangreiches T-Zellrezeptorrepertoire. Diese werden spezifisch nach Antigenkontakt

durch somatische Genkombinationen gebildet [18, 20].

In Anwesenheit einer GvHD oder basierend auf einer immunmodulatorischen
Behandlung der GvHD ist sowohl die zellulare als auch die humorale adaptive
Immunantwort zeitverzogert [8]. Der anfangliche Mangel an CD4-positiven- und CD8-
positiven T-Zellen sowie der langfristige Mangel an CD4-positiven T-Zellen ist
besonders ausgepragt, wenn das Transplantat T-Zell-depletiert ist oder Anti-T-Zell-

Antikérper zur GvHD-Prophylaxe eingesetzt werden [21].

1.3 Infektionen von Patienten nach alloHSZT

Infektionen sind eine wichtige Ursache der Mortalitat bei Patienten nach alloHSZT [22].
In der frihen Phase nach der Transplantation (bis Tag +30) sind es aufgrund der
Neutropenie und der durch Chemotherapie induzierten Mukositiden, die den
Keimeintritt an Barrieren wie den Schleimhauten erleichtern, v.a. bakterielle
Infektionen (z.B. durch koagulasenegative Staphylokokken, Enterokokken,
gramnegative Enterobakterien, Clostridium difficile), aber auch Pilzinfektionen (z.B.
Candida) oder virale Infektionen (z.B. Reaktivierung einer Herpes-simplex-Virus
Infektion, HHV-6 Infektion). Ab dem Zeitpunkt des Leukozyten-Engraftment bis Tag
+100 oder spater nach alloHSZT sind die Patienten auch durch Infektionen mit CMV,
EBV (Epstein-Barr-Virus) oder Pneumocystis jirovecii gefahrdet. Varizella-Zoster-
Virus-Reaktivierungen und Infektionen durch bekapselte Bakterien (Pneumokokken,
Meningokokken, Haemophilus influenzae) treten oft erst ab Tag +100 nach alloHSZT
auf. Dies ist auf die verzogerte Rekonstitution der B- und T-Zellen zurlckzuflihren. Ein
hoéheres Risiko flr Infektionen haben altere Patienten, Patienten mit einer
myeloablativen Konditionierungschemotherapie im Vergleich zu Patienten mit einer

Konditionierung reduzierter Intensitat, aber auch Patienten mit einer GvHD oder HLA-
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Inkompatibilitat bei der Spende, die zu einer verzdgerten Immunrekonstitution fihren
kénnen. Die akute GvHD tritt innerhalb von 100 Tagen nach alloHSZT auf, die /ate
onset GvHD nach 100 Tagen [23]. Infektionen mit respiratorischen Viren, darunter
auch saisonale Coronaviren, treten sehr haufig nach alloHSZT auf und gehen oft mit
einer milden Symptomatik einher, wenn sie nicht bereits vor der

Konditionierungschemotherapie auftreten [7, 22].

1.4 Impfempfehlungen fiir Patienten nach alloHSZT

Im Jahr 2020 erschien eine ausfuhrliche Arbeit zu Impfregimen nach alloHSZT, da
durch eine vorgeschaltete Konditionierung mit Chemo- und/oder Strahlentherapie das
Immunsystem des Empfangers und die damit bestehende Immunitat durch Impfungen
oder durchgemachte Infektionen verloren geht. Darin werden Empfehlungen
ausgesprochen, dass Totimpfstoffe sechs Monate nach alloHSZT bei Patienten mit
stabilem Leukozyten-Engraftment und einer Thrombozytenzahl von Uber 50.000/ul
verwendet werden konnen, unabhangig von der HLA-Kompatibilitat, dem Vorliegen
einer GvHD oder einer immunsuppressiven Behandlung. Lebendimpfstoffe sollten erst
24 Monate nach einer alloHSZT verabreicht werden, wobei ein Abstand von drei
Monaten zur letzten immunsuppressiven Therapie oder aktiven GvHD eingehalten
werden sollte [24]. Zudem wird die Erhebung eines zellularen Immunstatus zur
Detektion einer verzégerten Immunrekonstitution empfohlen, um eine maogliche
Immunogenitat durch die Impfung 2zu validieren und eine unzureichende
Immunrekonstitution vor einer Impfung mit Lebendimpfstoffen zu erkennen [24]. Dies
unterscheidet Patienten mit hamatoonkologischer Erkrankung von Patienten mit
solider Tumorerkrankung, die oft praemptiv vor den Immun- und Chemotherapien
geimpft werden [7]. Wie der Umgang mit den neu etablieten mRNA- und

Vektorimpfstoffen erfolgen sollte, war zu diesem Zeitpunkt noch unbekannt.

1.5 Aufbau und virale Replikation des neuartigen Coronavirus SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 ist ein behllltes, einzelstrangiges RNA-Virus positiver Polaritat und
gehort zu der Subfamilie der Orthocoronavirinae. Diese Familie der Coronaviren wird
wiederum in vier Gattungen unterteilt: Alpha-, Beta-, Gamma-, und Deltacoronaviren.
Auf der Oberflache tragt das Virus membranstandige Strukturproteine. Die S1-

Untereinheit des Spike-Protein (S-Protein) bindet mit der Receptor binding domain
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(RBD) an das Angiotensin-konvertierende Enzym 2 (ACE2) der Wirtszelle. Die Fusion
der Virushulle mit der Wirtsmembran wird anschlieend durch die S2-Untereinheit des
Spike-Protein vermittelt. Das Matrix-Protein (M-Protein) dient der Strukturgebung und
ist wichtig fur den Zusammenbau viraler Partikel. Auch das Envelope-Protein (E-

Protein) ist notwendig fur den Zusammenbau viraler Partikel [25].

Gemeinsam mit dem Genom bildet das Nukleokapsid-Protein (N-Protein) das
Nukleokapsid. Menschliche Wirtszellen tragen das ACE2 sowie TMPRSSZ2
(transmembrane protease serine subtype 2), an welche SARS-CoV-2 mittels S71 des
Spike-Protein bindet und somit Eintritt in die Zelle gelangt, in der es sich anschliel3end
vermehrt. Die menschlichen Zellen, die ACE2 und TMPRSS2 tragen, sind vor allem
im respiratorischen Epithel, insbesondere im Alveolarepithel, Gefaliendothel sowie im
Epithel der Nieren, Enterozyten, Hepatozyten, Myokardzellen und Zellen des zentralen
Nervensystems vorhanden, wodurch der Organtropismus des Virus erklarbar ist.
Daraus resultieren das fuhrende Krankheitsbild der Pneumonie bis hin zum Acute
Respiratory Distress Syndrome (ARDS), thrombembolische Komplikationen sowie
Myokarditiden. Die World Health Organization (WHOQO) teilt die Mutanten von SARS-
CoV-2 in variants of concern (VOC) und variants of interest (VOI) ein. Dabei sind die
VOC jene Virusvarianten, die mit einem héheren Transmissionsrisiko sowie schweren
bis hin zu letalen Verlaufen durch eine Infektion einhergehen. Zu den VOC zahlen
Alpha B.1.1.7;501Y.V1, Beta B.1.351;501Y.V2, Gamma P.1; 501Y.V3, Delta B.1.617.2
und Omikron B.1.1.529 mit der aktuell in Deutschland vorherrschenden Sublinie BA.5
[25, 26]. Seit Marz 2023 gibt es laut WHO auch Variants under monitoring (VUM),
welche Varianten umfassen, die einen Wachstumsvorteil aufweisen, deren
phanotypische und epidemiologische Auswirkungen allerdings noch unbekannt sind.
VOI hingegen sind Varianten, die mit einem héheren Transmissionsrisiko einhergehen
und eine epidemiologische Konsequenz haben. Zudem sollen laut WHO zukunftig nur
noch VOC mit den griechischen Buchstaben versehen werden, wahrend VOI nach

Nomenklatursystemen wie ,Nextstrain® oder ,Pango“ benannt werden [25, 27].

Die Invasion des Virus geschieht durch Adsorption und Penetration (Abb. 1). Dabei
bindet das S-Protein direkt an ACE2, TMPRSS?2 vermittelt das S-Protein-Priming, d.h.
die zellulare Protease aktiviert das virale Spike-Protein durch proteolytische Spaltung
in eine S1- und eine S2-Untereinheit. Der virale Vermehrungszyklus hat folgenden,
grob skizzierten, Ablauf: Auf das Uncoating, d.h. die Freisetzung der Nukleinsaure aus
dem Endosom in das Zytoplasma folgt die Translation, die virale Genexpression. Dazu
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wird die virale mRNA an den freien Ribosomen und dem rauen endoplasmatischen
Retikulum in virale Proteine Ubersetzt. Es folgt die Replikation und Transkription,
wodurch sich die Nukleinsaure und Virusproteine vermehren. Nachdem die einzelnen
Viruskomponenten zusammengebaut wurden (Assembly), erfolgt die Freisetzung neu
gebildeter Viren (Exozytose) [28, 29].
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Abb. 1: Der virale Replikationszyklus von SARS-CoV-2
(Quelle: V’kovsiki et al., Coronavirus biology and replication: implications for SARS-
CoV-2, nature reviews microbiology, 2020 [29])

Dargestellt ist die Invasion von SARS-CoV-2 in die Wirtszelle. Die S1-Untereinheit des Spike-Proteins,
welche die Rezeptorbindende Domane enthalt (RBD), bindet an ACE2, das sich auf der
Wirtszelloberflache befindet. Durch die Bindung findet eine Konformationsanderung im Spike-Protein
statt. Die Serinprotease TMPRSS2 spaltet das Spike-Protein an der S1/2-Schnittstelle und die S2*site
der S2-Untereinheit wird freigelegt. Dies ist die Voraussetzung fir die nachfolgende Fusion zwischen
Virus und Zelle. AnschlieBend wird die virale RNA in das Zytoplasma der Wirtszelle freigesetzt



(Uncoating). Der Viruseintritt kann alternativ durch Clathrin-vermittelte Endozytose in die
Endolysosomen erfolgen, wo die S2°-Spaltung durch Cathepsine erfolgt [28, 30].

Nach der Freisetzung der viralen RNA werden zwei groRe Leserster (ORF = open reading frames 1a/
1b) umgehend translatiert. Daraus resultieren Polyproteine wie pp1a und pp1ab, die in nicht-struktur-
gebende Proteine (nsps = non-structural proteins) prozessiert werden, um anschlieBend den viralen
Replikations- und Transkriptionskomplex zu bilden.

Die Translation der viralen RNA erfolgt an den freien Ribosomen, dort wird u.a. auch die RNA-abhangige
RNA-Polymerase gebildet, die die virale RNA in einen Minusstrang repliziert. Dieser wird anschliel3end
als Matrize genutzt, um neue genomische Plus-RNAs herzustellen, welche gemeinsam mit dem N-
Protein Nukleoproteinkomplexe bilden. Die anderen Strukturproteine (S, E, M) gelangen zum rauen
endoplasmatischen Retikulum. Von dort aus erfolgt Uber das ERGIC (Endoplasmic reticulum-to-Golgi
intermediate compartment) ein Assembly, d.h. die Zusammensetzung der viralen Bestandteile. Die neu
gebildeten Viren werden per Exozytose ausgeschleust und die Invasion beginnt erneut [28, 29].

Der virale Vermehrungszyklus unterliegt, neben der vollstdndigen genomischen Replikation, einem
diskontinuierlichen Transkriptionsprozess, weshalb die Negativstrang-RNA-Synthese zu sog.
subgenomischen Negativstrang-RNAs fiihrt, die als Vorlage fiir Positivstrang-sg-mRNAs dienen. Deren
Translation resultiert in der Etablierung von strukturgebenden und akzessorischen Proteinen [28-30].

In Abb. 1 sind auch zugleich die Zielstrukturen der medikamentosen Therapien von
einer SARS-CoV-2-Infektion dargestellt. Medikamentose Therapien werden bevorzugt
in Risikogruppen, darunter auch immunsupprimierte Patienten, angewandt, um
schwere Verlaufe von Covid-19 abzuwenden. Die Kombination aus Nirmatrelvir
(Proteaseinhibitor) und Ritonavir (RNA-Polymeraseinhibitor) kann innerhalb der ersten
funf Tage nach Symptombeginn eingesetzt werden. Remdesivir (RNA-
Polymeraseinhibitor) kann innerhalb der ersten sieben Tage nach Symptombeginn
eingesetzt werden. Diese Medikamente verhindern die Virusreplikation.
Dexamethason sollte bei Patienten mit low-flow-Sauerstoffbedarf verabreicht werden.
Patienten mit Sauerstoffbedarf kbnnen additiv mit dem JAK1-Antagonisten Baricitinib
behandelt werden. Bei rasch progredientem Krankheitsverlauf ist der Einsatz von
Tocilizumab als IL-6-Rezeptor-Antagonist moglich. Die Kombination aus Baricitinib
und Tocilizumab sollte nicht erfolgen [31]. Monoklonale Antikérper (MAK), die das
Spike-Protein von SARS-CoV-2 neutralisieren und somit den Viruseintritt unterbinden
(passive Immunisierung) konnten anfanglich zur Abwendung eines schweren
Krankheitsverlaufs oder zur Pravention einer Infektion eingesetzt werden. SARS-CoV-
2-Virusvarianten entstehen jedoch hauptsachlich durch Mutation im Spike-Protein,
sodass die Neutralisationskapazitat der MAK begrenzt ist und diese oftmals nicht
wirksam sind [25, 32]. Evusheld enthalt die MAK Tixagevimab und Cilgavimab. Die
Indikation fur eine passive Immunisierung mit Evusheld ist aufgrund der Subvarianten

sehr eingeschrankt, konnte 2022 aber laut STIKO in Einzelfallen, wie z.B. bei Patienten
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nach alloHSZT vor der Immunrekonstitution, als Praexpositionsprophylaxe eingesetzt
werden [32].

1.6 Natiirliche Immunantwort auf eine SARS-CoV-2-Infektion

Der erste Kontakt mit dem Virus findet im oberen Respirationstrakt statt, v.a. in dem
Nasopharynx-assoziierten lymphatischen Gewebe. Uber Mustererkennungs-
rezeptoren (PRR = pattern recognition receptors) erkennen die Zellen der
angeborenen Immunitat pathogenassoziierte molekulare Muster (PAMPS) des Virus.
Dabei wird durch angeborene antivirale Membranrezeptoren (TLR 7, TLR 8, TLR 9)
oder zytosolische Rezeptoren die Typ-I-Interferon-Reaktion ausgelost, dessen
Produktion v.a. in dendritischen Zellen erfolgt. Typ-I-IFN ist folglich wichtig fur die
Initierung der adaptiven Immunantwort. Die viralen Antigene werden in den APC
phagozytiert und in kleinere Peptide zerlegt, sodass diese anschlieRend Uber den
Oberflachenrezeptor MHC Il prasentiert werden kdnnen. Das fuhrt zur Aktivierung von
T-Helferzellen und B-Zellen. Aktivierte T-Helferzellen differenzieren in Subtypen aus,
wobei TH2-Zellen durch IL-4-Sekretion und CD40/CD40L-Interaktion zur Reifung der
humoralen Immunantwort beitragen. Einige T-Helferzellen differenzieren auch zu
follikularen T-Zellen, die die Reifung von keimzentrumsabhangigen Gedachtnis-B-
Zellen und hochaffinen, langlebigen Antikdrper-produzierenden Plasmazellen steuern.
Eine Untergruppe differenziert zu Gedachtnis-T-Zellen aus. TH1-Zellen produzieren
IL-2, IFNg und TNF-a und sind bedeutend in der zellularen Immunreaktion. MHC-/ wird
auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert. Virusinfizierte Zellen prasentieren die viralen
Peptide uber MHC-I, dadurch erfolgt die Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen.
Zytotoxische T-Zellen leiten die Apoptose der infizierten Wirtszelle durch Fas-/Fas-
Ligand-Interaktion ein. Es gibt Hinweise darauf, dass das T-Zell-Gedachtnis bei
rekonvaleszenten und/ oder geimpften Patienten verantwortlich fur die Kreuzreaktivitat
gegen VOC ist. Der MHC ist nicht immer auf den virusinfizierten Zellen vorhanden, da
eine Herabregulierung einen immune escape-Mechanismus des Virus darstellt. NK-
Zellen sind fahig, infizierte Zellen direkt zu erkennen, ohne dass Antigene Uber MHC
exprimiert werden und enthalten Granula mit IFNg und TNF-a, um die virusinfizierte
Zelle direkt abzutdten [33].
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1.7 Immunantwort auf den mRNA-Impfstoff BioNTech/Pfizer (BNT162b2)

Alle Patienten erhielten im Rahmen unserer Studie den mRNA-Impfstoff von
BioNTech/Pfizer 162b2 (BNT162b2) in einer Wirkstoffdosis von 30 pg. Dies ist ein
monovalenter Impfstoff, der ab einem Alter von 12 Jahren seit dem 21.12.2020
zugelassen ist. Die mRNA ist in Lipidnanopartikeln verpackt und nukleosidmodifiziert.
Sie kodiert fur das Spike-Protein, welches somit im Wirt exprimiert wird und sowonhl
eine zellulare als auch humorale Immunantwort induziert [34]. Laut Untersuchungen in
einer gesunden, immunkompetenten Kohorte fuhrte eine Zweifach-Impfung mit
BNT162b2 zu einem 95 %igen Schutz gegen Covid-19. In einem Mausmodell nahmen
die Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG 14 Tage nach der ersten Impfung signifikant zu und
hielten bis zum Tag 21 an, wohingegen eine zehnfache Erhohung der
Antikdrperreaktion nach der zweiten Impfung zu verzeichnen war. Des Weiteren fuhrte
die Immunisierung mit BNT162b2 zu einer hohen Anzahl an Keimzentrum-B-Zellen,
follikularen T-Helferzellen und Plasmazellen. Die Reaktionen der CD4-positiven Zellen
ging v.a. von TH1-Zellen aus, es wird ein Anstieg der CD8-positiven Zellen

insbesondere nach der sekundaren Immunisierung beschrieben [35].

Die Lipid-Nanopartikel enthalten ionisierbare Lipide, die eine effiziente Ubertragung
der mRNA in das Zytoplasma der Wirtszellen ermoglichen. Die Molekule haben eine
neutrale Oberflachenladung bei physiologischem pH-Wert, die positiv im sauren
Endosom wird, was die Auflosung der Membran und die Freisetzung der mRNA
beglnstigt. Der mRNA-Impfstoff induziert effektive spike-spezifische adaptive
Immunantworten und T-Zell-Reaktionen, die die humorale Immunitat fordern und zu
einer Verhinderung einer schweren SARS-CoV-2-Infektion beitragen konnen. An der
Injektionsstelle und in den drainierenden Lymphknoten erfolgt die Aufnahme des
Impfstoffs und die Produktion des kodierten Antigens. Zudem erfolgte der Nachweis
der mRNA in anderen Geweben wie z.B. der Leber, Lunge, Milz und nicht
drainierenden Lymphknoten. Durch die lokale Entzindungsreaktion erfolgt die
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und verschiedenen
dendritischen Zellen aus dem Blut zur Injektionsstelle (angeborene Immunantwort).
Dendritische Zellen und Monozyten/ Makrophagen prasentieren das Antigen und
unterstitzen das Priming von T-Zellen. Die Keimzentrumsreaktion der B-Zellen im

Lymphknoten wird durch die follikularen T-Helferzellen begunstigt [36].
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Im Rahmen einer Studie von Arunchalam et al. wurde die Immunantwort auf das
BNT162b2-Vakzin in einer gesunden Kohorte von 56 Freiwilligen getestet. Die
Messung der neutralisierenden Antikorper ergab einen hohen Titer gegen den Wildtyp
des Virus und, in geringerem Ausmal}, gegen die Variante B.1.351. Nach der zweiten
Impfung konnte ein signifikanter Anstieg polyfunktionaler CD4-positiver und CD8-
positiver Zellen beobachtet werden. Die zweite Impfung stimulierte verstarkt die
angeborene Immunantwort, was durch die Messung gréRerer CD14CD16-positiver
entzundlicher Monozytenzahlen und durch eine hohere Konzentration von Plasma-
IFNg und CXCL10 validiert wurde. Nach 90-120 Tagen verringerte sich die
neutralisierende Antikdrperreaktion um das Zweifache [37]. Wenn die angeborene
Immunantwort zeitverzogert auftritt, z.B. aufgrund von escape-Mechanismen des Virus
oder einer defekten angeborenen Immunitat, begunstigt dies die Virusreplikation im
oberen Respirationstrakt und in der Lunge und geht folglich mit einer verzdogerten
adaptiven Immunantwort und schweren Verlaufen einher. Analog dazu wird
beschrieben, dass héhere Konzentrationen von IFN Typ | und Ill nach einer Infektion

mit einem milderen Verlauf und einer geringeren Mortalitat assoziiert sind [38].

