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Einleitung

1. Einleitung und Fragestellung

Im Dezember 2019 hauften sich unklare Pneumonie-Falle in Wuhan, China, bis die
Erkrankung beziehungsweise das auslosende Virus im Januar 2020 ihren Namen erhielten:
Coronavirus-Krankheit 2019  (COVID-19) beziehungsweise  Schweres  Akutes
Respiratorisches Syndrom-Coronavirus-2 (SARS-CoV-2). Die Erkrankung breitete sich rasant
aus und wurde bereits im Marz 2020 von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) zur
Pandemie erklart (Siddiqui et al., 2022; World Health Organization, 2020). Bis November
2024 wurden weltweit knapp 777 Millionen Krankheitsfalle und Gber 7 Millionen Todesfalle
aufgezeichnet, die realen Zahlen lagen vermutlich deutlich hoher (World Health

Organization, 2024a; World Health Organization, 2024b).

Nach einer langen Zeit, die durch Ausgangs- und Kontaktbeschriankungen gepragt war,
kehrte Mitte 2022 in weiten Teilen der Welt wieder Normalitat ein. Einen groRen Beitrag
dazu leisteten und leisten nach wie vor neu und schnell entwickelte mRNA- (Boten-
Ribonukleinsdure) und Adenovirus-basierte Impfstoffe gegen SARS-CoV-2. Als erster
Impfstoff, nur ein Jahr nach der Meldung des ersten COVID-19-Patienten, wurde der von
BioNTech/Pfizer entwickelte mRNA-Impfstoff BNT162b2, spater auch als COMIRNATY
bezeichnet, zugelassen (Lamb, 2021; Siddiqui et al., 2022).

Um das Prinzip der Impfung und daraus resultierenden immunologische Prozesse richtig
einordnen zu kénnen, werden im Folgenden zunachst die Grundlagen der Immunologie
erlautert, bevor spater naher auf das SARS-Coronavirus und das Vakzin BNT162b2

eingegangen wird.
1.1. Das Immunsystem

Das menschliche Immunsystem zeichnet sich durch ein komplexes Zusammenspiel
verschiedener Zellen, Gewebe und Molekiile aus. Seine Aufgabe besteht darin, schadliche
Eindringlinge wie Bakterien, Viren und Parasiten zu erkennen und zu bekdampfen. Es lasst
sich in die angeborene, unspezifische sowie die erworbene, spezifische Immunantwort

gliedern, die jeweils zellulare und I6sliche Anteile beinhaltet.
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1.1.1. Das angeborene (unspezifische) Immunsystem

Ab der Geburt vorhanden, stellt das angeborene Immunsystem eine erste Barriere gegen
Eindringlinge dar. Dazu gehéren mechanische, chemische und mikrobiologische Barrieren
durch das Oberflachenepithel von Haut, Darm, Lunge und Augen, Nase und Mund, aber
auch eine Gruppe von Leukozyten: darunter Monozyten, Makrophagen, Granulozyten,
Mastzellen, dendritische Zellen und natdrliche Killerzellen (NK-Zellen). Letztere zusammen
bilden die zellulare Komponente. Unterstiitzt von Botenstoffen, den Zytokinen und
Chemokinen, bekampfen sie den Erreger. Erganzend wirkt die humorale Komponente: das
Komplementsystem. Dieses besteht aus einer Gruppe von Uber 30 Proteinen, die nach ihrer
Aktivierung verschiedenste Funktionen Gbernehmen. Dazu gehdren die Opsonisierung, also
die oberflachliche Markierung von Erregern zur leichteren Erkennung und Zerstérung durch
Fresszellen (Phagozyten), die direkte Lyse von Bakterien und Viren durch Porenbildung
sowie die Rekrutierung und Aktivierung von Entziindungszellen. (Murphy und Weaver,

2018a)