Altere Menschen haben physiologisch reduzierte naive T-Zellzahlen und bilden
zeitverzogert eine T-Zellreaktion, wodurch auch die Antikorperbildung, die zum grol3en
Teil T-Zell-abhangig ist, verzogert eintritt. Es ist bekannt, dass altere gesunde
Menschen ein altersbedingt schwacheres Immunsystem aufgrund der
Immunseneszenz haben und in reduziertem Ausmald auf Impfungen gegen z.B.

Hepatitis B, Pneumokokken und Influenza ansprechen [39-41].

Inwiefern eine effektive Immunisierung bei Patienten nach alloHSZT maoglich ist, war
zu Beginn der Arbeit unklar. Immundefiziente Patienten wurden von den ersten
Studien zur Wirksamkeit des SARS-CoV-2-mRNA-Impfstoffs ausgeschlossen, sodass
die Analyse in diesem Patientenkollektiv essenziell war.

Zu Beginn unserer prospektiven Studie gab es nur wenige homogene Daten, die sich
ausschlieBlich auf allogen transplantierte Patienten konzentrierten, oft waren es
gemischte Patientenkollektive nach autologer und allogener
Blutstammzelltransplantation. Mit dem Ziel, die humorale Immunantwort in dieser
hochgefahrdeten Untergruppe zu untersuchen, haben wir Daten von 88 Patienten
nach alloHSZT gesammelt. Es wurden alle Patienten mit dem mRNA-Impfstoff
BNT162b2 geimpft, da es bei anderen Impfstoffen zu thrombotischen Ereignissen

gekommen war und besondere Empfehlungen zur Impfstoffsicherheit ausgesprochen
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wurden [42, 43]. Des Weiteren wurde beschrieben, dass BNT162b2 mit der hochsten
Effektivitat einer symptomatischen SARS-CoV-2-Infektion vorbeugt [44].

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war die Analyse pradiktiver Faktoren fur eine
erfolgreiche humorale Immunantwort nach zweifacher Impfung mit dem mRNA-
Impfstoff BNT162b2, gemessen an der Hohe des Anti-SARS-CoV-2-S1-1gG-Titers und
des Neutralisationstiters. Im Rahmen des Pandemiegeschehens war unklar, inwiefern
eine effektive Immunisierung in dieser vulnerablen Patientengruppe Uberhaupt
moglich ist, da zum einen eine verzogerte Immunrekonstitution nach alloHSZT und
zum anderen ein schlechteres Impfansprechen Herausforderungen in diesem
Patientenkollektiv  darstellten. Daher intendierten  wir, Patienten- und
Transplantationsfaktoren herauszufiltern, die einen glnstigen Impfzeitpunkt von
Patienten nach alloHSZT vorhersagen und zu formulieren, wovon ein Impferfolg in
dieser vulnerablen Gruppe abhangig ist. Der Fokus wurde dabei auch auf Patienten
gerichtet, die frih (< 365 Tage) nach alloHSZT geimpft wurden, da insbesondere diese
Subpopulation hochgefahrdet ist.

Auch war es wichtig zu differenzieren, in welchen Faktoren sich high-responder von
non-/low-respondern unterscheiden. Die ldentifikation der non-/low-responder war
zudem essenziell, um praemptiv passive Immunisierungsstrategien in Betracht zu

ziehen.

Durch zweimalige Messung der Antikorpertiter war es moglich, Aussagen uber die
Antikorperpersistenz zu machen und zugleich die Notwendigkeit einer Boosterung zu
diskutieren, da weder zum Impferfolg von Patienten nach alloHSZT noch zur
Notwendigkeit der Auffrischimpfung Daten existierten. Dies war auch wichtig, um den
Patienten unseres Zentrums faktenbasierte Aussagen und Empfehlungen

entgegenbringen zu kdnnen.

Zuletzt erfolgte ein Vergleich des Patientenkollektivs mit einem gesunden Kollektiv, um
die Titernbhe anhand einer Referenz besser einordnen zu konnen sowie

Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu analysieren.
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2 Material und Methoden
2.1 Patientenkohorte

Insgesamt wurden 88 Patienten nach alloHSZT mit einem medianen Patientenalter
von 60 Jahren (Spannweite 23-79) in die Studie eingeschlossen (Tabelle 1). Alle
Patienten hatten zuvor im Marz und April des Jahres 2021 zwei BNT162b2 mRNA-
Impfstoffdosen erhalten. Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden mehrere
Blutproben von Patienten entnommen, die zuvor gegen das SARS-CoV-2-Virus
geimpft worden waren. Die Impfung selbst erfolgte aul3erhalb der Studie. Die ersten
Blutproben wurden am 07.06.2021, 08.06.2021 und 10.06.2021 entnommen. Die
zweite Blutabnahme erfolgte hauptsachlich am 02.09.2021 und am 03.09.2021 sowie
vom 06.09.2021 bis einschlieBlich 08.09.2021. Unter den Patienten waren 35 weiblich
(40 %), der groRere Anteil war mannlich. Gut ein Viertel der Patienten (27 %) erhielt
die Grundimmunisierung gegen SARS-CoV-2 innerhalb des ersten Jahres nach der
Transplantation. Das mediane Zeitintervall zwischen alloHSZT und erster Impfung
betrug 707 Tage (Spannweite 103-7673). Der Abstand zwischen beiden Impfungen lag
im Median bei 28 Tagen (Spannweite 12-57), der Abstand zwischen zweiter Impfung
und erster Blutabnahme bei im Median 41 Tagen (Spannweite 13-76) und zwischen
zweiter Impfung und zweiter Blutabnahme bei im Median 133 Tagen (Spannweite 106-
157). Zwischen beiden Blutabnahmen lagen im Median 91 Tage (Spannweite 84-95)
(Abb. 3).

Die haufigste, der alloHSZT zugrundeliegende Erkrankung, war die akute myeloische
Leukamie (50 %), gefolgt vom Myelodysplastischen Syndrom (16 %) und den
Myeloproliferativen Neoplasien (11 %). Jeweils 8 % der Patienten litten zuvor an einer
akuten lymphatischen Leukadmie oder einem Non-Hodgkin-Lymphom/ Hodgkin-
Lymphom und 7 % hatten andere, nicht naher bezeichnete, hamatologische

Grunderkrankungen.

Ein Mismatch in der HLA-Kompatibilitat lag bei 12 Patienten (14 %) vor, die detaillierte
Verteilung der Spendertypen lautet wie folgt: 67 % der Patienten hatten einen Matched
Unrelated Donor (MUD = HLA-identische Fremdspende), 21 % hatten einen Matched
Related Donor (MRD = HLA-identische Familienspende), 7 % hatten einen
Mismatched Unrelated Donor (MMUD = Fremdspende, die nicht HLA-identisch ist) und
6 % hatten einen Mismatched Related Donor (MMRD = Familienspende, die nicht
HLA-identisch ist).
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Insgesamt hatten 31 Patienten (35 %) aus dem Patientenkollektiv eine chronische
GvHD. Immunsuppressiva nahmen 32 % der Patienten ein (Abb. 2). Wahrend der
Impfung hatten 5 % der Patienten nachweislich eine Aktivitat ihrer Grunderkrankung
und befanden sich somit nicht in Remission und 2 % der Patienten erhielten dafur eine

chemotherapeutische Behandlung.

Ausscheidungsgrinde zum zweiten Messzeitpunkt innerhalb der Studie waren eine
zwischenzeitliche Infektion mit SARS-CoV-2, die Verhinderung durch Urlaub oder
einen zu langen Anfahrtsweg, ein Krankenhausaufenthalt durch andere
infektiologische Komplikationen oder ein Zweitmalignom sowie der zwischenzeitlich

eingetretene Tod durch ein Rezidiv der Grunderkrankung.

Tabelle 1: Ubersicht der Patientencharakteristika

Patientencharakteristika n (%)

Alter 60 (Median, Spannweite 23-79)
Geschlecht 35 (40 %) weiblich, 53 (60 %) mannlich
Grunderkrankung 44 (50 %) AML, 14 (16 %) MDS, 10

(11 %) MPN, 7 (8 %) ALL, 7 (8 %)
NHL/HL, 6 (7 %) Andere

Spendertyp 59 (67 %) MUD, 18 (21 %) MRD, 6
(7 %) MMUD, 5 (6 %) MMRD

Aktive Grunderkrankung 4 (5 %)

Chemotherapie 2 (2 %)

Immunsuppressiva 28 (32 %)

Chronische GvHD 31 (35 %)

n: absolute Patientenzahlen; %: Prozentualer Anteil der Patienten; AML = Akute myeloische Leukamie,
ALL = Akute lymphatische Leukdmie, MDS = Myelodysplastisches Syndrom, MPN = Myeloproliferative
Neoplasien, NHL/HL = Non-Hodgkin-Lymphom/Hodgkin-Lymphom; MUD = Matched Unrelated Donor,
MRD = Matched Related Donor, MMUD = Mismatched Unrelated Donor, MMRD = Mismatched Related
Donor; GvHD = Graft versus Host disease
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Abb. 2: Verteilung der Immunsuppressiva innerhalb der Patientenkohorte

Wahrend der Grundimmunisierung erhielten 28 Patienten (32 %) eine immunsuppressive Therapie. Der
groflte Teil (18 %) fiel darunter auf die Einnahme von Calcineurininhibitoren (Advagraf, Prograf), gefolgt
von der Einnahme von Ruxaolitinib (8 %) und Prednison >10mg/Tag (6 %). Nur ein geringer Anteil der
Patienten (3 %) wurde mit mTOR-Inhibitoren (Sirolimus, Everolimus) behandelt oder anderen, nicht
naher bezeichneten Immunsuppressiva (6 %).

Einschlusskriterien

Um in die Studie eingeschlossen zu werden, war ein Alter Uber 18 Jahre, eine
stattgehabte alloHSZT aufgrund einer hamatoonkologischen Grunderkrankung, eine
abgeschlossene SARS-CoV-2-Impfung innerhalb der letzten drei Monate und ein
Intervall zur letzten SARS-CoV-2-Impfung von mehr als 14 und weniger als 120 Tagen

die Voraussetzung.

Ausschlusskriterien

Ausschlusskriterien waren ein Abstand zur letzten Impfung von weniger als 14 Tagen
bei der ersten Messung, ein Abstand zur letzten Impfung von mehr als 120 Tagen,
eine nach technischen Angaben nicht abgeschlossene Impfung, eine passive
intravendse Therapie mit humanen Immunglobulinen innerhalb der letzten vier
Wochen, eine hochgradige Immunsuppression mit mehr als 1 mg/kg KG Prednison pro
Tag, eine fruhere oder zwischenzeitliche Infektion und eine fehlende schriftliche

Einverstandniserklarung.
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2.2 Projektibersicht/ Zeitplan

28 Tage (12-57) 91 Tage (84-95)
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|

133 Tage (106-157)

Abb. 3: Zeitintervalle, angegeben in Median und (Spannweite)

Der mediane Zeitabstand zwischen alloHSZT und erster Impfung (BNT162b2 #1) betrug 707 Tage (103-
7673). Zwischen den beiden Impfungen lagen im Median 28 Tage (12-57). Das Intervall zwischen der
zweiten Impfung (BNT162b2 #2) und der ersten Blutabnahme (Blutabnahme #1) betrug 41 Tage (13-
76). Zwischen den beiden Blutabnahmen lagen im Median 91 Tage (84-95) und zwischen der zweiten
Impfung und der zweiten Blutabnahme (Blutabnahme #2) im Median 133 Tage (106-157). M1: Messung
1, M2: Messung 2; n: Anzahl der teilnehmenden Patienten zum jeweiligen Messzeitpunkt

2.3 Messparameter

Die Erhebung Kklinischer Daten wie der Grunderkrankung, das Datum der
Transplantation, die Einnahme von Immunsuppressiva, den Status der aktiven
Erkrankung oder das Vorliegen einer GvHD erfolgte aus den Krankenakten. Zudem
fillten die Patienten einen Fragebogen (siehe Anhang) aus mit dem Datum der
jeweiligen Impfungen und moglichen Impfreaktionen wie Schmerzen an der
Einstichstelle, Kopf- und Gliederschmerzen, Fieber, Schuittelfrost, Mudigkeit,

Schwache und sonstigen Beschwerden.

In allen Serumproben wurde die impfinduzierte humorale Immunantwort durch das
Messen der Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG und der Neutralisationstiter Uberpruft. Des
Weiteren konnten Patienten mit durchgemachter SARS-CoV-2-Infektion durch das

Messen der Nukleokapsidantikorper detektiert und ausgeschlossen werden.
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AulRerdem bestimmten wir aus dem Blut der Patienten den peripheren T- und B-
Zellstatus. Dazu gehorte die Gesamt-T-Zellzahl (CD3+), die Anzahl der T-Helferzellen
(CD3+CD4+), die Anzahl der zytotoxischen T-Zellen (CD3+CD8+), die Anzahl der NK-
Zellen (CD16+CD56+) und die Anzahl der B-Lymphozyten (CD19+). Die quantitativen

Immunglobuline A, G und M wurden ebenfalls mit einem ELISA (Roche) differenziert.

2.4 Gesundes Vergleichskollektiv

Das Institut fur Virologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf untersuchte eine
gesunde Kontrollgruppe auf impfinduzierte SARS-CoV-2-S 1-spezifische-lgG-Titer und
neutralisierende SARS-CoV-2-Antikbrper zwischen den beiden Impfstoffdosen
(BNT162b2), siebzehn Tage nach der zweiten Impfung und etwa ein halbes Jahr nach
der zweiten Impfung, um die Titerhdhe im Zeitverlauf zu beobachten. Die erste
Blutprobe wurde am 15. Januar 2021, die zweite Blutprobe am 5. Februar 2021 und
die dritte Blutprobe am 29. Juli 2021 entnommen. Alle zuvor infizierten Patienten
konnten durch die Messung des Nukleokapsid-Antikorpers detektiert und
ausgeschlossen werden. Um das Kollektiv mit unseren Patienten und den
Messzeitpunkten adaquat zu vergleichen, fokussierten wir uns auf die Untersuchung
der zweiten und dritten Blutabnahme. Die Analyse umfasste v.a. altersbedingte
Unterschiede in der Immunantwort durch Differenzierung in eine junge (< 60 Jahre)
und altere (= 80 Jahre) Kohorte sowie Gemeinsamkeiten und Unterschiede im
Vergleich zu Patienten nach alloHSZT [45, 46].

Die Kontrollgruppe bestand aus insgesamt 112 gesunden Teilnehmern, wovon 47 %
60 Jahre alt oder junger waren und 53 % 80 Jahre alt oder alter waren. Insgesamt 81
Personen (72 %) des Vergleichskollektivs waren weiblich. Das Alter lag in dieser

Kohorte bei einem Median von 80 Jahren (Spannweite 19-100).

2.5 Ethikvotum und Einverstandniserklarung

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf genehmigt  (Studiennummer 2021-1515 des
Patientenkollektivs und 2021-1287 des Vergleichkollektivs).

Alle Patienten haben nach ausfuhrlicher Aufklarung schriftlich zur Teilnahme an der
Studie eingewilligt (siehe Anhang). Sie wurden aufgeklart uber die Blutabnahme (je
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15 ml Blut pro Messzeitpunkt) als invasive MaRnahme und die damit verbundenen
mdglichen Gefahren, wie einem Hamatom, einer Infektion oder, in seltenen Fallen,
einer Nervenlasion. Die Patienten konnten zusatzlich entscheiden, ob sie Uber das
Ergebnis informiert werden mochten. Dabei wurden sie ausdrucklich darauf
hingewiesen, dass es noch keine Information zu einem Titer-Grenzwert gab, ab dem
ein effektiver Immunschutz gegen SARS-CoV-2 vorliegt. Des Weiteren erfolgte eine
Aufklarung Uber den Datenschutz und die pseudonymisierte Datenanalyse. Die
Verarbeitung der Daten erfolgte nach den gesetzlichen Bestimmungen und setzte
gemal Artikel 6 Abs.1 S.1 lit. a, 9 Abs. 2 lit. a der Datenschutz-Grundverordnung
(DSGVO) eine unterschriebene Einwilligungserklarung voraus. Im Rahmen der
Untersuchung wurden die Vorgaben der Berufsordnung und der revidierten

Deklaration von Helsinki bertcksichtigt.

2.6 Messmethoden

Sowohl im Patientenkollektiv als auch im gesunden Kontrollkollektiv wendeten wir
dieselben Messmethoden an. Mithilfe des ,Euroimmun Anti-SARS-CoV-2-QuantiVac-
Enzymimmunoassay“ wurde der SARS-CoV-2-S1-lgG-Antikdrpertiter gemessen. Dies
ist ein quantitativer ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay), der die
Antikdrperkonzentration mittels 6-Punkt-Kalibrierungskurve bestimmt, basierend auf
dem ,Euroimmun Analyzer |-2P-System”, gemafl den Anweisungen des Herstellers.
Er gibt die AntikOrperkonzentration als standardisierte Einheit in BAU/ml (Binding
Antibody Units) wieder. Titer unterhalb eines cutoff von 25,6 BAU/ml galten dabei als
negativ, Titer grofer 35,2 BAU/ml als positiv und Ergebnisse dazwischen wurden als
unsicher gewertet. Fur unverdunnte Proben lag die untere Nachweisgrenze bei
< 3,2 BAU/ml und die obere Nachweisgrenze bei > 384 BAU/ml. Es erfolgte eine 1:10
oder 1:100 Verdinnung in einem IgG-Probenpuffer flir Proben oberhalb der
Nachweisgrenze.

Der ,SARS-CoV-2-IgG-Chemilumineszenz-Mikropartikel-lmmunoassay“ (CMIA) von
Abbott wurde auf einem ARCHITECT i2000 SR durchgefihrt, um IgG-Antikdrper
gegen das Nukleokapsid zu messen, die eine friihere Exposition gegenliber dem Virus
anzeigen. Der berechnete Index (S/C) resultiert aus dem Verhaltnis zwischen der
chemilumineszenten relativen Lichteinheit (RLU = relative light unit) und dem

Kalibrator. Die resultierende Chemilumineszenzreaktion wird folglich als relative
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Lichteinheit gemessen. Dabei wurde ein Index (S/C) < 1,4 als negativ und ein Index
= 1,4 als positiv gewertet [45].

Um den SARS-CoV-2-Neutralisationstiter der Patientenproben zu bestimmen, wurde
ein serieller Verdinnungsendpunkt-Neutralisationstest mit dem infektiosen SARS-
CoV-2-Isolat NRW-42 (EPI_ISL_425126) in einem Labor der Sicherheitsstufe S3
durchgefuhrt. Im Vergleich zur Wuhan-Hu1-Referenzsequenz besteht hier ein
Einzelnukleotidaustausch in  den Spike-ORF (open reading frames). Die
Adenosin>Guanin-Mutation befindet sich an der Nukleotidposition 23.403, welche die
S1-Domane, aber nicht die Rezeptor-bindende-Domane umfasst. Zunachst wurden
die seriellen Verdinnungen der Serumproben durch Warme (56°C, 30 Minuten)
inaktiviert und anschliel3end in zellfreien Platten mit 100 Gewebekulturen (50 Einheiten
SARS-CoV-2) fur eine Stunde bei 37°C vorinkubiert. Danach erfolgte die Hinzugabe
von 100 pl der Zellsuspension mit 7x10%4/ml Viruszellen (ATTC-CCL-81).
Anschlief3end fand eine Bebritung der Platten bei 37°C und 5 % CO2 fur 4 Tage statt.
Danach erfolgte die mikroskopische Diagnostik auf Virus-induzierte zytopathische
Effekte. Es erfolgte eine Bestimmung der Neutralisationstiter als hochste
Serumverdunnung ohne sichtbaren zytopathischen Effekt, wobei der Kehrwert der

Serumverdinnung den Neutralisationstiter widerspiegelt [45, 47].

Das Patientenkollektiv stammte aus dem Uniklinikum Dusseldorf (74 Patienten) und
dem Uniklinikum Aachen (14 Patienten). Das Institut flr Virologie Aachen verwendete
den ,LIASION SARS-CoV-2 S1/S82-IgG Test* von DiaSorin zur Messung des
Antikorpertiters, der in der Einheit AU/ml (antibody units/ml) angegeben wird. Wir
Ubersetzten die Einheit in die Standardeinheit der WHO "BAU/mI" mit einem
angepassten Umrechnungsfaktor (2,6), um die Ergebnisse zusammenzufligen. Dies
ist ein Chemilumineszenz-Immunoassay (CLIA). Zuerst erfolgt eine Beschichtung von
Magnetpartikeln mit S1/S2-Antigenen. Monoklonale Antikérper von Mausen gegen
humanes IgG werden mit einem Isoluminol-Derivat konjugiert. Wahrend der Inkubation
bindet somit in Serumproben vorhandenes Anti-SARS-CoV-2-S1/S2-IgG an die
Antigene. Im Rahmen einer zweiten Inkubation verbindet sich das Antikrperkonjugat
mit dem gebundenen Anti-SARS-CoV-2-IgG. Durch die Hinzugabe von Reagenzien
wird eine Chemilumineszenzreaktion ausgeldst. Mittels Photomultiplier wird das
Lichtsignal, das der Menge an Isoluminol-Antikdrper-Konjugat entspricht, als relative
Lichteinheit gemessen. Proben mit einem Antikorpertiter < 15 AU/ml wurden als

negativ und = 15 AU/ml als positiv gewertet [47, 48].
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Zusammenfassend erfolgte die Messung der drei folgenden Endpunkte:

1. Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG in BAU/ml (positiv ab 35,2).

2. SARS-CoV-2-Nukleokapsid-spezifische Antikorper, um eine natirliche Infektion
zuvor auszuschlief3en.

3. Neutralisierende Antikorper gegen SARS-CoV-2-S1.

2.7 Studienart, Datenverarbeitung und Statistische Analyse

Dies ist eine prospektive nicht-interventionelle klinische Beobachtungsstudie. Die
Daten wurden aus Patientenakten und dem Krankenhausinformationssystem Medico
(CompuGroup Medical SE& Co. KGaA, Koblenz) sowie dem klinikinternen KMT-
Manager gewonnen und mit dem Softwareprogramm Microsoft Excel flir Microsoft 365
MSO (Version 2303 Build 16.0.16227.20202) dokumentiert. Einige Abbildungen
wurden mit dem Softwareprogramm Microsoft PowerPoint fur Microsoft 365 MSO
(Version 2402 Build 16.0.17328.20124) erstellt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm ,SPSS*" in der Version 27.
Mittels Shapiro-Wilk-Test wurde die Prufung der Variablen auf Normalverteilung
durchgefuhrt. Da alle Variablen nicht normalverteilt waren, wurde die Analyse der
nicht-parametrischen Variablen und der dichotomen nominalskalierten Variablen mit
dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt. Nominalskalierte Variablen, die nicht dichotom
sind und somit mehrere Unterkategorien aufweisen wurden mithilfe des Kruskal-Wallis
Test ausgewertet. Bei konstitutiven Stichproben mit Fallzahlen tber 30 wurde hier
stetig die asymptotische Signifikanz angegeben und anschlieRend ein paarweiser
Vergleich mittels Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt. Als post hoc-Test erfolgte eine
Bonferroni-Korrektur. Um die Effektstarke nach Durchfihrung eines signifikanten
Kruskal-Wallis- oder Mann-Whitney-U-Test angeben zu konnen, wurde der Betrag von
r = z/\n berechnet, wobei z die Standardteststatistik darstellt und n die Anzahl der

Personen im Paarvergleich.

Die Korrelationen wurden bei nicht-normalverteilten Daten durch den Spearman’s rank
Korrelationskoeffizienten Uberpruft. Um Vergleiche zwischen den Ergebnissen der

ersten und zweiten Blutabnahme zu ziehen, erfolgte die Auswertung mittels Wilcoxon
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Matched Pair Test. Gruppenvergleiche wurden mit dem Chi-Quadrat-Test gezogen

und post hoc durch die Bonferroni-Korrektur angepasst.

Da Antikorpertiter < 3,2 in SPSS nicht angegeben werden konnen, muss der Wert
statistisch korrekt als fehlend angegeben werden oder es kann in etwa die Halfte des
letztmessbaren Wertes angegeben werden, um eine Auswertung vorzunehmen. Die

untere Grenze wurde bei 1,5 festgelegt.

Das Signifikanzniveau wurde bei einem p-Wert unter oder gleich 0,05 definiert. Die
Annahme entspricht dem statistischen Standard. Die angegebenen p-Werte sind

zweiseitig getestet.
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3 Ergebnisse

3.1 Resultate der ersten Blutabnahme — 3 Monate nach der zweiten Impfung
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Abb. 4: Ubersicht iiber die Verteilung der Anti-SARS-CoV-2-S1-IlgG- und der Neutralisationstiter
im Rahmen der ersten Analyse

Dargestellt sind die Verteilungen der Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer (A) und der Neutralisationstiter (B)
von 88 Patienten in Form von Boxplots etwa drei Monate nach der zweiten Impfung. Zudem ist ein
Streudiagramm (C) aufgeflihrt, das die positive Korrelation zwischen dem Anti-SARS-CoV-2-S1-I1gG-
und Neutralisationstiter verdeutlicht.

Der Median des Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG lag in der ersten Messung bei 892 BAU/ml
(Spannweite 1,5-12934). Dieser korrelierte stark positiv und signifikant mit dem
Neutralisationstiter, der im Median bei 1:80 (Spannweite 0-1280) lag (r = 0,908,
p < 0,001). Je groRer der Zeitabstand zwischen alloHSZT und erster Impfung, desto
signifikant hohere Titer wurden gemessen (r = 0,51, p < 0,001). Hingegen gab es

keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Zeitabstand beider Impfungen
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und der Titerhoéhe (r = -0,191, p = 0,075) sowie dem Zeitabstand zwischen zweiter
Impfung und erster Blutabnahme und der Titerhdhe (r = 0,058, p = 0,594).

Die Gesamtleukozytenzahl zeigte einen schwachen signifikant positiven Effekt auf die
Titerhohe (r = 0,242, p = 0,023). Unter den Leukozyten dominierte die T-Helferzellzahl
mit dem groéflten signifikanten Einfluss auf den Anti-SARS-CoV-2-S1-1gG-Titer
(r=10,61, p <0,001), gefolgt von der Anzahl der Lymphozyten (r = 0,46, p < 0,001) und
der Anzahl der T-Zellen insgesamt (r = 0,42, p < 0,001). Die NK-Zellzahl (r = 0,35,
p < 0,001) sowie die Hohe der B-Zellen (r = 0,44, p < 0,001) hatten einen moderaten
signifikanten Einfluss auf die Antikérperbildung. Unter den Leukozyten zeigten lediglich
die zytotoxischen T-Zellen keinen signifikanten Einfluss (r = 0,19, p = 0,079) auf die
humorale Immunantwort. Die Analyse der quantitativen Immunglobuline ergab einen
moderaten bis geringen signifikanten Einfluss auf die Titerhdhe (IgG r = 0,33,
p =0,001; IgAr=0,23, p=0,035; IgM r = 0,24, p = 0,025). Eine zusammenfassende
Ubersicht der Korrelationen zwischen dem Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer und den
einzelnen Messvariablen mit dem zugehodrigen Signifikanzniveau sind in Tabelle 2
aufgezeigt. Die Mediane der Zellzahlen und der Immunglobuline sind in Tabelle 3 zur

Ubersicht dargestellt.
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Tabelle 2: Korrelationen zwischen dem Anti-SARS-CoV-2-S71-IgG-Titer und den
metrischen Variablen

Variable Spearman’s rank Signifikanzniveau
Korrelationskoeffizient (p = 0,05)
(r)
T-Helferzellen 0,61 < 0,001
Zeitabstand zwischen 0,51 < 0,001
alloHSZT und erster
Impfung
Lymphozyten 0,46 < 0,001
B-Zellen 0,44 < 0,001
T-Zellen 0,42 < 0,001
NK-Zellen 0,35 < 0,001
Immunglobulin G 0,33 0,001
Immunglobulin M 0,24 0,025
Immunglobulin A 0,23 0,035
Leukozytenzanhl 0,242 0,023
Zytotoxische T-Zellen 0,19 0,079
Alter 0,033 0,762

Aulerdem beeinflusste die Grunderkrankung vor der alloHSZT tendenziell die
Antikérperspiegel (Kruskal-Wallis-H = 13,263 (,5%), p = 0,021). Die Analyse im
paarweisen Vergleich ergab signifikante Unterschiede zwischen Patienten mit AML
und MDS (Mann-Whitney-U = 189, z = -164, p = 0,03), zwischen AML und ALL (Mann-
Whitney-U = 74, z = -2,193, p = 0,028), zwischen MDS und NHL/HL (Mann-Whitney-
U=152z=-2537, p=0,011), zwischen MPN und NHL/HL (Mann-Whitney-U = 14,
z=-2,049, p = 0,04) und zwischen ALL und NHL/HL (Mann-Whitney-U =4, z =-2,619,
p = 0,009). Patienten mit AML als Vorerkrankung hatten einen signifikant niedrigeren
Titer im Median von 576 BAU/ml (Spannweite 1,5-6400) als Patienten mit MDS
(Median 1368 BAU/mI, Spannweite 13-8159). Patienten mit ALL hatten im Median
einen signifikant hoheren Titer von 1785 BAU/mI (Spannweite 431-12934) als
Patienten mit NHL/HL (Median 59 BAU/mI, Spannweite 1,5-1768). Patienten mit MPN
hatten einen medianen Titer von 1385 BAU/mI (Spannweite 54-6928) und damit eine
signifikant groRere humorale Immunantwort als Patienten mit NHL/HL. Patienten mit
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ALL (Median 1785 BAU/mI, Spannweite 431-12934) hatten einen signifikant héheren
Titer als Patienten mit AML (Median 576 BAU/mI, Spannweite 1,5-6400). Patienten mit
MDS (Median 1368 BAU/mI, Spannweite 13-8159) hatten einen signifikant hoheren
Titer als Patienten mit NHL/HL (Median 59 BAU/ml, Spannweite 1,5-1768). Nach der
post hoc Bonferroni-Korrektur im paarweisen Vergleich konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen nachgewiesen werden (die angepassten
Signifikanzen lagen bei p > 0,05). Die Gruppe der Patienten mit einer anderen, nicht
naher bezeichneten Grunderkrankung (Median 1135 BAU/mI, Spannweite 69-3675),
hatte keinen signifikanten Unterschied zu den ubrigen Grunderkrankungen in den
paarweisen Vergleichen. Der Spendertyp zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die
Titerhdhe (Kruskal-Wallis H = 1,487 (,3“), p = 0,685).
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Abb. 5: Die Anti-SARS-CoV-2-S1-lgG-Titerhéhe in Abhangigkeit von der Grunderkrankung

Auf der x-Achse sind die verschiedenen Grunderkrankungen vor alloHSZT aufgelistet, auf der y-Achse
die Titerhéhe. Dargestellt sind die Antikérpertiter der verschiedenen Subgruppen in Form von Boxplots.
Einzelne Falle sind Ausreiller (Kreis) oder Extremwerte (Stern). AML = Akute myeloische Leukamie;
MDS = Myelodysplastisches Syndrom; PV/OMF/CML = Polycythaemia vera/ Osteomyelofibrose/
Chronische myeloische Leukamie (als Myeloproliferative Neoplasien zusammengefasst). Analysis 1 =
Erster Messzeitpunkt.
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Tabelle 3: Peripherer Zellstatus und Quantitiat der Inmunglobuline

Zelltyp/ Inmunglobuline

Median (Spannweite)

Gesamt-Leukozytenzahl/pl

6100 (2300-76000)

Lymphozyten/pl 1676 (382-17404)
CD3+/pl 948 (149-10747)
CD3+CD4+/ul 334 (60-5528)
CD3+CD8+/ul 472 (59-4233)
CD16+56+/pl 320 (78-1990)
CD19+/pl 313 (2-5066)

IgA mg/dl 114 (5-547)

IgG mg/di 843 (203-1973)
IgM mg/dl 60 (5-282)

pl = Mikroliter; mg/dl = Milligramm pro Deziliter; CD3+-Zellen = Gesamt-T-Zellzahl; CD3+CD4+-Zellen
= T-Helferzellen; CD3+CD8+-Zellen = zytotoxische T-Zellen; CD16+56+-Zellen = NK-Zellen; IgA =
Immunglobulin A; IgG = Immunglobulin G; IgM = Immunglobulin M

Des Weiteren ist hervorzuheben, dass eine aktive Erkrankung einen signifikant
nachteiligen Effekt auf den Antikorpertiter hatte (Mann-Whitney-U = 50, z = -2,365,
p = 0,018). Somit war der Median des Titers bei Patienten mit aktiver Grunderkrankung
signifikant niedriger (Median 7 BAU/ml, Spannweite 1,5-583) verglichen mit Patienten,
die sich in kompletter Remission befanden (Median 1001 BAU/ml, Spannweite 1,5-
12934). Jedoch gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Patienten, die
eine Chemotherapie erhielten zu jenen, die nicht unter chemotherapeutischer
Behandlung standen (Kruskal-Wallis-H = 0,991 (,2%), p = 0,609) (Tabelle 4).

Unter den Immunsuppressiva hatte Ruxolitinib einen signifikant negativen Einfluss auf
die humorale Immunantwort der Patienten (Mann-Whitney-U = 152,5, z = -2,021,
p = 0,043). Demnach hatten Patienten, die Ruxolitinib zum Impfzeitpunkt einnahmen
signifikant niedrigere Titer (Median 306 BAU/ml, Spannweite 1,5-1297) als Patienten,
die dieses Immunsuppressivum nicht einnahmen (Median 998 BAU/ml, Spannweite
1,5-12934). Es gab keinen signifikanten Unterschied in der Antikorperbildung gegen
SARS-CoV-2-S1 hinsichtlich der Anwendung von Immunsuppressiva im Allgemeinen
(Mann-Whitney-U = 765,5, z = -0,668, p = 0,504) oder, differenzierter betrachtet,
hinsichtlich der Verwendung von Prednison > 10mg pro Tag (Mann-Whitney-U = 147,
5,z =-1,082, p = 0,279), Calcineurin-Inhibitoren (Mann-Whitney-U = 574, z = -0,022,
p = 0,983), mTOR-Inhibitoren (Mann-Whitney-U = 51, z = -1,76, p = 0,078) oder
anderen, nicht weiter spezifizierten Immunsuppressiva (Mann-Whitney-U = 187,
z =-0,370,p =0,712).
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Das Geschlecht (Mann-Whitney-U = 736, z = -1,633, p = 0,102), das Alter (r = 0,033,
p = 0,762), ein vorhandenes Mismatch im Transplantat (Mann-Whitney-U = 434, z = -
0,268, p = 0,789) oder das Vorliegen einer chronischen GvHD (Mann-Whitney-U =
854, z = -0,258, p = 0,797) hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Titerhdhe
(Tabelle 2 und 4).

Tabelle 4: Ubersicht der Zusammenhinge zwischen dem Anti-SARS-CoV-2-S1-1gG-
Titer und den nominal skalierten Variablen

Variable Signifikanzniveau (p < 0,05)
Aktive Erkrankung 0,018
Ruxolitinib 0,043
Chemotherapie 0,609
Prednison >10mg/Tag 0,279
Calcineurininhibitoren 0,983
MTOR-Inhibitoren 0,078
Andere Immunsuppressiva 0,712
Geschlecht 0,102
Chronische GvHD 0,797

Nach der ersten Impfung traten bei 49 Patienten von insgesamt 88 Patienten (56 %)
Impfreaktionen auf (Tabelle 5). Impfreaktionen im Allgemeinen hatten keinen
signifikanten Einfluss auf die Titerhdhe (Mann-Whitney-U = 782, z = -1,458, p = 0,145),
dies gilt auch fur Schmerzen an der Injektionsstelle (Mann-Whitney-U = 903, z = -
0,039, p = 0,969), Kopfschmerzen (Mann-Whitney-U = 156, z = -0,929, p = 0,353),
Gliederschmerzen (Mann-Whitney-U = 43, z = -1,204, p = 0,228), Fieber (Mann-
Whitney-U = 3, z = -1,595, p = 0,111), Schuttelfrost (Mann-Whitney-U = 3, z = -1,595,
p = 0,111), Schwache (Mann-Whitney-U = 156, z = -1,49, p = 0,136) und andere, nicht
naher bezeichnete Symptome (Mann-Whitney-U = 411,5, z = -1,215, p = 0,224).
Patienten mit dem Symptom Fatigue zeigten hingegen signifikant bessere
Impfantworten (Median 2851 BAU/mI, Spannweite 4-12934) verglichen mit Patienten,
die keine Fatigue nach der Impfung aufwiesen (Median 643 BAU/mI, Spannweite 1,5-
8159) (Mann-Whitney-U = 313, z = -3,071, p = 0,002).
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Tabelle 5: Haufigkeitsverteilung der angegebenen Symptome von insgesamt 49
symptomatischen Patienten nach der ersten Impfung

Symptome nach der ersten Impfung n (%) von jeweils 49
symptomatischen Patienten

Schmerzen an der Einstichstelle 33 (67 %)

Kopfschmerzen 5 (10 %)

Gliederschmerzen 2 (4 %)

Fieber 1(2 %)

Schattelfrost 1(2 %)

Fatigue 17 (35 %)

Schwache 6 (12 %)

Andere Symptome 14 (29 %)

n = absolute Anzahl der Patienten, die das Symptom angegeben haben von 49 symptomatischen
Patienten; % = prozentualer Anteil, wie haufig das Symptom von insgesamt 49 Patienten mit
Impfreaktionen angegeben wurde; Fatigue = stark ausgepragte Mudigkeit

Nach der zweiten Impfung traten bei 46 Patienten von insgesamt 88 Patienten (52 %)
Impfreaktionen auf (Tabelle 6). Analog zu den Impfreaktionen nach der ersten
Impfung, hatten Impfreaktionen im Allgemeinen (Mann-Whitney-U = 778, z = -1,571,
p = 0,116) und, differenziert betrachtet, Schmerzen an der Injektionsstelle (Mann-
Whitney-U = 810, z =-0,528, p = 0,597), Kopfschmerzen (Mann-Whitney-U = 127, z =
-0,822, p = 0,411), Gliederschmerzen (Mann-Whitney-U = 199,5, z = -0,144,
p = 0,885), Schwache (Mann-Whitney-U = 384, z = -1,218, p = 0,223) und andere
Symptome, die nicht naher bezeichnet sind (Mann-Whitney-U = 408,5, z = -0,189,
p = 0,85) keinen signifikanten Einfluss auf die Titerhohe. Aufgetretenes Fieber oder
Schuttelfrost wurden nach der zweiten Impfung verneint. Wie bereits bei der ersten
Messung festgestellt, war Fatigue das einzige Symptom, das signifikante Unterschiede
in der Titerhdhe erkennen lie® (Mann-Whitney-U = 401, z = -3,292, p < 0,001).
Patienten, die nach der zweiten Impfung ausgepragte Mudigkeit empfanden, hatten
einen signifikant hoheren Titer (Median 1785 BAU/mI, Spannweite 4-12934) im
Vergleich zu Patienten ohne Fatigue (Median 583 BAU/ml, Spannweite 1,5-8159).
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Tabelle 6: Haufigkeitsverteilung der angegebenen Symptome von insgesamt 46
symptomatischen Patienten nach der zweiten Impfung

Symptome nach der zweiten Impfung | n (%) von jeweils 46
symptomatischen Patienten

Schmerzen an der Einstichstelle 30 (65 %)

Kopfschmerzen 4 (9 %)

Gliederschmerzen 511 %)

Fieber 0

Schuttelfrost 0

Fatigue 23 (50 %)

Schwache 13 (28 %)

Andere Symptome 11 (22 %)

n = absolute Anzahl der Patienten, die das Symptom angegeben haben von 49 symptomatischen
Patienten; % = prozentualer Anteil, wie haufig das Symptom von insgesamt 49 Patienten mit
Impfreaktionen angegeben wurde; Fatigue = stark ausgepragte Mudigkeit

3.2 Resultate der zweiten Blutabnahme — 5 Monate nach der zweiten Impfung
und Titerabfall im Zeitverlauf

Nach etwa 5 Monaten nahmen noch insgesamt 66 Patienten an der Studie teil, dies

entsprach 75 % der initialen Kohorte. Analog zu der ersten Messung wurde erneut die

humorale Immunantwort gegen das SARS-CoV-2-S71-Antigen gemessen. Hierbei

betrug der Median des Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titers 335 BAU/mI (Spannweite 1,5-

3401) und der Median des Neutralisationstiters 1:20 (Spannweite 0-320).