Das angeborene Immunsystem wird haufig vereinfacht als erste, schnelle und unspezifische
Abwehrreaktion beschrieben. Tatsachlich reagiert es innerhalb weniger Stunden, wahrend
die erworbene Immunantwort mehrere Tage benotigt. Der Begriff ,,unspezifisch” verweist
jedoch auf eine zentrale Einschrankung des angeborenen Schutzmechanismus: Er kann
Eindringlinge anhand ihrer Pathogen-assoziierten molekularen Muster (PAMPs) erkennen)
und als fremd einstufen - allerdings liber eine begrenzte Anzahl an unveranderlichen
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs). Dabei konnen einerseits Erreger (ibersehen und
andererseits die erkannten Eindringlinge nicht weiter differenziert werden. Hinzu kommt,
dass das angeborene Immunsystem Uber keinerlei Gedachtnisfunktion verfiigt; bei jeder
erneuten Infektion mit demselben Erreger beginnt die unspezifische Immunantwort von
Neuem. Im Gegensatz dazu bekdampft die adaptive Immunantwort Eindringlinge deutlich
wirksamer, da sie liber erregerspezifische Rezeptoren verfligt und alle Ressourcen gezielt

auf den jeweiligen Erreger konzentrieren kann. (Murphy und Weaver, 2018a)
1.1.2. Das erworbene (spezifische, adaptive) Inmunsystem

Das erworbene Immunsystem entwickelt sich, wie der Name schon andeutet, im Laufe des

Lebens immer weiter und zeichnet sich durch eine spezifischere Funktionsweise aus. Im
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Gegensatz zur angeborenen Komponente kann es Eindringlinge gezielt erkennen, spezifisch
auf sie reagieren und ein Immungedachtnis aufbauen. Diese Eigenschaften beruhen auf
einer bestimmten Gruppe von Leukozyten: den Lymphozyten. Letztere lassen sich in B- und
T-Zellen unterteilen (Kaech et al., 2002). Beide Zelltypen tragen variable antigenspezifische
Rezeptoren auf ihrer Oberflache, wobei jede naive B- oder T-Zelle immer nur eine
spezifische Rezeptor-Variante exprimiert. Nach ihrer Aktivierung konnen sich beide
Zellgruppen entweder zu Effektor- oder Gedachtniszellen differenzieren. Gedachtniszellen
kdnnen bei erneutem Antigenkontakt wiederum Effektorzellen hervorbringen. CD8-positive
(CD8+) -Effektorzellen sind in der Lage, infizierte Zellen direkt zu téten, wahrend CD4-
positive (CD4+) T-Effektorzellen B-Zellen unterstiitzen. B-Zellen wiederum sind fir die
Produktion von antigenspezifischen Antikdrpern verantwortlich, die die humorale

Komponente des adaptiven Immunsystem bilden. (Murphy und Weaver, 2018a)

Eine enge Zusammenarbeit zwischen dem angeborenem und erworbenen Immunsystem
ist fur eine effektive Abwehrreaktion entscheidend. Das angeborene System wird durch das
adaptive  System unterstitzt, indem dessen Komponenten beispielsweise
Komplementreaktionen ausldsen und verstarken oder GibermaRige Entziindungsreaktionen
kontrollieren konnen. Umgekehrt ist die adaptive Antwort auf das angeborene System
angewiesen, das die Aktivierung und Reifung spezifischer Zellen férdert. (Murphy und

Weaver, 2018b)
1.1.2.1. T-Lymphozyten (T-Zellen)

T-Lymphozyten erkennen Antigene mithilfe ihrer T-Zell-Rezeptoren (TCR) und kdnnen
anhand deren Ko-Rezeptoren in zwei Gruppen eingeteilt werden: CD4+ T-Helfer-Zellen und
CD8+ zytotoxische T-Zellen. Diese erkennen Antigene (Peptide) jedoch nur, wenn sie auf der
Oberflache koérpereigener Zellen durch sogenannte MHC-Molekiile prasentiert werden
(Nicholson, 2016). Dabei interagiert der Ko-Rezeptor CD8 mit MHC-Klasse-I Molekdlen, die
auf nahezu allen kérpereigenen Zellen exprimiert werden. lhr Ziel ist es, virusinfizierte

Korperzellen zu eliminieren und somit die virale Ausbreitung einzuddmmen.