Wie bereits in der ersten Messung detektiert, korrelierten der Anti-SARS-CoV-2-S1-
IgG-Titer und der Neutralisationstiter stark miteinander (r = 0,939, p < 0,001).

Im Median fiel der Titer zwischen beiden Messungen signifikant um 73 % (Spannweite
-95 % bis +40 %) ab (Z = -6,924, p < 0,001) (Abb. 6). Die Abnahme des Titers der
neutralisierenden Antikérper von 1:80 (Median, Spannweite 0-1280) auf 1:20 (Median,
Spannweite 0-320) war ebenfalls signifikant (Z = -5,813, p < 0,001), was einem
mittleren Abfall von 75 % im Median (Spannweite -100 % bis +1500 %) entsprach
(Abb.7).
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Abb. 6: Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titerabfall Giber im Median 91 Tage (Spannweite 84-95)

Dargestellt ist der Titerabfall Uber etwa 3 Monate hinweg. Auf der y-Achse ist die HOhe des
Antikorpertiters in BAU/ml angegeben, auf der x-Achse die beiden Messzeitpunkte. Die Titer der
Patienten sind in Form von Boxplots dargestellt. Die Ziffern oberhalb der Boxplots sind Ausreil3er (Kreis)
oder Extremwerte (Stern).
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Abb. 7: Abfall des Neutralisationstiters liber im Median 91 Tage (Spannweite 84-95)

Dargestellt ist der Abfall des Neutralisationstiters Gber ca. 3 Monate hinweg. Auf der y-Achse ist die
Hoéhe des Neutralisationstiters angegeben, auf der x-Achse die beiden Messzeitpunkte. Die Titer der
Patienten sind in Form von Boxplots dargestellt. Die Ziffern oberhalb der Boxplots sind Ausreil3er (Kreis)
oder Extremwerte (Stern).
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3.3 Insuffiziente Immunantwort der innerhalb eines Jahres nach alloHSZT
geimpften Patienten

Sowohl in der Gruppe der Patienten, die binnen eines Jahres nach alloHSZT geimpft

worden waren (Z = -2,366, p = 0,018) als auch in der Gruppe der Patienten, deren

Abstand zwischen alloHSZT und erster Impfung = 365 Tage betrug (Z = -6,538,

p < 0,001), gab es einen signifikanten Titerabfall.

Insgesamt wurden 24 Patienten (27 %) frihzeitig (< 365 Tage) nach alloHSZT geimpft.
Unter den frihzeitig Geimpften lag der Median des Antikdrpertiters der ersten Messung
bei 100 BAU/ml (Spannweite 1,5-1040), in der zweiten Messung betrug er 66 BAU/ml
(Spannweite 7-254). Dies entspricht einem Titerabfall von im Median -44,58 % (-77,45
bis -29,47). Im Median lag der Neutralisationstiter in der Gruppe der innerhalb eines
Jahres nach alloHSZT Geimpften bei 1:10 (Spannweite 0-40) zum ersten

Messzeitpunkt und bei 1:0 (Spannweite 0-20) zum zweiten Messzeitpunkt.

Basierend auf der Beobachtung, dass ab einem Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer-cutoff
von 200 BAU/ml ein Anstieg des Neutralisationstiters zu verzeichnen war, wurden Titer
unterhalb von 200 BAU/mI als insuffizient eingestuft. Bei Patienten mit einem
Antikorpertiter < 200 BAU/ml wurden keine neutralisierenden Antikdrper detektiert.
Zusammenfassend ergab die Analyse, dass die humorale Immunantwort von 63 % der
Patienten, die innerhalb des ersten Jahres nach alloHSZT eine Impfung erhielten,
insuffizient (< 200 BAU/ml) war, wahrend nur 14 % der Patienten, die zum Zeitpunkt
der Impfung = 365 Tage oder langer transplantiert waren, insuffiziente Titer hatten
(X2 (1) = 20,646, p < 0,001, Carmer-V = 0,484) (Abb. 8). Auch nach der Bonferroni-
Korrektur muss die Nullhypothese, dass Unabhangigkeit zwischen den Gruppen
besteht, verworfen werden, da signifikant mehr Patienten mit insuffizientem Titer in der
Gruppe der Patienten, die frihzeitig eine Impfung erhielten, vertreten waren und
umgekehrt mehr Patienten mit suffizientem Titer in der Gruppe vertreten waren, die zu
einem spateren Zeitpunkt geimpft wurde (p = 0,0000068). Das Alpha-Fehlerniveau

wurde gemal Bonferroni-Korrektur hierbei auf p = 0,0125 angepasst.
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Abb. 8: Vergleich der Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer zwischen Patienten mit friihzeitiger
Impfung nach alloHSZT (< 365 Tage) und Patienten, die =2 365 Tage nach alloHSZT die
Impfung erhielten

In der Gruppe der friihzeitig Geimpften hatten 63 % einen insuffizienten Impftiter (< 200 BAU/mI),
hingegen hatten nur 14 % einen insuffizienten Titer, die ein Jahr oder spater nach der Transplantation
geimpft worden waren. low responder = Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer < 200 BAU/ml, da ab diesem
cutoff ein simultaner Anstieg der neutralisierenden Antikdrper beobachtet wurde. High responder = Anti-
SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer = 200 BAU/m.

3.4 Low-/non-responder 2 365 Tage nach alloHSZT

Insgesamt 64 Patienten (73 % der Gesamtkohorte) bekamen die Grundimmunisierung
gegen SARS-CoV-2 365 Tage oder spater nach alloHSZT. Darunter befanden sich
neun Patienten (14 %), die sich als low- oder non-responder (Titer < 200 BAU/ml)
herausstellten (Median 9 BAU/mI, Spannweite 1,5-152). Der Fokus auf diesem
Patientenkollektiv sollte hervorbringen, in welchen Variablen sich die Patienten von
denjenigen mit héherem Impftiter unterscheiden. Unter den Patienten, die bessere
humorale Immunantworten zeigten, betrug der Antikorpertiter im Median 1721 BAU/ml
(Spannweite 330-12934). Der Unterschied in der Titerhdhe zwischen beiden Gruppen
war signifikant (p < 0,001) (Abb. 10).

Eine Ubersicht der statistisch signifikanten Variablen ist in Tabelle 7 aufgezeigt, aus
Abb. 9 geht die Effektstarke dieser hervor. Low- und non-responder unterschieden
sich signifikant in der CD3+CD4+-Zellzahl (Median 262/ul, Spannweite 60-747) im
Vergleich zu high respondern (Median 480/ul, Spannweite 96-5528) (Mann-Whitney-
U=120, z = -2,462, p = 0,014). Auch gab es einen signifikanten Unterschied in der
CD19+-Zellzahl, die im Median unter den low- und non-respondem 194/ul (Spannweite
7-477) betrug und unter den high respondern im Median bei 438/ul (Spanweite 13-
5066) (Mann-Whitney-U = 109, z = -2,675, p = 0,007) lag. Zudem gab es einen
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signifikanten Unterschied in der Anzahl der Gesamt-Lymphozytenzahl (Mann-
Whitney-U = 136, z = -2,153, p = 0,031). So lag die Lymphozytenzahl der low- und
non-responder im Median bei 1095/ul (Spannweite 490-4888) und die der high
responder im Median bei 1900/ul (Spannweite 571-17404). Die NK-Zellzahl war in der
Gruppe, die ein besseres Impfansprechen zeigte, hoher (Median 439/ul, Spannweite
99-1990) als in der Gruppe mit insuffizientem Titeranstieg (Median 223/ul, Spannweite
79-1070) (Mann-Whitney-U = 131, z = -2,250, p = 0,024).

Unter den quantitativen Immunglobulinen gab es einen signifikanten Unterschied
hinsichtlich des IgG, welches in der Gruppe der high responder mit einer besseren
Immunantwort einherging (Median 942 mg/d|, Spannweite 272-1973) als in der Gruppe
der low- und non-responder (Median 672 mg/dl, Spannweite 445-1044) (Mann-
Whitney-U = 144, z = -1,999, p = 0,046). Die H6he des IgA unterschied sich ebenfalls
signifikant bei Patienten mit besserem Impfansprechen (Median 131 mg/dl,
Spannweite 16-547) im Vergleich zu Patienten mit eingeschrankter Immunantwort
(Median 81 mg/dl, Spannweite 5-258) (Mann-Whitney-U = 1455, z = -1,970,
p = 0,049). Keinen signifikanten Einfluss auf die Titerhdhe hatte die Héhe des IgM
(Mann-Whitney-U = 148,5, z = -1,912, p = 0,056). Auch die zytotoxische T-Zellzahl
unterschied sich nicht signifikant in beiden Gruppen (Mann-Whitney-U = 220, z = -
0,531, p = 0,595).

Die Einnahme von Immunsuppressiva fuhrte zu keinem signifikanten Unterschied in
der Titerhdhe beider Gruppen (X? (1) = 0,141, p = 0,708, Cramer-V = 0,047).

Tabelle 7: Ubersicht der signifikanten Unterschiede zwischen low-/non-respondern
und high respondern

Variable Low-/non-responder | High responder Signifikanz-
Median (Spannweite) | Median (Spannweite) | niveau
(p =0,05)

T-Helferzellen 262/ul (60-747) 480/ul (96-5528) 0,014
B-Zellen 194/ul (7-477) 438/ul (13-5066) 0,007
Lymphozyten 1095/ul (490-4888) 1900/ul (571-17404) 0,031
Naturliche 223/ul (79-1070) 439/ul (99-1990) 0,024
Killerzellen

Immunglobulin G | 672 mg/dl (445-1044) | 942 mg/dl (272-1973) | 0,046
Immunglobulin A | 81 mg/dl (5-258) 131 mg/dl (16-547) 0,049

gl = Mikroliter, mg/dl = Milligramm/ Deziliter
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Abb. 9: Die Effektstarke der statistisch signifikanten Variablen

Effektstarke berechnet aus dem Betrag von r = z/\n; r > 0,1 = schwach, r > 0,3 = mittel, r > 0,5 = stark
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Abb. 10: Patienten 2 365 Tage nach alloHSZT mit insuffizienter Inmunantwort

Dargestellt sind die Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer (Boxplots) der low- und non-responder sowie der
high-responder (cutoff 200 BAU/ml), deren Zeitintervall zwischen alloHSZT und Impfung ein Jahr oder
mehr betrug. alloHSCT = allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. Kreise stellen Ausreil3er,
Sterne Extremwerte dar.
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3.5 Gesunde Kontroligruppe

Die Kontrollgruppe bestand aus 112 Personen, von denen 81 (72 %) weiblich waren.
Insgesamt setzte sich das Kollektiv aus 53 Personen (47 %), die 60 Jahre alt oder
junger waren und 59 Personen (53 %), die mindestens 80 Jahre alt waren, zusammen.
Das Alter, der Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer und der Neutralisationstiter unterlagen
keiner Normalverteilung (p < 0,001). Das Alter betrug im Median 80 Jahre (Spannweite
19-100). Patienten mit vorheriger SARS-CoV-2-Infektion wurden durch die
Bestimmung des Nukleokapsid-Antikorpers ausgeschlossen. Im Median betrug der
Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer siebzehn Tage nach der zweiten Impfung 1841
BAU/mI (Spannweite 18-32000), hingegen lag er ein halbes Jahr nach der zweiten
Impfung bei 125 BAU/mI (Spannweite 3,5-1800). Dies entsprach einem Titerabfall von
im Median 93 % (Spannweite -99 bis -29). Der Neutralisationstiter lag siebzehn Tage
nach der Impfung im Median bei 1:40 (Spannweite 0-2560), wahrend dieser ein halbes

Jahr spater auf 1:10 (Median, Spannweite 0-640) abgesunken war.

Im gesunden Vergleichskollektiv hatte das Alter einen signifikanten stark negativen
Effekt auf die Antikdrperhdhe nach der zweiten Impfung (r = -0,662, p < 0,001) und auf
die Bildung neutralisierender Antikérper (r = -0,618, p < 0,001). Die Einteilung der
Gesamtkohorte in zwei Subgruppen von Patienten = 80 Jahre und < 60 Jahre
erbrachte einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Altersgruppe und der
Hohe des Antikorpertiters (Mann-Whitney-U = 334, z = -7,107, p < 0,001). Dies trifft
auch auf die Altersgruppe und den Neutralisationstiter zu (Mann-Whitney-U = 419, z =
-6,793, p < 0,001). So zeigte die jungere Subpopulation einen hdheren Anti-SARS-
CoV-2-S1-IgG-Titer von im Median 2751 BAU/mI (Spannweite 838-32000) als die
altere  Subpopulation (Median 623 BAU/mI, Spannweite 18-16891). Der
Neutralisationstiter lag in der jingeren Kohorte im Median bei 1:160 (Spannweite 20-
2560), in der alteren Kohorte bei im Median 1:20 (Spannweite 0-320). Der Median des
Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titerabfalles betrug 93 % (Spannweite -99 % bis -75 %)
unter den jungen Geimpften und ebenso 93 % (Spannweite -98 % bis -29 %) unter den
alteren Geimpften. Sowohl der Titerabfall in der jungen (Z =-6,334, p < 0,001) als auch
in der alteren Kohorte war signifikant (Z = -0,6,680, p < 0,001).
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Tabelle 8: Ubersicht Vergleichskollektiv (n = 112)

Patientencharakteristika Median (Spannweite)
Alter 80 (19-100)
Geschlecht n =81 (72 %)* weiblich

Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG 17 Tage nach | 1841 BAU/mI (18-32.000)
der zweiten Impfung
Neutralisationstiter 17 Tage nach der 1:40 (0-2560)
zweiten Impfung
Anti-SARS-CoV-2-S1-1gG 6 Monate 125 BAU/mI (3,2-1800)
nach der zweiten Impfung
Neutralisationstiter 6 Monate nach der 1:10 (0-640)
zweiten Impfung
Anti-SARS-CoV-2-S1-1gG-Titerabfall -93 % (-99 bis -29)

zwischen beiden Messungen

*n = absolute Anzahl, % = prozentualer Anteil

3.6 Vergleich der Subpopulationen mit den Patienten nach alloHSZT

Etwa sechs Monate nach der zweiten Impfung war ein ahnlich niedriger Titer in der
Gruppe der Kontrollen, die 80 Jahre alt oder alter waren (Median 55 BAU/ml,
Spannweite 3-1111) wie in der Gruppe der Patienten, die innerhalb des ersten Jahres
nach alloHSZT eine Impfung erhielten (Median 66 BAU/mI, Spannweite 7-254), zu
verzeichnen. Der Anti-SARS-CoV-2-S1-1gG-Titer fiel bei den jungen Probanden aufim
Median 215 BAU/ml (Spannweite 77-1800) ab.

Der Vergleich der Titer ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den gesunden
Probanden, die alter als 80 Jahre und junger als 60 Jahre waren und den
transplantierten Patienten (Kruskal-Wallis-H = 53,952 (,2“), p < 0,001). Die paarweisen
Vergleiche der post hoc Bonferroni-Korrektur zeigten einen signifikanten Unterschied
der Titerhohe zwischen jungeren gesunden Kontrollen und gesunden alteren
Kontrollen (p < 0,001). Junge Probanden mit einem gut funktionierenden
Immunsystem erzielten eine suffizientere humorale Immunantwort (Median
2751 BAU/ml, Spannweite 838-32000) als altere Probanden (Median 623 BAU/ml,
Spannweite 18-16891). Diese signifikante Korrelation ging mit einer grofen
Effektstarke einher (r = 0,67). Die humorale Immunantwort unterschied sich signifikant
zwischen jungen gesunden Probanden und Patienten nach alloHSZT (p < 0,001).
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Junge Kontrollpersonen erreichten einen signifikant hoheren Anti-SARS-CoV-2-S1-
IgG-Titer (Median 2751 BAU/mI, Spannweite 838-32000) als Patienten nach alloHSZT
(Median 892 BAU/mI, Spannweite 1,5-12934). Auch diese signifikante Korrelation
zeigte eine groRe Effektstarke (r = 0,51). Gesunde altere Menschen mit einem
altersadaptiert schwachen Immunsystem und Patienten nach alloHSZT hatten keinen
signifikanten Unterschied in der Titerhéhe (p = 0,41) (Abb. 11).
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Abb. 11: Anti-SARS-CoV-2-S1-1gG-Titer der Kontrollgruppe und der Patienten nach alloHSZT im
Vergleich

Dargestellt sind die Titerhdhen der gesunden Probanden < 60 Jahre und = 80 Jahre (im Median 17 Tage
nach der zweiten Impfung) sowie der Patienten nach alloHSZT (im Median 41 Tage nach der zweiten
Impfung) in Form von Boxplots. Einige Falle (Fallnummern) sind Ausreil3er (Kreis) oder Extremwerte
(Stern). alloHSCT = allogeneic hematopoietic stem cell transplantation; Analysis 1 = Erste Messung der
Anti-SARS-CoV-2-S1-1gG-Titer nach zweifacher Impfung mit BNT162b2.
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4 Diskussion und Schlussfolgerung
41 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser klinischen Studie erfolgte die Messung der Impfantwort nach zweifacher
Impfung mit dem mRNA-Impfstoff BNT162b2 in einer Kohorte von 88 Patienten nach
alloHSZT. Anhand der Ergebnisse konnten wichtige Pradiktoren flr eine erfolgreiche
humorale Immunantwort analysiert werden. Dies ist von besonderer Bedeutung, da die
Vulnerabilitat des Kollektivs zum einen auf eine verzogerte Immunrekonstitution nach
alloHSZT in Abhangigkeit von Patienten- und Transplantationsfaktoren
zurlckzuflhren ist und zum anderen eine reduzierte humorale Immunantwort im

Vergleich zu einem gesunden Kollektiv beobachtet wurde.