CD4+ T-Lymphozyten werden hingegen durch die Interaktion mit MHC-Klasse-Il Molekiilen
aktiviert, die auf der Oberflaiche spezifischer Immunzellen wie dendritischen Zellen,

Makrophagen und B-Zellen exprimiert werden. Die von MHC-Il prasentierten Antigene
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stammen Uberwiegend von extrazellularen Erregern. Nach ihrer Aktivierung differenzieren
CD4+ Lymphozyten zu T-Helferzellen (Tu-Zellen) oder regulatorischen T-Helferzellen (Treg-
Zellen). Verschiedene Subtypen der T-Helferzellen, wie Tul-, Tu2- und Tnl7-Zellen
produzieren verschiedene Zytokine und regulieren als follikuldare T-Helferzellen (Trn-Zellen)
in Lymphgeweben die B-Zell-Antwort. Regulatorische T-Helferzellen verhindern
Uberschiefende Immunreaktionen (Sheikh und Groom, 2020). Bei jedem Antigenkontakt
differenzieren sich einige CD4+ sowie CD8+ T-Zellen zu spezifischen Gedachtniszellen, die
eine schnelle und effiziente Immunantwort bei erneuter Infektion gewahrleisten. (Murphy

und Weaver, 2018a)
1.1.2.2. B-Lymphozyten (B-Zellen)

B-Lymphozyten werden im Knochenmark gebildet, reifen dort heran und verteilen sich
anschlieRend auf periphere lymphatische Organe, unter anderem in Lymphknoten, Milz
und Lymphgewebe der Schleimhaute. Nach ihrer Ankunft in der Peripherie sammeln sich
die naiven B-Zellen in den primaren Lymphfollikeln (B-Zell-Zone) der lymphatischen Organe,
wo sie mit ihrem spezifischen Antigen in Kontakt treten konnen, in der Regel prasentiert
durch Makrophagen oder follikulare dendritische Zellen. Nach dem Antigenkontakt
wandert die B-Zelle an die Grenze zur T-Zell-Zone. Hier tritt sie mit der weiter differenzierten
Form der T-Helferzelle, der Tru-Zelle, in Kontakt, welche die B-Zelle zur Proliferation anregt
(Turner et al., 2020). Zuriick am Rand des Follikels beginnt der B-Lymphozyt zu proliferieren
und sich zu differenzieren. Innerhalb von zwei bis drei Tagen wandern die neuen, aktivierten
B-Zellen weiter in die interfollikularen Regionen (Primarfokus). Hier proliferieren und
differenzieren sich die Lymphozyten innerhalb weniger Tage primar zu
antikdrperproduzierenden extrafollikularen Plasmazellen (PCs) oder zu B-Gedachtniszellen.
Diese extrafollikularen PCs leben in der Regel nur einige Tage (Kurosaki et al., 2015; Murphy

und Weaver, 2018c).

Andere aktivierte B-Zellen werden nicht Teil des Primarfokus, sondern wandern zusammen
mit ihren assoziierten Tru-Zellen zuriick in den Lymphfollikel. Dort proliferieren sie weiter,
bilden ein Keimzentrum und differenzieren sich zu intrafollikuldren langlebigen PCs oder

B-Gedachtniszellen (Kurosaki et al.,, 2015). Der Lymphfollikel wird nun als sekundarer
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Lymphfollikel bezeichnet, welcher fir einige Wochen nach dem ersten Antigenkontakt

bestehen bleibt (Murphy und Weaver, 2018c).

Kurzlebige extrafollikulare PCs im Primarfokus und langlebigere intrafollikuldare PCs im
Keimzentrum produzieren unterschiedliche Antikorper. Extrafollikuldre PCs sezernieren ab
Tag vier bis finf nach Antigenkontakt zunachst Immunglobulin M (IgM), das die friihe
adaptive humorale Immunantwort kennzeichnet. Teile dieser Zellen kdnnen zu anderen
Isotypen differenzieren. Ein Hauptmerkmal der extrafollikularen PCs ist deren
eingeschrankte Affinitat. In den Keimzentren hingegen finden neben dem Isotypenwechsel
auch Selektionsprozesse statt: die durch Hypermutationen im B-Zellrezeptor induzierte
Affinitatsreifung. Die hervorgehenden Zellen werden entweder zu Immunglobulin G- (IgG),
Immunglobulin A- (IgA)- oder Immunglobulin E- (IgE) -sezernierenden hochaffinen
langlebigen PCs oder zu B-Gedachtniszellen (Eibel et al., 2014). Die B-Gedachtniszellen
kdnnen bei erneutem Kontakt mit demselben Antigen eine schnellere und affinere
Antikdrperantwort auslosen, aber auch erneut die Selektionsprozesse der Keimzentren

durchlaufen. (Murphy und Weaver, 2018d)

Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dass die Aktivierung von B-Zellen nicht zwingend die
Zusammenarbeit mit Try-Zellen erfordert. Nicht-Protein-Antigene sind in der Lage, eine T-
Zell-unabhangige Antikdrperproduktion zu induzieren. Dabei kann auch ein Klassenwechsel
stattfinden (Hess et al., 2013), jedoch entstehen dabei kaum B-Gedachtniszellen. Die Rolle
dieser T-Zell unabhdngigen B-Gedachtniszellen ist noch wenig erforscht und daher unklar

(Kurosaki et al., 2015; Murphy und Weaver, 2018c).
1.2. Antikorper (Immunglobuline)

Antikorper, auch als Immunglobuline bezeichnet, sind von B-Zellen sezernierte
Glykoproteine und zentrale Effektoren der humoralen Immunantwort. lhre Fahigkeit,
spezifische Antigene zu erkennen, ermoglicht es ihnen, Pathogene direkt zu neutralisieren
oder Uber die Aktivierung des Komplementsystems und von Immunzellen deren Zerstérung
einzuleiten. Bei der Abwehr von Infektionen, der Regulierung der Immunantwort und der

Bildung von Immunitat nach Impfungen spielen Immunglobuline eine entscheidende Rolle.
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1.2.1. Struktur

Antikorper sind die sezernierte Form des membrangebundenen B-Zell-Rezeptors (BCR) auf
der Oberflache einer B-Zelle. Diese Glykopeptide stimmen in ihrer Struktur Gberein. Sie
bestehen aus zwei identischen leichten Ketten (k oder A) und zwei identischen schweren (|,
6, v, a, oder €) Ketten. Jede Kette wird ihrerseits aus verschiedenen Regionen gebildet. Die
schwere Kette eines IgG-Antikorpers umfasst vier Regionen: Vy, Cul, Cv2 und Cu3; die
leichte Kette besteht aus zwei Regionen: V. und C.. Die Ketten sind (iber Disulfidbriicken so
verbunden, dass sie ein Ypsilon formen. Die Vu- und Vi-Regionen bilden zusammen den
variablen Teil des Antikorpers, welcher die Antigenbindungsstelle beinhaltet; die C,-, sowie
die Cul-, Cu2- und Cu3-Regionen formen den konstanten Teil der jeweiligen Kette. Das
Molekdl kann in drei Stlicke aufgespalten werden: zwei Fab-Fragmente (aus Vu-, Cul-, Vi-
und Ci-Regionen), die fiir die Bindung von Antigenen verantwortlich sind, und ein Fc-
Fragment (bestehend aus Cu2- und Cu3-Regionen), das die Effektorfunktion bestimmt

(Abbildung 1). (Murphy und Weaver, 2018e; Schroeder und Cavacini, 2010)

Anhand der Sequenz der schweren Ketten, die entweder vom Typ W, 6, y, a, oder € sein
kann, wird das Molekdl einer der fiinf Hauptklassen beziehungsweise Isotypen zugeordnet:
Immunglobulin D (IgD), I1gM, 1gG, IgA und IgE. 1gG und IgA (Nicholson, 2016; Schroeder und
Cavacini, 2010). IgG und IgA lassen sich zudem in Subklassen unterteilen: IgG1, 1gG2, 1gG3
und 1gG4 beziehungsweise IgA1 und IgA2 (Murphy und Weaver, 2018f). Die konstante
Domadne der Ketten determiniert die charakteristischen Funktionen der einzelnen Klassen

beziehungsweise Subklassen (Goulet und Atkins, 2020).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung eines IgG-Molekiils

Dargestellt ist ein monomer vorliegender IgG-Antikorper (s. Kap. 1.2.1). An das Asparagin 297 in der
Cn2-Region kann eine Oligosaccharidstruktur angehangt werden (s. Kap. 1.2.3). Der Stern ,*“

markiert den Bisection-GIcNAc Zucker.
1.2.2. Funktion und Subklassen

Antikérper sind die Effektormolekiile der adaptiven humoralen Immunantwort. |hre
spezifische variable Region ermoglicht die Erkennung von Antigenen Uber zwei
Bindungsstellen, wahrend die konstante Region die Fc-abhangigen Effektorfunktionen
steuert. Durch die Bindung an Antigene, wie Toxine oder Oberflaichenmolekiile von Viren,
kdnnen Antikérper diese neutralisieren. Der Fc-Teil vermittelt dariber hinaus Funktionen
wie die Antikdrper-abhadngige Opsonisierung und Phagozytose durch Zellen (ADCP), die
Antikorper-, beziehungsweise komplementabhangige Zytotoxizitat (ADCC,
beziehungsweise CDC) sowie die Freisetzung inflammatorischer Mediatoren (Cobb, 2020;