Die Analyse zeigte, dass neben hoheren Zellzahlen, wie die Anzahl der T-Zellen, der
T-Helferzellen, der Gesamt-Lymphozyten, der B-Lymphozyten und der NK-Zellen,
auch der Abstand zur alloHSZT einen entscheidenden gunstigen Einfluss auf die
humorale Immunantwort hatte. Die HOhe der Immunglobuline G und A zum Zeitpunkt
der Impfung begunstigten einen hdheren Impftiter. IgA ist entscheidend fir die
Immunabwehr an Schleimhautbarrieren und daher auch bedeutend im
Respirationstrakt. Entscheidend ist zudem, dass mit der Hohe des Anti-SARS-CoV-2-
S1-1gG-Titers auch die Anzahl der neutralisierenden Antikorper stieg, die letztlich fur
den Schutz vor dem ACEZ2-abhangigen-Viruseintritt essenziell sind und mit der
Effektivitat eines durch Impfung erlangten Impfschutz korrelieren [49]. Die Einnahme
von Ruxolitinib oder eine aktive Erkrankung wahrend der Impfung beeinflussten die
Antikorperbildung gegen SARS-CoV-2 negativ. Das Alter, das Geschlecht, der
Spendertyp, ein Mismatch im Transplantat, das Vorliegen einer chronischen GvHD
und eine immunsuppressive Therapie mit anderen Immunsuppressiva als Ruxolitinib

hatten keinen signifikanten Einfluss auf den Antikorpertiter.

Schlussendlich leistet diese Arbeit wichtige Erkenntnisse zu einer Impfantwort nach
zweifacher SARS-CoV-2-Impfung von Patienten nach alloHSZT, mit dem Ziel,
Patienten- und Transplantations-assoziierte Faktoren fur eine erfolgreiche Impfung
hervorzuheben, Empfehlungen zur Boosterung zu diskutieren sowie die
Antikorperkinetik im Zeitverlauf zu beurteilen. Die Analyse in dieser vulnerablen
Population ist besonders wichtig im Hinblick auf die Reduktion schwerer oder letaler

Verlaufe.
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Wichtig ist, darauf hinzuweisen, dass die Analysen in unserem Patientenkollektiv im
Jahr 2022 erfolgten, als verschiedene VOC mit hoher Pathogenitat und Mortalitat
zirkulierten. Auf diesen Zeitraum beziehen sich demnach angegebene
Mortalitatsraten. Diese haben sich aufgrund der Virusevolution, der mittlerweile
geimpften und/oder genesenen Bevolkerung und verschiedener Therapieregime

deutlich verandert.

4.2 Einflussfaktoren auf die humorale Immunantwort
4.21 Lymphopenie und Intervall zwischen Impfung und alloHSZT

Pagano et al. beschrieben den Tod von 688 Patienten mit hamatoonkologischer
Grunderkrankung aufgrund einer Covid-19-Infektion (entspricht 58,1 % der Kohorte)
und zogen zugleich einen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Mortalitatsrate
(40,7 % vs. 24,8 %) zwischen der ersten SARS-CoV-2-Welle (Marz-Mai 2020) und der
zweiten SARS-CoV-2-Welle (Oktober-Dezember 2020). Der Unterschied wird u.a. auf
praventive Malinahmen, auch die Impfung miteinbeziehend, zurickgefuhrt. In der
Multivariatanalyse wird ein hohes Alter, aktive Grunderkrankung, Kardiomyopathie,
Niereninsuffizenz, Lebererkrankungen, ein Intensivaufenthalt sowie die AML als
hamatologische Grunderkrankung als eine hohere Mortalitatsrate beglnstigend
eingestuft [50]. Schaffrath et al. publizierten im Jahr 2022 ebenfalls ein erhdhtes
Sterberisiko nach einer Covid-19-Infektion bei Patienten nach alloHSZT im Vergleich
zur Normalbevédlkerung. Dabei werden Risikofaktoren wie ein héheres Alter, eine frihe

Infektion nach der Transplantation und aktive Immunsuppression hervorgehoben [51].

Vor diesem Hintergrund gab es im Rahmen des Pandemiegeschehens zunehmend
Studien, die Pradiktoren eines hohen oder niedrigen Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titers
bei immunsupprimierten Patienten nach alloHSZT analysierten. Eine frihe Erkenntnis
war z.B., dass eine Lymphopenie, das Vorliegen einer aktiven GvHD und ein geringer
Zeitabstand zwischen alloHSZT und Impfung mit einer unzureichenden humoralen
Immunantwort assoziiert waren [52, 53]. Insbesondere der Zeitabstand zwischen
Impfung und alloHSZT wird in mehreren wissenschaftlichen Arbeiten hervorgehoben
[7, 54]. Redjoul et al. beschrieben Titerantworten von 78 % nach der
Grundimmunisierung von 88 Patienten nach alloHSZT. Die Titerhdhe korrelierte auch

hier positiv mit dem Abstand der alloHSZT zur Impfung und der Lymphozytenzahl [55].
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Im Vergleich werden bei gesunden Kontrollpersonen (n = 205) nach zweifacher

Impfung mit BNT162b2 Serokonversionsraten von 100 % beschrieben [56].

Auch die Behandlung mit einem B-Zell-depletierenden Antikorper wie Rituximab bis zu
einem Jahr vor der Impfung flhrt nach Canti et al. zu niedrigeren
Serokonversionsraten [53]. Dies unterstreicht wiederum die Relevanz einer
ausreichenden B-Zellzahl zum Impfzeitpunkt. Es wird die Lymphopenie als wichtigster
limitierender Faktor einer suffizienten humoralen Immunantwort genannt und ein cutoff
von < 0,5 x 10%ml definiert [52]. Patienten, die an einer akuten GvHD litten, aber
zeitgleich > 1 x 10%ml Lymphozyten hatten, wiesen Serokonversionsraten von 80 %
auf [52].

In der vorliegenden Arbeit differenzierten wir zusatzlich in die Sublinien der
Immunzellen und fokussierten nicht nur auf die Lymphozytenzahl allgemein als
positiven Pradiktor fur einen Impferfolg. Dies trug zu wichtigen Erkenntnissen
hinsichtlich eines Impferfolges in dieser vulnerablen Gruppe bei, flir den neben der
Relevanz der humoralen Immunantwort mittlerweile auch die Relevanz der zellularen
Immunitat hervorgehoben wird [57]. Unsere Daten zeigten, dass eine hohe Anzahl von
Lymphozyten, T-Helferzellen, B-Lymphozyten und NK-Zellen einen signifikant
positiven Einfluss auf den Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer hatten. Dies ist konkordant
zu anderen Studien, die auch eine héhere Lymphozytenzahl als positiven Pradiktor
analysierten. Dabei werden vor allem B-Zellen und T-Helferzellen als Zellpopulation
hervorgehoben, die einen hdheren Impftiter begunstigten [53, 58]. Cuapio et al.
berichteten von einem glnstigen Einfluss einer NK-Zellsubgruppe (NKG2C+) auf den
Antikorpertiter bei gesunden Probanden und bei Patienten mit primarer oder
sekundarer Immundefizienz [59]. Es wird ausgeflhrt, dass stimulierte NK-Zellen zu
einer erhohten IFNg-Konzentration fuhren und eine wichtige Bricke zwischen
angeborener und adaptiver Immunantwort darstellen und somit auch die humorale
Immunantwort, v.a. die Produktion von neutralisierenden Antikdrpern, begunstigen
[57, 60, 61]. Die zytotoxischen T-Zellen zeigten unseren Daten zufolge keinen
signifikanten Einfluss auf den Antikorpertiter. Gegenteilig wird sogar vermutet, dass
hohe zytotoxische T-Zellzahlen nach alloHSZT einen supprimierenden Einfluss auf die
zellulare Immunantwort haben, da sie die Vakzin-induzierte IFNg-Expression negativ

beeinflussen [57].

Eine dezidierte und gemeinsame Konklusion vieler Studien ist, dass eine Lymphopenie

und ein Abstand der alloHSZT kleiner als 365 Tage zur ersten Impfung mit einem
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reduzierten Impfansprechen einhergeht [52, 57, 62-65]. Dieses Resultat ist kongruent
zu unseren Ergebnissen und Uberwiegend auf die verzdgerte Immunrekonstitution
sowie immunmodulatorische Behandlungen nach alloHSZT zurtckzufuhren. Der
GroRteil der Studien hat einen Zeitabstand von weniger als einem Jahr zwischen
alloHSZT und Impfung als ,frihzeitig“ eingestuft. Unser Patientenkollektiv eignete sich
gut, um diesbezugliche Analysen durchzufuhren, da etwa ein Drittel (27 %) der

Patienten innerhalb von 365 Tagen nach der alloHSZT geimpft wurden.

Wir haben zudem Unterschiede zwischen Patienten analysiert, deren Transplantation
zum Impfzeitpunkt mehr als ein Jahr zuricklag, deren humorale Immunantwort aber
dennoch reduziert war. Insgesamt 14 % der zu einem spateren Zeitpunkt nach
alloHSZT geimpften Patienten hatte einen unzureichenden Titer (< 200 BAU/mI),
wahrend 63 % der frih nach alloHSZT geimpften Patienten in dieser Gruppe vertreten
waren. Obwohl es keine Grenzwerte des Titers fur den klinischen Schutz vor einer
Infektion gibt, erfolgte die Einteilung basierend auf der Beobachtung, dass ein Anti-
SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer Uber 200 BAU/mlI  mit einem Anstieg des
Neutralisationstiters einherging. Diese Beobachtung war auch statistisch signifikant
(p < 0,001). Da die Bestimmung der neutralisierenden Antikorper ein in der Praxis sehr
aufwandiges Verfahren ist, ist ein cutoff des Anti-SARS-CoV-2-S1-lgG-Titers als
Referenz fur einen simultanen Anstieg der neutralisierenden Antikorper perspektivisch
von Bedeutung. Fur diese vulnerable Subpopulation, sowie Patienten mit reduziertem
Impfansprechen  allgemein, wurden Empfehlungen fir Booster-Impfungen

ausgesprochen sowie passive Immunisierungsstrategien in Betracht gezogen.

Leclerc et al. stellten im Vergleich zu den uUbereinstimmenden Ergebnissen anderer
Arbeiten heraus, dass der Abstand zur alloHSZT keinen signifikanten Einfluss auf den
Impferfolg hatte. Dies kdnnte jedoch darauf zurlckgefiuhrt werden, dass 72 % der
Patienten mit einem Zeitintervall weniger als einem Jahr zwischen alloHSZT und
Impfung bereits frihzeitig eine Booster-Impfung aufgrund einer insuffizienten
Impfantwort bendtigten und damit einen héheren Impftiter erreichten, wahrend nur
23 % der Patienten, deren alloHSZT mehr als ein Jahr zurlicklag, eine Booster-
Impfung aufgrund eines insuffizienten Titers erhielten [66]. Das hebt die Relevanz

einer zeitnahen Booster-Impfung bei Patienten mit insuffizienter Titerantwort hervor.
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4.2.2 Impfung wahrend immunsuppressiver Behandlung

Die Einnahme von Ruxolitinib beeinflusste die Titerantwort signifikant negativ
(p = 0,043). Andere Immunsuppressiva wie die Einnahme von Prednison (> 10mg/d),
Calcineurininhibitoren und mTOR-Inhibitoren hatten im Patientenkollektiv keinen
signifikanten Einfluss auf die humorale Immunantwort. Eine Studie, die Patienten
(n = 104) mit Myeloproliferativen Neoplasien (MPN) hinsichtlich der humoralen und
zellularen Immunantwort untersuchte, zeigte ebenso insuffiziente Impftiter bei
Patienten wahrend einer Therapie mit Ruxolitinib, das in der Behandlung der MPN sehr
haufig eingesetzt wird. Insbesondere war die IFNg- und IL-2-Produktion der T-Zellen
in diesem Kollektiv auch nach drei mRNA-Impfstoffdosen durch Ruxolitinib
herabgesetzt [67]. Aktuelle Studien bringen sogar hervor, dass eine
immunsuppressive Therapie sich nicht nur ungunstig auf die Titerantwort auswirkt,

sondern sogar Durchbruch-Infektionen bei Patienten nach alloHSZT beglnstigt [68].

In der Studie von Minehart et al. wird z.B. Ubereinstimmend mit unserer Studie die
Einnahme von Immunsuppressiva bei etwa einem Drittel in einer Kohorte von 63
Patienten nach alloHSZT beschrieben, die hier keinen signifikanten Einfluss auf die
Titerhohe hatte [69]. Dies steht jedoch in Diskrepanz zu anderen Arbeiten, die wahrend
immunsuppressiver Therapie oder ab der Einnahme von mindestens zwei
Immunsuppressiva eine eingeschrankte Fahigkeit zur Antikorperproduktion
beobachteten [62, 70]. Auffallig ist, dass die Studien im Vergleich zu unseren Daten
Patienten mit akuter GvHD erfassen und daher eine intensivere immunsuppressive
Therapie vorliegen konnte, die einen groReren negativen Einfluss auf die Bildung von
Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG  nimmt. Einige Studien differenzieren zwischen
unterschiedlichen Immunsuppressiva, wiederum andere Studien prifen lediglich den
Einfluss von immunsuppressiver Therapie allgemein auf die Antikorperbildung. Somit
entsteht diesbeziglich ein heterogenes Bild, da z.B. Prednison als signifikantes
Immunsuppressivum in der Studie von Dhakal et al. hervorgehoben wird [4], in der
Studie von Chiarucci et al. ist es Ciclosporin, das die Immunantwort signifikant
beeinflusst [13]. Dieses heterogene Bild entsteht am ehesten durch unterschiedliche
Fallzahlen in den Subgruppen und durch die Heterogenitadt der eingesetzten
Immunsuppressiva, die verschiedene Zentren praferieren. Festzuhalten ist, dass eine
immunsuppressive Therapie Auswirkungen auf die Aktivitat und die Proliferation von

B- und T-Lymphozyten hat und dadurch einen supprimierenden Einfluss auf die
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humorale und zellulare Immunantwort nehmen kann. Perspektivisch sind

multizentrische Datenauswertungen diesbezuglich hilfreich.

Homogener sind die Resultate unterschiedlicher Datenanalysen bezuglich B-Zell-
depletierender Therapien, wie z.B. mit den monoklonalen Antikorpern Rituximab oder
Obinutuzumab. Studienergebnisse zeigen hier Ubereinstimmend signifikant negative
Effekte auf die humorale Immunantwort wahrend einer B-Zell-depletierenden
Therapie. In der Studie von Liebers et al. wurden 80 Lymphom-Patienten wahrend
einer B-Zell-depletierenden Therapie untersucht. Es wurde eine Serokonversionsrate
nach zweifacher Impfung mit einem mRNA-Impfstoff bei 68 % der Patienten detektiert,
deren Therapie mehr als 12 Monate zurlcklag, hingegen wurde eine
Serokonversionsrate bei 22 % der Patienten, deren Therapie 3-12 Monate und bei
16 % der Patienten, deren Therapie weniger als 3 Monate zuricklag, verzeichnet [71].
Dies korreliert mit unserer Beobachtung des signifikant negativen Effektes der
Lymphopenie auf die Titerhohe. Zudem hatten Lymphompatienten im Vergleich zu den
anderen der alloHSZT zugrunde liegenden Erkrankungen in unserer Patientenkohorte
den niedrigsten Titer-Median. Diese Beobachtung war jedoch statistisch nicht
signifikant. Es ist nicht auszuschlielRen, dass B-Zell-depletierende Therapien vor der

alloHSZT einen Einfluss darauf hatten.

Diesbezuglich wurde die Frage nach dem Ausmal und der Effektivitat der zellularen
Immunantwort in anderen Studien intensiver fokussiert. Die zellulare Immunantwort
kann mittels IFNg-ELISpot-Assay ermittelt werden. Demnach hatten 70 % der
Lymphom-Patienten in der Studie von Liebers et al., die eine Serokonversion zeigten,
eine T-Zell-Antwort. Insgesamt 50 % der Patienten, die keine messbare humorale
Immunantwort hatten, zeigten dennoch eine T-Zell-Antwort [71]. Die T-Zellantwort
scheint insbesondere nach der Auffrischimpfung verstarkt und ist wichtig fir einen
langanhaltenden Impfschutz [72]. In der Studie von GeurtsvanKessel et al. erfolgte die
Untersuchung der vakzininduzierten humoralen und zelluldaren Immunantwort
hinsichtlich verschiedener SARS-CoV-2-Varianten. Dabei stellte sich eine suffiziente
Kreuzreaktivitat neutralisierender Antikorper gegenuber der Beta- und Delta-Variante
heraus, jedoch nur partiell gegentber der Omikron-Variante. Nach einer Booster-
Impfung konnte jedoch kein signifikanter Unterschied der T-Zellreaktion gegenuber
dem SARS-CoV-2-Wildtyp oder der Omikron-Variante nachgewiesen werden, was
darauf hindeutet, dass die T-Zell-Antwort resistenter gegenuber dem immune escape
der Virusvarianten ist [73]. Die Kreuzreaktivitat dieser Gedachtnis-T-Zellen erscheint
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vorteilhaft, da die Zellen zusammenfassend auch Subvarianten erkennen kénnen [74].
Nach Meyer et al. erreichten 110 Patienten nach alloHSZT reduzierte zellulare
Immunantworten (55 % des Gesamtkollektivs hatten eine T-Zellantwort) im Vergleich
zu gesunden Kontrollen (100 % des Gesamtkollektivs hatten eine T-Zellantwort).
Dabei entsprachen die negativen Pradiktoren Uberwiegend denen der humoralen
Immunantwort, wie z.B. ein héheres Alter oder ein geringer Zeitabstand zur alloHSZT
[57]. Bereits zuvor gab es Studienergebnisse, dass Patienten ohne SARS-CoV-2-
Impfung oder Infektion T-Zell-Reaktionen zeigten, die am ehesten als Kreuzreaktionen
von Gedachtnis-T-Zellen nach einer friheren Infektion mit saisonalen Coronaviren
auftreten [75, 76]. Ein/e Patient/in unserer Studie hatte in der zweiten Messung einen
deutlichen Abfall des Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer, jedoch zugleich einen
aulBerordentlichen Anstieg des Neutralisationstiters. Dies ist auch a.e. auf eine
Exposition mit vorherigen saisonalen Corona-Viren zuruckzufuhren. Wir haben keine
T-Zell-Antwort nach einer SARS-CoV-2-Impfung gemessen, dies stellt eine Limitation
unserer Studie dar. Die Messung der T-Zellantwort in zuklnftigen Studien ist
besonders im Hinblick auf die Bildung von kreuzreagierenden Antikdrpern gegen die

multiplen Subvarianten von Bedeutung.