Golay et al., 2022; Nimmerjahn et al., 2023).
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Neutralisierung bezeichnet die Bindung von Antikdrpern an Pathogene, wodurch deren
Eindringen in Zellen somit eine Infektion verhindert wird. Opsonisierung beschreibt die
oberflachliche Bedeckung von Erregern zur leichteren Aufnahme durch Phagozyten,
insbesondere Makrophagen und Neutrophile. Sind daran Antikérper beteiligt, spricht man
von ADCP. Eine Moglichkeit zur Aktivierung des Komplementsystems ist der klassische Weg
durch Antikorper. Die Kaskade wird durch die Anheftung von Pathogen-gebundenem IgM
oder IgG, also Immunkomplexen, an das Komplementprotein Clg ausgeldst. Dieser
Wirkmechanismus entspricht der CDC. ADCC beschreibt die Aktivierung von natirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) durch Antikorper, die daraufhin zytotoxische Granula freisetzen

(Golay et al., 2022; Goulet und Atkins, 2020).

Je nach Isotyp und Subklasse variieren die Eigenschaften der Immunglobuline. Nach der
Aktivierung einer B-Zelle wird zunachst IgM sekretiert, das auch den membrangebundenen
BCR vom IgM-Typ auf naiven B-Zellen widerspeigelt. Dieser Isotyp besitzt die Fahigkeit, J-
Ketten-abhangige Pentamere, seltener J-Ketten-unabhangige Hexamere, zu bilden.
Dadurch kann IgM effektiv Antigene binden, bevor die Affinitat der variablen Regionen im
Laufe der Immunantwort weiter erhoht wird (Randall et al., 1992). IgM als Pentamer findet
man im Blutkreislauf, jedoch kann diese Form auch Uber die gebundene J-Kette aktiv auf

mukosale Oberflachen transportiert werden.

IgD wird zusammen mit IgM auf der Oberflache reifer naiver B-Zellen exprimiert, jedoch
nur in geringen Mengen freigesetzt. Die genaue Funktion ist Gegenstand aktueller
Forschung. IgA tritt sowohl als Monomer oder auch als J-Ketten-abhangiges Dimer auf. Es
kommt im Blut sowie als Dimer auf mukosalen Oberflachen vor (Johansen et al., 2000). Als
Hauptakteur in Sekreten und auf Epithelien der Atemwege (ibt es dort eine essenzielle
Schutzfunktion aus. IgE, stets als Monomer, spielt eine wichtige Rolle in der Abwehr von
Parasiten und in der Pathophysiologie von Allergien. IgG, ebenfalls als Monomer, findet sich
in der Blutbahn, sowie in Extrazellularraumen. Wie IgM kann es mit dem Komplementfaktor
Clq interagieren und dadurch Komplementkaskaden auslosen (Goulet und Atkins, 2020;

Murphy und Weaver, 2018f).

IgG ist der haufigste Isotyp im Blut und Extrazellularraum und zeichnet sich durch die
langste Halbwertszeit im Serum aus: sie betragt etwa sieben Tage fiir IgG3 und 20-21 Tage

fir 1gG1, 1gG2 und IgG4. (Goulet und Atkins, 2020). 1gG ibernimmt auch in den unteren
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Atemwegen eine schiitzende Funktion, da es durch die weniger dichte Schleimschicht der
Alveolen hindurchdringen kann (Murphy und Weaver, 2018c). IgG-Antikdrper vereinen
vielfdltige Funktionsweisen: Neutralisierung, Opsonisierung, beziehungsweise ADCP, CDC
und ADCC (Schroeder und Cavacini, 2010; Yu et al., 2020). Seine neutralisierende Wirkung
entfaltet IgG insbesondere bei Toxinen, Bakterien und Viren. Viren nutzen haufig spezifische
Oberflaichenmolekiile, um an Wirtszellen zu binden, in sie einzudringen und eine Infektion
auszulosen. Neutralisierende IgG-Antikorper verhindern diese Bindung und blockieren
somit die Infektion. Uber das Fc-Fragment binden Immunglobuline an sogenannte Fc-
Rezeptoren (FcR), die ihre Effektorfunktionen vermitteln. IgG-Antikérper binden dabei
entweder an klassische (Typ-l) Fc-gamma-Rezeptoren oder an Typ-ll Fc-Rezeptoren, wie

zum Beispiel C-Typ-Lektin-Rezeptoren, wie DC-SIGN oder CD23 (Pincetic et al., 2014).

Insgesamt kommen FcRs in unterschiedlichen Kombinationen auf verschiedenen
Immunzelltypen und Blutplattchen vor. Die drei Varianten der klassischen humanen
Fc-gamma-Rezeptoren (FcyRs: FcyRI, FcyRlla/b/c und FcyRllla/b) erkennen den Fc-Teil von
IlgG. Wahrend FcyRI, FcyRlla/c und FcyRllla aktivierende Signalwege auslésen, vermittelt
FcyRllb hingegen inhibierende Signale (Golay et al., 2022; Oosterhoff et al., 2022). Bei
Aktivierung induzieren FcRs neben oben genannte Effektorfunktionen (ADCP, ADCC und
CDC) auch die Stimulation der aktivierten Zelle. Umgekehrt kann die Immunantwort durch
die Hemmung der Stimulation Uber FcyRIlb eingeddammt werden. Natirliche Killerzellen
(NK-Zellen), die fiir die ADCC entscheidend sind, tragen insbesondere den aktivierenden
FcyRllla auf ihrer Oberflache. Dieser bindet bevorzugt Immunkomplexe, die IgG1- und IgG3-
Antikorper enthalten. Im Gegensatz dazu exprimieren B-Zellen ausschliefllich den

inhibierenden FcyRIlb (Nimmerjahn und Ravetch, 2008).

Die oben beschriebenen Effektorfunktionen variieren zwischen den IgG-Subklassen IgG1--4.
IgG1 und 1gG3 sind in der Lage alle Funktionen auszuliben. Durch Hexamerbildung binden
sie besonders gut C1q und durch kénnen durch hohe Affinitdt zu aktivierenden FcyRs mit
diesen interagieren. IgG2 wirkt wenig opsonisierend und 16st nur eingeschrankt eine ADCC-
oder CDC-Antwort aus. IgG4 nimmt eine Sonderstellung unter den IgG-Subklassen ein. In
seinen Effektorfunktionen ahnelt es IgG2, kann jedoch keine CDC auslésen. Im Gegenteil
wurde vorgeschlagen, dass es sogar die Hexamerbildung durch IgG1 und IgG3 hemmen

kdonnte (Buhre et al., 2022; Lilienthal et al., 2018; Schroeder und Cavacini, 2010). Dartiber
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hinaus kann 1gG4 durch den sogenannten Fab-arm exchange Hybridantikbrper mit zwei
verschiedenen Antigenspezifitaten bilden, was die Moéglichkeit zur Immunkomplex-Bildung
einschrankt. Von allen IgG-Subklassen zeigt 1gG4 die niedrigste Affinitdt zu aktivierenden
FcyRs, wahrend es eine vergleichbare Affinitat zum inhibitorischen FcyRIIb aufweist (Bruhns
et al., 2009; Buhre et al., 2022; Goulet und Atkins, 2020). Aufgrund dieser Eigenschaften
werden 1gG4-Antikdrpern nicht nur aktivierende, sondern auch inhibitorische Funktionen

zugeschrieben.