4.2.3 Einfluss einer GVvHD oder aktiven Grunderkrankung auf den Impferfolg

Einunddrei3ig Patienten (35 %) unserer Studie hatten eine chronische GvHD, die
keinen signifikanten Einfluss auf die Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titerhdhe nahm. Einige
Studien beschreiben einen signifikant negativen Effekt einer aktiven GvHD auf die
humorale Immunantwort, differenzieren hierbei jedoch nicht, ob eine akute oder
chronische GvHD der Patienten vorlag [52, 77]. Dies konnte essenziell sein im Hinblick
auf die die Anzahl der immunsuppressiven Medikamente, die Dosierungen und die
Dauer der Einnahme. Aus der Studie von Pabst et al. geht hervor, dass nicht die GvHD
selbst, sondern die damit verbundene immunsuppressive Therapie der entscheidende
Einflussfaktor ist [62]. Auch die Angabe des Schweregrades ist perspektivisch in
zukunftigen Studien sinnvoll. So zeigt die Studie von Canti et al. (n = 40), dass eine
milde GvHD keinen Effekt auf den Antikorpertiter zeigte, eine moderate bis schwere
GvHD jedoch mit einer reduzierten Immunantwort einherging [78]. Aktuelle Daten
weisen darauf hin, dass eine COVID-19-Impfung eine chronische GvHD aggravieren
kann, wobei eine Exazerbation als Neustart einer immunsuppressiven Behandlung

oder als eine Eskalation der bereits bestehenden immunsuppressiven Behandlung
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definiert wurde. Dabei erfolgte die Messung von Zytokinen, deren Anstieg mit dem
Auftreten einer GvHD assoziiert ist (IL-18, ANG2, CXCL9/MIG, IFNg). Es zeigte sich
ein signifikanter Anstieg von IL-18, ANG2 und IFNg simultan zu der Verschlechterung
einer GvHD, wobei ein erhdhter ANG2-Spiegel mit der Exazerbation der GvHD -und
mit einem niedrigeren Anti-SARS-CoV-2-Titer einherging. Die Impfung erfolgte sowonhl
mit mRNA- als auch mit Vektor-Impfstoffen. Ob ANG2 als Biomarker zur Nutzen-
Risiko-Abwagung einer Impfung gegenuber einer moglichen Exazerbation der GvHD
genutzt werden kann, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht bekannt [62]. Nach den Leitlinien
der EBMT (European Society for Blood and Marrow Transplantation) sollte eine
Impfung bei schwerer, unkontrollierter GvHD Grad IlI-1V verschoben werden [79]. Dies
hebt die Relevanz der engmaschigen klinischen Kontrollen der Patienten im Rahmen
der Impfungen hervor. Dabei gilt es zu eruieren, ob eine unkontrollierte GvHD oder
GvHD hdheren Schweregrades vorliegt, um alternative SicherheitsmalRnahmen, wie
die Impfung des Umfeldes des Patienten oder passive Immunisierungsstrategien

neben hygienischen Malinahmen, zu diskutieren.

Eine aktive Grunderkrankung beeinflusste das Impfansprechen signifikant negativ
(p = 0,018). Dass Patienten, die nach der alloHSZT nicht in Remission waren,
niedrigere Antikorpertiter aufwiesen als Patienten in Remission, ist am ehesten auf
immunsuppressive  Therapien und den immunsuppressiven Effekt der
hamatoonkologischen Krankheit selbst zurtickzuflihren, da Uberwiegend unreife und
funktionsunfahige Immunzellen proliferieren. So wird in der Studie von Maneikis et al.
dargelegt, dass Patienten mit hamatoonkologischer Grunderkrankung (n = 857)
signifikant niedrigere Titer nach zweifacher Impfung mit BNT162b2 hatten (Median
6961 AU/mI) als ein gesundes Vergleichskollektiv (Median 21395 AU/ml). Es erfolgte
zudem ein Vergleich von Patienten mit hamatoonkologischer Grunderkrankung
wahrend einer Therapie und jenen, die keine Behandlung erhielten, wobei die Therapie
mit Brutontyrosinkinaseinhibitoren, Ruxolitinib, Venetoclax und B-Zell-Depletion
signifikant negative Einflliisse auf die Titerh6he zeigten [80]. Noori et al. berichteten im
Rahmen einer Metaanalyse ebenfalls davon, dass Patienten wahrend aktiver
Grunderkrankung eine eingeschrankte humorale Immunantwort hatten [81].

Die Therapie aufgrund von aktiver Erkrankung zeigte in unserer Studie keinen
signifikanten Unterschied in der Titerhhe. Allerdings ist hervorzuheben, dass die
Patienten, die eine Therapie erhielten in der Gruppe ,,Andere” der Grunderkrankungen
vertreten waren und es dabei um Immunmodulatoren wie Lenalidomid oder

47



Therapieregime mit Bortezomib, Panobinostat und Dexamethason ging. Diese
Beobachtung wird unterstutzt durch eine Arbeit, die die Immunantwort von 171
Patienten mit Multiplem Myelom nach zwei Dosen BNT162b2 im Jahr 2021
untersuchte und keinen signifikanten Einfluss von Lenalidomid oder Bortezomib auf
die humorale Immunantwort analysierte, was auf den groReren Benefit der

Krankheitskontrolle durch diese Substanzen zurtickzufihren sein kénnte [82].

4.2.4 Einfluss des Alters, des Geschlechtes und der Impfreaktionen auf den
Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer

Unsere Daten zeigten bei den gesunden Probanden einen signifikant negativen
Einfluss des Alters auf die Immunantwort. So fuhrte eine Impfung bei den Uber 80-
Jahrigen zu einem signifikant niedrigeren Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer als bei den
unter 60-Jahrigen (p < 0,001). Die Immunseneszenz ist die nachlassende Funktion
des angeborenen und erworbenen Immunsystems. Der Thymus unterliegt der
Altersinvolution, d.h. die Anzahl der naiven T-Zellen nimmt mit zunehmendem Alter
konsekutiv ab, es dominieren Effektor- und Gedachtnis-T-Zellen, dies fuhrt wiederum
zu einem veranderten Zytokinmilieu. Insgesamt wirkt sich das auch auf die B-Zell-

Reifung und die Antikorperbildung aus [83].

Im Gegensatz dazu zeigte die humorale Immunantwort bei Patienten nach alloHSZT
im Vergleich zu alteren Patienten mit altersadaptiert schwachem Immunsystem keinen
signifikanten Unterschied (p = 0,41). Dies verdeutlicht die Vulnerabilitdt des
Immunsystems der beiden Subgruppen und bestarkt die Argumentation, dass passive
Immunisierungsstrategien oder mehrere Auffrischimpfungen mit Titerkontrollen in
diesen Kohorten wichtig sind. Jedenfalls lasst dies vorsichtig vermuten, dass die
Dynamik und Kinetik der Immunsysteme hinsichtlich der Covid-Impfung vergleichbar
reduziert und somit verlangsamt sind. Im Rahmen der Altersinvolution verliert der
Thymus an funktionellem Gewebe, durch eine alloHSZT verliert der Thymus zusatzlich
durch Bestrahlungs- und Chemotherapiebehandlungen an Funktion [20]. Die T-
Zellreifung ist verlangsamt und zum Teil abhangig von extrathymischer T-Zellreifung
in z.B. sekundar lymphatischen Organen, dem Darm und der Leber. Extrathymisch
gereifte T-Zellen lassen sich von thymisch gereiften T-Zellen durch den Phanotyp
unterscheiden [84, 85].
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Die Datenlage hierzu ist vielfaltig. Es gibt einige Studien, welche ebenfalls keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen der Antikérperhdhe und dem Alter der
Patienten nach alloHSZT feststellten [77], die Mehrheit der Studien beschreibt jedoch
einen signifikanten Einfluss des Alters auf den Antikorpertiter. Dabei wird ein hoheres
Alter mit einer niedrigeren Serokonversionsrate assoziiert [57, 62, 63]. Die Tatsache,
dass altere Menschen mit Immundefizienz ausgepragter reduzierte Impfantworten
haben, geht auch mit einer héheren Mortalitatsrate nach COVID-19-Infektion in dieser
Population einher [86]. Der fehlende signifikante Einfluss des Alters in unserem
Patientenkollektiv konnte daraus resultieren, dass sich das Alter der Patienten sehr
homogen auf einen Bereich von 50-65 Jahren beschrankt und nur vereinzelt jingere

oder altere Ausreiller existierten.

Das Geschlecht hatte in unserer Studie keinen signifikanten Einfluss auf den Anti-
SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer. Allerdings bestand unser Patientenkollektiv zu 60 % aus
Mannern und zu 40 % aus Frauen. In anderen Studien wird das weibliche Geschlecht
als den Impftiter beguinstigend eingestuft. Henig et al. haben hinsichtlich der
Geschlechterverteilung ein homogeneres Kollektiv (53 % weiblich) und analysierten
das weibliche Geschlecht als positiven Pradiktor der Titerhdhe [87]. Es gibt Hinweise
darauf, dass das mannliche Geschlecht eine hdhere Expression von ACE2 und
TMPRSS2 hat und das weibliche Geschlecht zudem eine robustere und starkere
Stress-Antwort, gemessen am Stresshormonlevel liefert, die sich protektiv auf einen
schweren Verlauf auswirken kann [88]. In der Studie von Hutter-Kronke et al. hatte das
Geschlecht in der Multivariatanalyse auch keinen signifikanten Einfluss auf den
Antikdrpertiter von Patienten nach alloHSZT (n = 243), wobei das weibliche Geschlecht
mit anteilig 44 % leicht unterreprasentiert war [89]. Letztlich bleibt der Einfluss des
Geschlechtes auf die Titerantwort nach aktueller Datenlage unklar und bedarf
mehrerer Multivariatanalysen, die das Geschlecht als unabhangige Variable aus- oder
einschlief3en.

In unserer Studie bestand eine signifikante Korrelation zwischen dem Symptom
.Fatigue“, welches von 35 % der symptomatischen Patienten nach der ersten Impfung
und von 50 % der symptomatischen Patienten nach der zweiten Impfung angegeben
wurde, und dem Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer. Neben den erfassten Symptomen
(Schmerzen an der Einstichstelle, Kopfschmerzen, Gliederschmerzen, Fieber,
Schattelfrost, Fatigue, Schwache) kam es zu keinen schweren Impfreaktionen. In

Ubereinstimmung gibt es auch bei gesunden Personen Hinweise darauf, dass
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Impfreaktionen signifikant positiv mit dem Antikorpertiter korrelieren [90]. Dabei war

Fatigue auch das zweithaufig angegebene Symptom in der Kohorte.

4.3 Vergleich der Titerantwort von Patienten nach alloHSZT und gesunden
Kontrollprobanden

Wir verglichen die humorale Immunantwort von Patienten nach alloHSZT mit 112
gesunden Probanden (Altersmedian 80 Jahre, Spannweite 19-100). Die gesunden
Probanden wurden in zwei Gruppen unterteilt, wobei 47 % der Patienten 60 Jahre alt
oder junger waren und 53 % der Patienten 80 Jahre alt oder alter waren. Es konnte
ein signifikanter Unterschied der Titerhdhe zwischen alteren und jliingeren gesunden
Probanden festgestellt werden. Der Antikdérpertiter-Median der jungen gesunden
Teilnehmer/innen war in etwa dreifach héher (Median 2751 BAU/mI, Spannweite 838-
32000) im Vergleich zu den Patienten nach alloHSZT (Median 892 BAU/mI,
Spannweite 1,5-12934). Die humorale Immunantwort von Patienten nach alloHSZT
und von gesunden Probanden = 80 Jahre (Median 623 BAU/mI, Spannweite 18-
16891) war vergleichsweise niedrig, zwischen diesen Gruppen gab es keinen

statistisch signifikanten Unterschied.

Nach Mdller et al. hatten bereits sechs Monate nach der ersten Impfung 41,6 % der
alteren Probanden (= 80 Jahre) einen Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer unterhalb des
cutoff von 35,2 BAU/ml, wahrend die jungere Kontrollgruppe (< 60 Jahre) keine Titer
unterhalb des cutoff aufwies. Es wird beschrieben, dass erst nach der Booster-Impfung
kein statistisch signifikanter Unterschied in der Impfantwort zwischen der alteren und

jungeren Kohorte bestand [46].

Basierend auf der aktuellen Datenlage entwickelten durchschnittich 75 % der
Patienten nach alloHSZT nach zweifacher Impfung eine Serokonversion [91]. Daten
zur Protektion vor einer Infektion existieren nur vereinzelt an kleinen Kohorten, eine
Metaanalyse liegt zum  jetzigen  Zeitpunkt nicht  vor. In  einem
Nachbeobachtungszeitraum von sechs Monaten nach der Grundimmunisierung wird
bei gesunden Probanden eine Protektion vor einer Infektion zu 91,3 % und eine
Protektion vor einem schweren Verlauf einer SARS-CoV-2-Infektion zu 96,7 %
beschrieben [92].

In der Studie von Belkacem et al. wurde die Hohe der neutralisierenden Antikorper von

26 Patienten nach alloHSZT (Altersmedian 61 Jahre, Spannweite 31-75) mit der von
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22 gesunden medizinischen Fachkraften (Altersmedian 40 Jahre, Spannweite 21-56)
verglichen. Die Blutabnahme erfolgte im Median 27 Tage (Spannweite 20-58) nach
der zweiten Impfung sowie im Median 26 Tage (Spannweite 20-34) nach der dritten
Impfung bei Patienten nach alloHSZT. Die gesunde Kontrollgruppe erhielt die
Blutabnahme 22 Tage (Median, Spannweite 18-30) nach der zweiten Impfung. Es
wurden neutralisierende Antikérper in Bezug auf verschiedene Varianten (D614G-
Mutation, Beta, Delta, Omicron BA.1) gemessen. Dabei war nach der
Grundimmunisierung ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Titerhdhe zu
erkennen. Die Boosterung der Patienten nach alloHSZT fuhrte zu Impfantworten, die
gesunden Probanden nach der Grundimmunisierung entsprachen und reduzierte
signifikant den Anteil der non-responder (D614G-Mutation: von 42 % auf 11 %, Beta:
von 30 % auf 4 %, Delta: von 58 % auf 19 %, Omicron BA.1: von 73 % auf 42 %) [93].

Tamari et al. beschreiben 54 gesunde Kontrollprobanden in ihrer Studie mit einem
Altersmedian von 31 Jahren (Spannweite 22-67). Etwa drei Monate nach der ersten
Impfung, und somit nach der Komplettierung der Grundimmunisierung, stieg der Anti-
SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer auf im Median 7720 AU/ml (IQR 3885-9746) an. Signifikant
niedrigere Titer wurden bei Patienten nach alloHSZT (n = 149) festgestellt (Median
5019,8 AU/mI, IQR 635,4-15914,5) [94].

Ubereinstimmend mit unseren Daten fallt bei gesunden Erwachsenen der Anti-SARS-
CoV-S1-lgG-Titer nach der Grundimmunisierung signifikant ab und ist nach sechs
Monaten auf einem Niveau, welches der Antikdrperreaktion nach der ersten Impfung
gleicht [90]. Daraus lasst sich ableiten, dass gesunde Erwachsene nach einem halben
Jahr noch einen, wenn auch reduzierten, Impfschutz aufweisen. Die Kinetik des
Titerabfalles ist nach unseren Daten, und Ubereinstimmend mit der aktuellen
Datenlage, nicht so ausgepragt wie bei Patienten nach alloHSZT. Vermutlich stellt sich
bereits nach der Grundimmunisierung eine stabilere Persistenz der Antikérper ein,

einer Art steady state, welches durch eine Booster-Impfung effektiv adressiert wird.

Basierend auf unseren Daten und deckungsgleich mit o.g. Studien kdnnen wir
festhalten, dass es innerhalb der gesunden Probanden (£ 60 Jahre) in den
vergleichenden Studien keine non-responder nach der Grundimmunisierung gab. Die
humorale Immunantwort unterschied sich jedoch bei Gesunden deutlich von Patienten
nach alloHSZT, die trotz eines Abstandes von mehr als 12 Monaten zur alloHSZT,
insgesamt 14 % low- und non-responder aufwiesen. Wahrend gesunde Probanden

bereits nach der Grundimmunisierung effiziente Anti-SARS-CoV-2-S171-IgG-Titer
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hatten, bendtigen Patienten nach alloHSZT zeitnah Auffrischimpfungen, um einen
adaquaten Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer zu erreichen. Der limitierende Faktor bei
gesunden Kontrollen war in unserer Kohorte das Alter. Gesunde Probanden = 80
Jahre bendtigten ebenso fruhzeitig Auffrischimpfungen, um einen suffizienten Impftiter
zu erzielen. Diese vulnerable Population zeigte nach der Grundimmunisierung ahnlich
niedrige Titer wie Patienten nach alloHSZT. Auch die STIKO (Standige
Impfkommission) weist darauf hin, dass Personen ab dem 60. Lebensjahr in der
aktuellen Pandemiesituation ein Risiko fur schwere Infektionsverlaufe haben und
daher eine jahrliche Impfung mit einem zugelassenen mRNA- oder proteinbasierten

Impfstoff erhalten sollen [95].

Zusammenfassend geht aus unseren Daten einhellig zu den Daten der anderen
Studien hervor, dass junge (< 60 Jahre) gesunde Probanden auch nach 3 — 6 Monaten
noch adaquate Impftiter aufzeigten, wahrend Patienten nach alloHSZT nach der
Grundimmunisierung bereits signifikant niedrigere Titer hatten und im Zeitverlauf
dramatische Abfalle der Titer nachgewiesen werden konnten. Somit ist es notwendig,
dass Patienten nach alloHSZT mindestens drei Impfstoffdosen im Rahmen der
Grundimmunisierung erhalten, wahrend bei jungen (< 60 Jahre) gesunden Probanden
ein Abstand von 6 Monaten nach der Grundimmunisierung bis zur Auffrischimpfung

vertretbar erscheint.

4.4 Abfall der Antikorpertiter im Zeitintervall

Uber einen Zeitraum von etwa drei Monaten beobachteten wir bei Patienten nach
alloHSZT einen Anti-SARS-CoV-2-S1-IgG-Titerabfall von im Median 73 % (-95 % bis
+40 %). Auch der Neutralisationstiter fiel um 75 % im Median (Spannweite -100 % bis
+1500 %) signifikant ab. Dies ist vor dem Hintergrund, dass der Anti-SARS-CoV-2-S1-
IgG-Titer stark mit dem Neutralisationstiter korrelierte (r = 0,908), nicht verwunderlich.
Der Titeranstieg eines Probanden/ einer Probandin kann vermutlich durch
kreuzreagierende Antikorper mit saisonalen Coronaviren erklart werden. Der starke
Abfall des Antikorpertiters innerhalb eines kurzen Zeitintervalles ist vor allem im
Kontext dessen dramatisch, dass die Ausgangstiter von Patienten nach alloHSZT

bereits signifikant niedriger waren.

Nach Huang et al. war die Titerantwort bei Patienten nach alloHSZT etwa einen Monat

nach der Grundimmunisierung am groéf3ten, wahrend bereits drei Monate und sechs
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Monate nach der zweiten Impfung ein signifikanter Titerabfall zu verzeichnen war [96].
Naaber et al. fuhren als mdgliche Hypothese an, dass die impfstoffinduzierten
Plasmablasten eine klrzere Lebenszeit haben und nicht alle zu Plasmazellen
ausdifferenzieren [90]. Dies verdeutlicht, dass Patienten nach alloHSZT kurzere
Zeitabstande zwischen der Grundimmunisierung und Auffrischimpfung bendtigen.
Einen ebenso drastischen Titerabfall konnten wir bereits 133 Tage (Median,
Spannweite 106-157) nach der Grundimmunisierung beobachten. Aus dem Grolteil
der Studien ist zu entnehmen, dass eine Messung der humoralen Immunantwort etwa
einen Monat nach der Grundimmunisierung erfolgte. Wir haben die humorale
Immunantwort im Median 41 Tage (Spannweite 13-76) nach der zweiten Impfung
gemessen. Da bei gesunden Probanden ein erster Titerabfall bereits nach sechs
Wochen zu verzeichnen ist [90], kdnnte es sein, dass der Titerabfall in unseren Daten

sogar noch unterschatzt wurde.

Es gibt bereits Studien, die den Titerabfall nach der Booster-Impfung beschreiben. So
berichteten Henig et al., dass der Titer von 30 Patienten nach alloHSZT einen Monat
nach der dritten Impfung im Median bei 8105 AU/mIl (Spannweite 715-40.000) lag,
wahrend dieser drei Monate nach der dritten Impfung auf im Median 4026 AU/mlI
(Spannweite 76-40.000) abfiel [87]. Zudem gibt es Studien, die zu der Erkenntnis
kommen, dass der Antikorpertiter-Median nach der Booster-Impfung signifikant hoher
war als nach der Grundimmunisierung bzw. die Booster-Impfung dazu fuhrte, dass die
Antikorpertiter von 83 % der Patienten nach alloHSZT signifikant anstiegen [68, 97].
Dabei werden in den einzelnen Studien jedoch v.a. die Titer-Spitzenwerte nach den
Impfungen beleuchtet und es gibt derzeit wenig Studien, die den Titerabfall im
Zeitverlauf nach den Booster-Impfungen beobachten. Ob sich eine Booster-lmpfung
neben einer erfolgreichen Impfantwort auch entschleunigend auf die Dynamik des
Titerabfalles auswirkt, ist demnach derzeit noch zu diskutieren bzw. in zuklnftigen
Studien zu analysieren. Perspektivisch ist es interessant, wie viele Auffrischimpfungen
notwendig sind, um ein Antikdrperplateau zu erreichen. Offen bleibt dabei natrlich, ob
dieses uberhaupt im Verlauf erzielt werden kann in Abhangigkeit von Patienten- und
Transplantationsassoziierten Faktoren, aber v.a. auch im Hinblick auf die

Virusevolution.

In der Arbeit von Leclerc et al. korrelierte der Antikdrper-Spitzenwert nach der zweiten
und dritten Impfung signifikant positiv mit der Titerantwort nach 6 Monaten. Interessant
ist, dass sich die mittleren Antikorpertiter von Patienten, die zwei oder drei Impfungen
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erhielten, nach sechs Monaten nicht signifikant voneinander unterschieden [66]. Dies
lasst vorsichtig vermuten, dass Patienten, die aufgrund von initial niedrigen Titern eine
Booster-Impfung bendtigten, ein ahnlich niedriges Antikdrperniveau nach einem
halben Jahr erreichen wie jene Patienten, die bereits nach der Grundimmunisierung
ein gutes Impfansprechen zeigten. Durch eine Booster-lmpfung kann scheinbar ein
besserer Impftiter-Spitzenwert erzeugt werden oder Uberhaupt ein Impfansprechen im
Sinne einer Serokonversion induziert werden, die Nachhaltigkeit der humoralen
Immunantwort erscheint jedoch derzeit im Zeitverlauf ahnlich reduziert wie nach der
Grundimmunisierung. Das Ausmal} der Antikorperreduktion in einem Zeitintervall von

etwa drei Monaten erscheint demnach auch bei initial gutem Ansprechen ausgepragt.

Mdller et al. beschreiben, dass keiner der jungen gesunden Probanden < 60 Jahre ein
halbes nach der Grundimmunisierung Antikérpertiter unterhalb des cutoff (<= 35,2
BAU/mI) aufwies, wahrend 41,6 % der alteren Probanden = 80 Jahre nach einem
halben Jahr Titer unterhalb des cutoff hatten [46]. Es ist perspektivisch interessant,
Antikorpertiter nach weiteren drei bis sechs Monaten zu messen, um besser beurteilen
zu kénnen, ob die etablierten Antikorper sich auf einem niedrigen Niveau stabilisieren
oder ob es konsekutiv zu einer weiteren Abnahme kommt. Allerdings sind die aktuelle
Datenlage und Bewertung, durch die zu diesem Zeitpunkt bereits durchgeflhrten
Booster-Impfungen, erschwert. Dies ist zudem ethisch fraglich, da eine Booster-
Impfung nach finf Monaten nachweislich mit einer reduzierten Mortalitatsrate einer
SARS-CoV-2-Infektion assoziiert ist [98].

Weiterhin sind die Betrachtung und die Beratung jedes Patienten als individueller Fall
essenziell. Es ist z.B. moglich, dass ein Patient nach der Grundimmunisierung ein
adaquates Ansprechen zeigt, jedoch im Verlauf nach der alloHSZT eine GvHD
entwickelt, die mit einer intensiveren Immunsuppression einhergeht und damit zu
einem schlechteren Impfansprechen nach einer Auffrischimpfung fihren kdnnte. Bei
dem SARS-CoV-2-Impfschema nach alloHSZT handelt es sich somit nicht um ein
festes Impfschema, das nach vorgegebenen Kriterien durchgeflhrt werden kann,
sondern um einen dynamischen Prozess, der vom individuellen Krankheitsverlauf und
von eventuell hinzukommenden oder entfallenden suppressiven Einflissen nach einer
alloHSZT abhangig ist. Zudem ist auch noch nicht bekannt, wie ein Impfansprechen
zu erwarten ist, wenn nach der Transplantation Infektionen mit anderen Viren oder
Erregern auftreten, wie z.B. CMV. In einer Arbeit aus dem Jahr 2023 gibt es erste

Hinweise darauf, dass eine CMV-Infektion mit schlechteren Impftitern assoziiert ist

54



[99]. Eine weitere Studie beschreibt sogar ein schlechteres Gesamtiberleben von
Patienten nach alloHSZT, die CMV positiv sind und zugleich an Covid-19 erkrankt sind

[100]. Hierzu bedarf es zukunftig weiterer Forschungsarbeiten.

4.5 Boostern

Nach dem Ende unseres Dateneinschlusses beschrieben erste Studien einen Benefit
der Boosterung, welcher insbesondere bei Patienten nach alloHSZT, die nach der
Grundimmunisierung eine reduzierte oder keine humorale Immunantwort hatten,
beobachtet werden konnte [64, 101, 102]. Nach den Empfehlungen der EBMT aus
dem Jahr 2022 wurde eine Booster-Impfung bei Patienten nach alloHSZT innerhalb

von 1-5 Monate nach der zweiten Impfung empfohlen [79].

Es wird in der Studie von Maillard et al. (n = 181 nach alloHSZT) aus dem Jahr 2022
beschrieben, dass Patienten, die nach der Grundimmunisierung kein Impfansprechen
zeigten, durch eine Boosterung einen nachweisbar héheren Anti-SARS-CoV-2-S1-
IgG-Titer erreichten. Zudem wurde ein Titeranstieg (> 250 BAU/ml) in der Kohorte
beobachtet, die initial ein niedrigeres Ansprechen zeigten. Die Patienten, die bereits
durch die Grundimmunisierung einen Titer > 250 BAU/ml erzielten, verzeichneten
nochmal einen Titeranstieg oder blieben im Bereich des oberen Grenzwertes, der
durch den verwendeten Assay messbar war [64]. In der Studie von Belkacem et al.
wurden die neutralisierenden Antikdrperreaktionen gegen die Beta- und Deltavariante
von SARS-CoV-2 bei Patienten nach alloHSZT gemessen. Hier wurde ein Anstieg der
neutralisierenden Antikérper nach einer dritten Impfung mit BNT162b2 auf Werte
beobachtet, die jenen ahneln, die gesunde Erwachsene nach der Grundimmunisierung
erzielen [93]. In der Studie von Henig et al. wird beschrieben, dass nach zweifacher
Impfung eine Impfantwort bei 66 % der Patienten induziert wurde, wahrend die
Impfantwort einen Monat nach der Booster-lmpfung auf 79,5 % anstieg. Die
Titerantwort wurde erneut drei Monate nach der Booster-Impfung gemessen, wobei
noch 93 % der Patienten Titer = 150 AU/ml aufwiesen [87]. Dies lasst hoffen, dass sich

die Booster-Impfung begunstigend auf die Antikdrperpersistenz auswirkt.

Seit Februar 2024 hat die STIKO neue Impfempfehlungen formuliert. Demnach sollten
alle immungesunden und immundefizienten Personen eine Basisimmunitat bestehend
aus drei Antigenkontakten (mindestens eine Impfung im Abstand von drei Monaten zur

durchgemachten Infektion) erhalten. Zur Verflgung stehen weiterhin mRNA-Impfstoffe
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von Comirnaty (30 pg je Impfdosis ab einem Alter von 12 Jahren) sowie Spikevax (50
Mg je Impfstoffdosis ab einem Alter von 30 Jahren) und der proteinbasierte Impfstoff
Novavax (50 ug je Impfstoffdosis ab einem Alter von 12 Jahren). Zudem gibt es seit
September 2023 an die aktuell weltweit vorherrschende Omikron-Subvariante XBB.1.5
angepasste monovalente Impfstoffe, die als Auffrischimpfung im Abstand von drei
Monaten zur letzten Impfung empfohlen werden [95]. Die Herausforderungen, die im
Zusammenhang mit den verschiedenen Virusvarianten stehen, werden im Abschnitt

LVirusevolution®“ naher beleuchtet.

Vor dem Hintergrund der Erkenntnisse des raschen Titerabfalles bei
immunsupprimierten Patienten liegt es im Ermessen des behandelnden Arztes unter
Berucksichtigung des Patientenwunsches, in dieser vulnerablen Kohorte weitere
Impfungen im Abstand von vier Wochen durchzufihren, um einen Anti-SARS-CoV-2-
S1-IgG-Titeranstieg zu erzielen. Die Serokonversion sollte vier Wochen nach der
jeweiligen Impfung Uberprift werden und basierend auf dem Ergebnis die

Entscheidung fur eine weitere Impfung getatigt werden [95].

Die Impfstrategien und Empfehlungen missen weiterhin verfolgt werden, da Patienten,
die in den nachsten Wochen und Monaten eine alloHSZT aufgrund einer
hamatoonkologischen Erkrankung benétigen, ihren aktuellen Impfschutz verlieren und
auf einen erneuten Schutz gegen die vorherrschenden Virusvarianten von SARS-CoV-
2 angewiesen sind. In dem Zusammenhang sollte die Covid-19-Impfung vor anderen
Impfungen priorisiert werden im Hinblick auf die hohen Pravalenzen und Inzidenzen
und die hohe Mortalitatsrate [79].

4.6 Aktuelle Einordnung im Hinblick auf die Virusevolution

Die grofte Herausforderung im Rahmen der Pandemie stellt die Virusevolution und
die damit verbundene abgeschwachte Wirksamkeit der Impfstoffe gegen
unterschiedliche VOC dar. Durch Mutationen im Spike-Protein und immune escape-
Mechanismen, kdnnen SARS-CoV-2-Varianten sich der Immunantwort entziehen und
zukUnftig immer wieder zu sog. Durchbruch-Infektionen fiihren. Die zunehmende
Populationsimmunitat fihrt zu einem starkeren Selektionsdruck des Virus, was
wiederum den Antigen-Drift im Spike-Protein vorantreibt [25]. Des Weiteren gibt es
Hinweise, dass das Virus auch in anderen Genombereichen mutiert und dass es
Rekombinationen zwischen SARS-CoV-2-Kladen gibt [103]. Im November 2021 wurde

56



die Omikron-Variante B.1.1.529 von der WHO als VOC eingestuft. Von dieser werden
mittlerweile mehrere Sublinien abgeleitet, wobei BA.5 die derzeit in Deutschland

vorherrschende Variante darstellt [25].

Um die Neutralisationstiter konventionell nachzuweisen, wird ein Labor der
Biosicherheitsstufe 3 bendtigt. Mittlerweile gibt es die Moglichkeit, mittels Pseudoviren
neutralisierende Antikdrper gegen unterschiedliche Varianten zu erfassen [90]. So
beschrieben Sahin et al., dass die Seren von geimpften Patienten 22 Pseudoviren, die
sich durch Mutationen im Spike-Protein voneinander unterschieden, neutralisieren
konnten. Das Fazit der Studie ist, dass BNT162b2 eine effektive humorale und
zellulare Immunantwort gegen virale Epitope auslost, die in einem breiten Spektrum in
allen Virusvarianten vertreten sind [104]. Diese Studie wurde allerdings im Mai 2021

publiziert, also vor der Expansion der derzeit vorherrschenden Omikron-Variante.

Die SARS-CoV-2-Variante Omikron B.1.1.529 hingegen beeintrachtigte die
Wirksamkeit der Impfstoffe und fuhrte zu Re-Infektionen. In einer Studie wurde die
Effizienz der Neutralisierungsaktivitat von Probanden nach zweifacher BNT162b2-
Impfung ohne vorherige Infektion sowie von genesenen und geimpften Probanden
gegen Omikron B.1.1.529 und, im Vergleich, gegen die D614G-Variante, untersucht.
Dabei hatte sowohl die Gruppe der genesenen Geimpften als auch die Gruppe der
Geimpften eine 22-fach niedrigere Neutralisierungseffektivitat in Bezug auf Omikron
B.1.1.529 im Vergleich zu dem alteren Virusstamm D614G [105]. Einige Daten weisen
darauf hin, dass eine Boosterung die Effizienz der Neutralisierung von Omikron
signifikant erhoht, was auf eine erhohte Kreuzreaktivitdt der neutralisierenden
Antikorper hindeutet [105, 106].

In Bezug auf die weltweit vorherrschenden BQ- und XBB-Subvarianten konnte auch
eine deutlich reduzierte Wirksamkeit der Neutralisation durch den entwickelten
bivalenten mRNA-Impfstoff, der sowohl gegen den Wildtyp als auch gegen BA.5
immunisiert, nachgewiesen werden [107]. Auf Basis der aktuellen Datenlage und laut
WHO gibt es eine Restimmunitat der bisher angewandten mRNA- und proteinbasierten
Impfstoffe, die vor schweren COVID-19-Verlaufen schitzen kann. Dennoch wurden
nun XBB.1.5 adaptierte mRNA- und proteinbasierte Impfstoffe zugelassen mit der
Empfehlung einer Impfdosis unabhangig vom aktuellen Impfstatus und einem Abstand

von drei Monaten zur letzten Impfung [95].
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Es existiert ein Case-Report, der den Verlauf einer Patientin mit Nachweis einer
Omikron BA.5-Infektion kurz vor der geplanten alloHSZT mit einem MUD aufgrund
einer Hochrisiko-ALL  beschreibt. Die Patientin  wurde unmittelbar mit
Nirmatrelvir/Ritonavir behandelt und erhielt zwei Tage vor der Transplantation eine
passive Immunisierung mit Tixagevimab/Cilgavimab. Wahrend der myeloablativen
Chemotherapie stieg die Viruslast an, wobei die Patientin asymptomatisch war. Erst
nach dem Engraftment an Tag +23 trat eine leichte Symptomatik auf, bestehend aus
Fieber, Husten und Rhinokonjunktivitis, wobei bereits an Tag +28 das Virus nicht mehr
nachgewiesen werden konnte [108]. Zwei weitere Case-Reports bestatigen eine
wirksame Kombinationstherapie von Nirmatrelvir/Ritonavir, Remdesivir und
Sotrovimab bei zwei Patienten, die wahrend der Therapie mit Rituximab an einer
SARS-CoV-2-Infektion erkrankten. Sotrovimab wurde als monoklonaler Antikdrper
aufgrund der zu dem Zeitpunkt epidemiologisch anzunehmenden BA.1-Variante
ausgewahlt [109]. Dies hebt die Komplexitat der Patienten im Kontext der Pandemie
hervor. Patienten kénnen auch wahrend der myeloablativen Chemotherapie vor
alloHSZT an einer SARS-CoV-2-Infektion erkranken oder aber der Therapiedruck ist
so hoch, dass eine alloHSZT trotz vorliegender Infektion nicht verschoben werden

kann.

In Frankreich wurde bereits 28 Tage nach der Grundimmunisierung bei den Patienten,
die keine Serokonversion aufzeigten oder niedrige Antikdrpertiter aufwiesen, eine
Booster-Impfung durchgefuhrt. Es wurde die Neutralisationseffizienz hinsichtlich der
Varianten D614G, Beta, Delta und Omikron BA.1 untersucht. Daraus resultierte ein
signifikanter Anstieg neutralisierender Antikorper bei Patienten nach alloHSZT (88 %
D614G, 92 % Beta, 80 % Delta und 73 % Omikron) im Vergleich zu der
Antikoérperantwort nach der zweiten Impfung, wobei die Neutralisation gegen Omikron

im Vergleich ineffizienter ausfiel [93].

Trotz, dass die aktuelle Datenlage auf eine defizitare Neutralisationskapazitat der
mRNA-Impfstoffe hinweist, die gegen den Wildtyp von SARS-CoV-2 gerichtet waren,
zeigen die Daten, dass Durchbruchinfektionen bei geimpften Patienten nach alloHSZT
die Mortalitatsrate nicht anhebten und v.a. schwerere Verlaufe signifikant verhindert
werden konnten [68]. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass die Booster-Impfung auch
bei Menschen mit Immundefizienz effiziente T-Zell-Antworten auslost, die robuste
Immunantworten gegen verschiedene Omikron-Subvarianten erzeugen. Die T-Zellen
sind durch ein langlebiges CD45RA+ Effektor-Gedachtnis-Profil gekennzeichnet [110].
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Aus den aktuellen Empfehlungen der EBMT-Guidelines (Januar 2024) geht hervor,
dass eine alloHSZT bei symptomatischer Infektion, insbesondere der unteren
Atemwege mit nachgewiesener Pneumonie, aufgeschoben werden sollte, insofern
dies vertretbar ist. Patienten, die Uber einen langeren Zeitraum asymptomatisch, aber
noch in der PCR positiv sind, kdnnten von einer antiviralen Behandlung mit bevorzugt
Nirmatrelvir/Ritonavir oder Remdesivir profitieren. Falls die Patienten trotz Therapie
Risikofaktoren fir eine schwere oder lang anhaltende SARS-CoV-2-Infektion
aufweisen (z.B. Anti-CD20-Behandlung im letzten Jahr oder Sauerstoffbedarf), kann
zusatzlich zur Behandlung mit Virostatika die Gabe von hochtitrigem

Rekonvaleszenzplasma in Betracht gezogen werden [111].

Zusammenfassend haben Patienten nach alloHSZT durch eine Booster-Impfung
kreuzreagierende Antikorper, die einen Schutz vor einem schweren Verlauf bieten
konnen. Zudem wird aktuell die Impfung mit den neuen, XBB.1.5 adaptierten,
Impfstoffen empfohlen. Bei einer plotzlich aufgetretenen SARS-CoV-2-Infektion
wahrend der Transplantation ist die antiretrovirale Therapie und, im Einzelfall, die
Kombination dieser mit monoklonalen Antikdrpern moglich. Diese weisen
Uberwiegend ein gutes Sicherheitsprofil auf, sodass der Einsatz vor dem Hintergrund
der epidemiologisch dominierenden Variante diskutiert werden kann. Weitere Daten
und Analysen sind hierflr notwendig. Letztlich bleibt die dynamische Virusevolution
und damit einhergehend die Etablierung angepasster Impfstoffe und monoklonaler

Antikdrper in dieser hochvulnerablen Population eine Herausforderung.

4.7 Konsequenzen aus unseren Daten und Konklusion

Die Kriterien fir den Beginn einer Immunisierung sind von der jeweiligen Institution
und offiziellen Vorgaben abhangig. Aus unseren Daten ging in Ubereinstimmung mit
weiteren Studien hervor, dass eine hohe Anzahl von Lymphozyten allgemein, T-
Helferzellen, B-Lymphozyten und NK-Zellen mit einem gréReren Anti-SARS-CoV-2-
S1-IgG-Titer korrelierten [52, 53, 58, 59, 64]. Die Analyse der Immunglobuline ergab
fur IgG und IgA einen signifikant positiven Einfluss auf die Titerhdhe. Einige Autoren
sprachen konkrete cutoffs flir den Beginn einer Immunisierung aus, z.B. CD4+-Zellen
> 200/ul, CD19+-B-Zellen > 50 Zellen/ul und IgG > 500 mg/dl [94]. Basierend auf
dieser Erkenntnis konnten wir die Erhebung eines Immunstatus zur Quantifizierung der

bereits vorhandenen Immunzellen vor den Impfungen empfehlen, da suffiziente
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Zellzahlen ein besseres Impfansprechen begunstigen. Wenn eine noch nicht
ausreichende Leukozytenrekonstitution nach alloHSZT vorliegt, sollten stattdessen

passive Impfstrategien oder eine frihzeitige Boosterung in Betracht gezogen werden.

Die Antikorpertiter sollten dabei nach jeder Auffrischimpfung Uberwacht werden. Ein
zeitnahes Messen des Impftiters, basierend auf der aktuellen Datenlage etwa einen
Monat nach der Grundimmunisierung, ist von grofem Vorteil, um frihzeitig jene
Patienten zu detektieren, die aufgrund eines unzureichenden Antikorpertiters
hochgefahrdet sind, einen schweren Verlauf einer SARS-CoV-2-Infektion zu
entwickeln. Laut STIKO ist es in diesem Patientenkollektiv mdglich, die Impfungen im
Abstand von vier Wochen zu wiederholen, bis ein Impfansprechen zu verzeichnen ist.
Zudem besteht off-label-use die Mdglichkeit, Impfdosen zu erhéhen [95]. Aufgrund des
beobachteten raschen Titerabfalles 133 Tage (Median, Spannweite 106 — 157) nach
der zweiten Impfung, war es uns maoglich, frihzeitig Booster-Empfehlungen flr unsere
Patienten auszusprechen. Neben der praventiven MalRnahme einer Impfung ist es
weiterhin empfehlenswert, erganzende protektive Malhahmen wie das Tragen einer
medizinischen Maske, das Vermeiden von Menschenansammlungen und das Impfen
Angehdriger von Patienten nach alloHSZT zur Reduktion des Transmissionsrisikos

einzuhalten [79].

FUr den bestmdglichen Impfzeitpunkt spielt das Zeitintervall zwischen alloHSZT und
Impfung eine wichtige Rolle. Wir konnten zeigen, dass Patienten, die 12 Monate oder
spater nach der alloHSZT eine Impfung erhielten, signifikant hohere Titer erreichten
(p < 0,001). Laut EBMT wird eine SARS-CoV-2-Impfung frihstens drei Monate nach
der alloHSZT empfohlen. Der Zeitpunkt der Impfung sollte in Nutzen-Risiko-Abwagung
eruiert werden. Ein Herauszdégern der Impfung ist vertretbar, sofern im
Patientenumfeld ein niedriges Transmissionsrisiko und niedrige Pravalenzen und

Inzidenzen gemaf aktueller Pandemielage bekannt sind [79].

Es gibt Hinweise darauf, dass ein grolierer Abstand zwischen den beiden Impfungen
im Rahmen der Grundimmunisierung zu einer besseren Vakzin-Effektivitat und damit
einem besseren Schutz vor einer SARS-CoV-2-Infektion oder vor einer
Hospitalisierung fuhrt [112, 113]. Derzeit empfiehlt die STIKO daher einen erweiterten
Impfabstand von 4-12 Wochen innerhalb der Grundimmunisierung. Da zum Zeitpunkt
der bisherigen Studien ein Impfabstand von 3-4 Wochen gemafl den Angaben des

Herstellers eingehalten wurde, gibt es bei Patienten nach alloHSZT derzeit keine
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Literatur dazu. Dies ist perspektivisch interessant flur Patienten, die zukunftig eine
alloHSZT erhalten und somit eine neue Basisimmunitat bendtigen. Hierbei ist zu
hinterfragen, ob dies auch auf Patienten nach einer alloHSZT angewendet werden
kann, da die Antikorperkinetik und die Antikorperdynamik durch die verschiedenen
Einflussfaktoren in Zusammenhang mit der immunsuppressiven Therapie besonders

anspruchsvoll bleiben.

Des Weiteren sollte die Impfung basierend auf der aktuellen Datenlage bei einer
akuten, schwer kontrollierbaren GvHD dritten oder vierten Grades aufgeschoben
werden [79]. Insgesamt 35 % unseres Patientenkollektivs litt an einer chronischen
GvHD, die keinen signifikanten Einfluss auf die Antikorpertiter hatte. Unter den
Immunsuppressiva hatte Ruxolitinib einen signifikant negativen Einfluss auf den
Antikdrpertiter. Aus anderen Studien geht hervor, dass Immunsuppressiva einen
supprimierenden Effekt auf den Antikorpertiter haben kénnen [4, 13, 62]. Entsprechend
unserer Daten ist ein Impferfolg trotz immunsuppressiver Therapie und chronischer
GvHD moglich.

Herausfordernd bleibt derzeit, dass es noch keinen etablierten Grenzwert des Anti-
SARS-CoV-2-S1-IgG-Titers sowie des Neutralisationstiters gibt, der mit einem
konkreten Schutz vor einer Infektion korreliert. In unserer Studie korrelierte der Anti-
SARS-CoV-2-S1-IgG-Titer stark positiv mit dem Neutralisationstiter. Es gibt Studien
von gesunden Probanden die z.B. beobachteten, dass ab einem Antikorpertiter von
100 BAU/mI nach der Grundimmunisierung zwei Drittel der Teilnehmenden einen
klinischen Schutz vor einer SARS-CoV-2-Infektion entwickelten [114]. Jedoch ware ein
Titergrenzwert von gesunden Probanden nicht ausnahmslos auf Patienten nach
alloHSZT zu ubertragen, da in ein klinisches Modell die immunsupprimierenden

Einflisse aufgenommen werden mussten.

Die Grundimmunisierung von gesunden Probanden mit zwei Dosen des Impfstoffes
BNT162b2 ging mit 95 %iger Wirksamkeit gegen eine Covid-19-Erkrankung einher
[115]. Aus der COVE-Studie ging hervor, dass ein durch den Impfstoff mRNA-1273
bei den Patienten erzielter Neutralisationstiter (50 %) von 10, 100, 1000 zu einer
Vorbeugung der Infektion zu 78 %, 91 % und 96 % fuhrte [116]. Die Validierung von
Titergrenzwerten, die mit einem wirksamen Schutz vor einer Infektion mit SARS-CoV-
2 bei Patienten nach alloHSZT einhergehen, sollte in zukunftigen Studien erfolgen,

um eine Handlungsempfehlung fur den klinischen Alltag aussprechen zu kénnen.
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Als Limitation unserer Studie ist hier anzumerken, dass wir keine Aussage Uber die
Antikdrperreaktion nach einer Booster-Impfung machen kénnen, da wir Patienten nach
der Grundimmunisierung im Jahr 2021 einschlossen, als noch keine Indikation oder
Empfehlung fur eine Booster-Impfung bestand. Beitrag dieser Arbeit war vielmehr, eine

Indikation flr eine Booster-Impfung, basierend auf der Analyse der Antikorpertiter und
des beobachteten Titerabfalles, stellen zu kénnen.
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6 Anhang

Patientenfragebogen zur ASR-Studie

Antikorper- Seropravalenz und

Datum:

Impfung bei Patienten nach allogener Blutstammzelltransplantation

Ich,

CoV2 geimpft worden, und zwar mit dem Impfstoff der Firma

Die erste Impfung war am

Und erfolgte in den

Die zweite Impfung war am

Und erfolgte in den

Ich hatte folgende Nebenwirkungen
Schmerzen an der Impfstelle
Kopfschmerzen

Gliederschmerzen

Fieber

Schuttelfrost

Mudigkeit

Schwache

Sonstiges, und zwar

bin in den letzten 3 Monaten gegen SARS-

Ich erinnere keine Nebenwirkungen

O rechten Oberarm
O linken Oberarm
O weild nicht mehr
0 rechten Oberarm
0 linken Oberarm
O weifd nicht mehr
1. Impfung

l

l

0

l

l

l

l

l

0

2. Impfung
l

O

Immunantworten gegen eine SARS-CoV2
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Probandenaufklarung und -einverstandnis zur Studie:

Antikorper- Seropravalenz und Immunantworten gegen eine SARS-CoV2
Impfung bei Patienten nach allogener Blutstammzelltransplantation

Sehr geehrte Dame, sehr geehrter Herr,

im Rahmen der oben genannten Untersuchung moéchten wir Sie darum bitten, uns fur
die 0.g. wissenschaftliche Untersuchung eine Menge von jeweils 15 ml Blut
(entspricht ca. 2,5 Essloffeln) zur Verfligung zu stellen. Dies sind nur etwa 0,2% der
im Kérper vorhandenen Blutmenge. Es ist somit kein Nachteil flr Ihre Gesundheit zu
erwarten. Die Enthahme wird durch einen Arzt oder eine medizinische Fachkraft mit
Erfahrung in der Blutabnahme unter arztlicher Aufsicht durchgefuhrt.

Wir mdchten anhand der Blutprobe im Labor untersuchen, wie lhr Immunsystem auf
die COVID-19-Impfungen reagiert. Dazu sind bei Patienten nach allogener
Blutstammzelltransplantation noch nicht viele Daten bekannt. Moglicherweise konnen
wir durch diese Untersuchung dazu beitragen, dass die Impfungen fir Patienten
nach allogener Blutstammzelltransplantation weiter verbessert werden kdonnen.
Wenn Sie personlich lhren Antikdrpertiter mitgeteilt bekommen mochten, so kreuzen
Sie dies bitte bei der Einverstandniserklarung an. Wir weisen jedoch ausdrucklich
darauf hin, dass noch nicht bekannt ist ab welchem Titer ein Schutz gegen eine
COVID-19 Infektion oder Erkrankung besteht. Auch ein hoher Titer entbindet Sie
deshalb nicht von den empfohlenen SchutzmalRnahmen.

Wir gewinnen fur diese Untersuchungen zu mindestens zwei Zeitpunkten Serum aus
ihrem Blut, um dieses mittels verschiedener Antikorpertests zu untersuchen.
Gleichzeitig soll auch die Menge an speziellen Lymphozyten im Blut untersucht
werden.

Ihr Einverstandnis zur Teilnahme an dieser Studie und der Nutzung der bei Ihnen
gewonnenen Daten zur Forschung ist selbstverstandlich freiwillig. Sie kdnnen das
Einverstandnis jederzeit ohne Angabe von Griinden widerrufen, ohne dass lhnen
dadurch Nachteile entstehen. Wenn Sie lhre Zustimmung spater widerrufen, wird die
fir Forschungszwecke entnommene Blutmenge vernichtet und erhobene Daten
werden dauerhaft geldscht.

Risiken der Blutentnahme

Bei der Enthahme von 15 ml Blut aus der Unterarmvene oder der Handvene ist das
zu erwartende Risiko aulRerst gering. Daher wurde keine verschuldensunabhangige
Probandenversicherung fur diese Untersuchung abgeschlossen.
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Zu den Risiken der Blutabnahme gehort das Entstehen blauer Flecken im Bereich
der Einstichstelle sowie langere Nachblutungen, wenn Sie unter einer
antikoagulativen (blutverdiinnenden) Therapie stehen. Es besteht das sehr geringe
Risiko einer lokalen oder allgemeinen Infektion. In extrem seltenen Fallen kann es zu
einer Verletzung eines Nervs, evtl. sogar mit chronischem Verlauf, kommen.

Die Blutabnahme erfolgt an der Ihnen bekannten Stelle in der KMT-Ambulanz. Wir
mdchten Sie ausdrtcklich darauf hinweisen, dass keine zusatzliche studienbedingte
Wegeversicherung fur etwaige Unfalle besteht, die sich auf dem Weg zur Klinik oder
auf dem Heimweg ereignen, wenn Sie ausschlie3lich zum Zweck der
Studienblutabnahme in die KMT Ambulanz kommen sollten. Mit Ihrer Unterschrift
erklaren Sie sich hiermit einverstanden.

Vertraulichkeit der Daten / Datenschutz

Alle im Rahmen der Untersuchung erhobenen personenbezogenen Daten werden
entsprechend der arztlichen Schweigepflicht und den gesetzlichen Bestimmungen
des Datenschutzes vertraulich behandelt. Die Speicherung und wissenschaftliche
Auswertung des Datenmaterials erfolgt pseudonymisiert, d.h. ohne Angabe lhres
Namens (siehe Einwilligungserklarung zum Datenschutz). Die erhobenen Daten

werden nach zehn Jahren dauerhaft geléscht.

Informationen zum Datenschutz

Wahrend dieser Studie werden medizinische Befunde und persoénliche Informationen
(z.B. Alter, Geschlecht, Nationalitat, Vorerkrankungen) von Ihnen erhoben und in der
Studienzentrale in gesicherten Akten und elektronisch gespeichert. Rechtsgrundlage
fur die Verarbeitung ist lhre freiwillige und ausdruckliche Einwilligung im Sinne des
Art. 6 Abs. 1 S.1lit. a, 9 Abs. 2 lit. a DSGVO.

Die fir die Studie wichtigen Daten werden in pseudonymisierter Form gespeichert
und ausgewertet. Pseudonymisierung bedeutet, dass Ihr Name oder andere
Identifikationsmerkmale durch einen Code ersetzt werden, um die Feststellung lhrer
Identitat auszuschlieRen oder wesentlich zu erschweren. Dieser ,Schliussel”
(Verbindung zwischen lhrem Namen bzw. lhren Identifikationsmerkmalen und dem
Code) wird getrennt von lhren Ubrigen Befunden oder Informationen aufbewahrt.
Zugang zu dem Schlussel hat ausschlief3lich autorisiertes Personal der
Studienzentrale am Institut fir Medizinische Soziologie.

Die arztliche Schweigepflicht und datenschutzrechtliche Bestimmungen werden
eingehalten. Die Studienleitung wird alle angemessenen Schritte unternehmen, um
den Schutz |hrer Daten gemal’ den Datenschutzstandards der Europaischen Union
zu gewahrleisten. Die Daten sind gegen unbefugten Zugriff gesichert. Eine
Entschlusselung erfolgt nur bei einem Rucktritt von der Studie zum Zweck der
Datenvernichtung. Die wahrend der Studie erhobenen Daten werden 10 Jahre
aufbewahrt und anschlief3end

geldscht. Die Daten werden ausschlie3lich zu Zwecken dieser Studie verwendet. Wir
weisen darauf hin, dass bereits anonymisierte Daten und Daten, die in
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wissenschaftliche Auswertungen eingeflossen sind, nicht mehr auf Wunsch geldscht
werden konnen. Die von Ihnen unterschriebene Einwilligungserklarung sowie der
Fragebogen werden zehn Jahre nach Studienende gespeichert. Nach Ablauf dieser
Frist werden die Dokumente vernichtet.

Gegebenenfalls werden die Ergebnisse dieses Forschungsprojekts auch in
wissenschaftlichen Zeitschriften veroffentlicht. Auch dies erfolgt in vollstandig
anonymisierter Form, das bedeutet, ohne die Mdglichkeit fur Rlickschlusse auf lhre
Identitat. Inr Name wird in keinem Bericht erwahnt oder auf sonstigem Wege
veroffentlicht. Der Verantwortliche flr die studienbedingte Verarbeitung
personenbezogener Daten ist der Studienleiter: Prof. Dr. med Guido Kobbe in der
Klinik fur Hamatologie, Onkologie und Klinische Immunologie, Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf / Universitatsklinikum Duisseldorf, Universitatsstralle 1 40225
Dusseldorf. Email: kobbe@med.uni-duesseldorf.de.

Sie kénnen als betroffene Person jederzeit die lhnen durch die EU-DSGVO
gewahrten Rechte geltend machen:

e das Recht auf Auskunft, ob und welche Daten von lhnen verarbeitet werden
(Art. 15 EU-DSGVO),

e das Recht, die Berichtigung oder Vervollstandigung der Sie betreffenden
Daten zu verlangen (Art. 16 EU-DSGVO),

e das Recht auf Loschung der Sie betreffenden Daten nach MalRgabe des Art.
17 EUDSGVO,

e das Recht, nach Maligabe des Art. 18 EU-DSGVO eine Einschrankung der
Verarbeitung der Daten zu verlangen,

e das Recht eine erteilte Einwilligung jederzeit zu widerrufen. Die
Rechtmaligkeit der aufgrund der Einwilligung bis zum Widerruf erfolgten
Verarbeitung wird dadurch nicht berthrt (Art. 7 Abs. 3 EU-DSGVO),

e das Recht auf Widerspruch gegen eine kiinftige Verarbeitung der Sie
betreffenden Daten nach Mal3gabe des Art. 21 EU-DSGVO.

Bei Anliegen, Fragen oder Beschwerden zur Datenverarbeitung und zur Einhaltung
der datenschutzrechtlichen Anforderungen wenden Sie sich bitte zunachst an den
Studienleiter (Kontaktdaten siehe oben). Fur weiterflihrende Fragen oder bei
Problemen bzgl. des Datenschutzes kénnen Sie sich an folgende Stellen wenden:
Datenschutzbeauftragte/r der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf Universitatsstr.
1,40225 Dusseldorf datenschutzbeauftragter@hhu.de

Im Falle einer rechtswidrigen Datenverarbeitung haben Sie das Recht, sich bei der
Aufsichtsbehdrde zu beschweren: Landesbeauftragte fur Datenschutz und
Informationsfreiheit Nordrhein-Westfalen Postfach: 20 04 44, 40102 Dusseldorf E-
Mail: poststelle@Idi.nrw.de

Dusseldorf, im Mai 2021

Prof. Dr. med. Guido Kobbe

Universitatsklinikum Dusseldorf

Klinik fur Hamatologie, Onkologie und Klinische Immunologie

Tel: 0211 81 17720
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Einwilligungserklarung zur Teilnahme an der Studie: Antikorper-
Seropravalenz und Immunantworten gegen eine SARS-CoV2
Impfung bei Patienten nach allogener Blutstammzelltransplantation

Ich, , habe die o.g.
Probandeninformation

gelesen und mit Uber die geplante
Studie gesprochen. Meine Fragen wurden ausreichend beantwortet. Ich bin mit der
Teilnahme an der Untersuchung einverstanden.

Ich mochte das Ergebnis der Titerbestimmung mitgeteilt bekommen
Jja
1 nein

Datum/Unterschrift:

Datum/Unterschrift aufklarender Arzt:
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Einwilligungserklarung zum Datenschutz (Probanden):

Antikorper- Seropravalenz und Immunantworten gegen eine SARS-
CoV2 Impfung bei Patienten nach allogener
Blutstammzelltransplantation

Mir ist bekannt und ich willige ein, dass bei dieser Studie personenbezogene
Daten, insbesondere medizinische Befunde, iber mich erhoben, gespeichert
und ausgewertet werden sollen. Die Verwendung der Angaben uber meine
Gesundheit erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen und setzt vor der
Teilnahme an der Studie folgende freiwillig abgegebene Einwilligungserklarung
voraus, d.h. ohne die nachfolgende Einwilligung kann ich nicht an der Studie
teilnehmen.

Einwilligungserklarung zum Datenschutz

1) Ich willige ein, dass im Rahmen dieser Studie erhobene Daten, insbesondere
Angaben Uber meine Gesundheit, erhoben, in Papierform oder auf
elektronischen Datentragern bei/in Institut flr Virologie pseudonymisiert
(verschlusselt) aufgezeichnet und gespeichert werden. Ein Personenbezug ist
damit far Dritte nicht mehr herstellbar.

2) Ich bin daruber aufgeklart worden, dass ich meine Einwilligung in die
Aufzeichnung, Speicherung und Verwendung meiner Daten jederzeit widerrufen
kann. Bei einem Widerruf werden meine Daten unverztglich geléscht.

3) Ich willige ein, dass meine Daten nach Beendigung oder Abbruch der Studie
10 Jahre lang aufbewahrt werden. Danach werden meine personenbezogenen
Daten geldscht, soweit dem nicht gesetzliche, satzungsgemalie oder
vertragliche Aufbewahrungsfristen entgegenstehen.

Name Studienteilnehmer/in (Druckbuchstaben)  Datum Unterschrift
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