Die 1gG-Subklassen-Gene sind in einer definierten Reihenfolge im Immunglobulin-
Schwereketten-gamma Genlocus angeordnet: 1gG3, 1gG1, IgG2 und IgG4. Aufgrund dieser
Anordnung kann eine B-Zelle beispielsweise noch von IgG3 zu IgG4 ,,switchen”, jedoch nicht
in umgekehrter Richtung. Bei bestimmten Immunantworten wird auch eine zeitliche
Abfolge der IgG-Subklassen beobachtet: Zunachst entstehen IgG3-Antikdrper, gefolgt von
IgG1, spater 1gG2 und schlieBlich IgG4 (Irrgang et al., 2023; Jackson et al., 2014). Die Art des
Erregers beeinflusst die dominierenden IgG-Subklassen in der Immunantwort.
Oberflachenproteine induzieren typischerweise IgG1-Antikorper, begleitet von geringeren
Mengen an IgG3 und IgG4. Bakterielle Kapselpolysaccharide |6sen bevorzugt die Produktion
von 1gG2 aus, wahrend Viren initial 1gG3 induzieren, gefolgt von IgG1. Wiederholte und
dauerhafte Exposition mit demselben Antigen fuhrt vorwiegend zur Produktion von IgG4
(Vidarsson et al., 2014). Durch Protein-Antigene T-Zell-abhangig aktivierte B-Zellen
produzieren nach dem Klassenwechsel eher I1gG1 und IgG3, seltener 1gG4 oder IgE. Im
Gegensatz dazu fuhrt die T-Zell-unabhangige Aktivierung von B-Zellen durch Polysaccharide
eher zur Bildung von 1gG2 (Vidarsson et al., 2014). Insgesamt wird 1gG1 und IgG3 eine
aggressivere Immunantwort zugeschrieben, wahrend 1gG2 und 1gG4 unter bestimmten

Bedingungen weniger aggressive Antworten hervorrufen.
1.2.3. Glykosylierung

Antikorper sind Glykoproteine. In Kapitel 1.2.1. wurde bereits die Proteinstruktur erklart,
hier soll auf die Glyko-Komponente eingegangen werden. Jedes Immunglobulin kann an
durch den Isotyp vorgegebenen Peptidsequenzen durch Kohlenhydratketten erganzt
werden. Die Glykosylierung kann bei IgG reguldar am Fc-, oder je nach Peptidsequenz am

Fab-Fragment stattfinden. Wahrend jedes IgG regular je eine Kohlenhydratkette an jeder
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schweren Kette im Fc-Teil tragt, sind es nur 15-25 % der variablen Regionen (van de
Bovenkamp et al.,, 2016). Jedes IgG besitzt ein konserviertes Asparagin 297 in der
konstanten Ch2-Region der schweren Ketten, wo Uber eine N-glykosidische Bindung
Polysaccharidstrukturen angehangt werden konnen. Die Kernstruktur besteht aus zwei N-
Acetylglucosaminen (GlcNAc), gefolgt von drei Mannose-Zuckern, welche zwei Arme
(Bisection) formen, jeweils verlangert durch ein GIcNAc. Die Arme kénnen durch Galaktose
und Sialinsaure verlangert werden, wahrend das Kernstiick durch einen Bisection-GIcNAc-
und/ oder durch ein Fukose-Baustein erganzt werden kann (Flevaris und Kontoravdi, 2022;
Nimmerjahn et al, 2023). Auf diese Weise ergeben sich verschiedenste
Glykosylierungsmuster (s. Abbildung 2), welche wie Isotypen und Subklassen Einfluss auf

die Eigenschaften des Immunglobulins nehmen.

GO(F)(b)  G1(F)(b) G2(F)(b) G2S1(F)(b) G2S2(F)(b)

B GlcNAC
@ Mannose

A Fukose

Q Galaktose

‘ Sialinsaure

Abbildung 2: Schematische Darstellung beispielhafter 1gG-Oligosaccharidstrukturen

Abgebildet sind mogliche Zusammensetzungen der Zuckerkette am Asparagin 297 der Cy2-Kette
eines |IgG-Antikorpers. Die Kernstruktur aus GIcNAc und Mannose (A) kann um (B) einen oder (C)
mehrere Galaktose- (G) -Zucker und (D, E) Sialinsaure(n) (S) ergdnzt werden. Zusatzlich kdnnen eine
Kern-Fukose (F) und/oder ein Bisection-GIcNAc (b) (gekennzeichnet durch ,,**) angeknlpft werden,

weshalb in der Abbildung die Bindung durch eine gestrichelte Linie dargestellt wird.

Der GroRteil der Antikorper-Glykosylierung findet in PCs statt, allerdings werden auch
extrazelluldre Modifikationen der Kohlenhydratkette diskutiert. Die extrazelluldren

Veranderungen sind jedoch langsam und beschranken sich vor allem auf den Fab-Teil des
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Immunglobulins. Die Aktivierung der B-Zellen und deren PCs sind im Laufe des Lebens
dynamisch und abhangig von Alter, Herkunft, Geschlecht, Krankheits- und metabolischem
Status und wirkt sich so unterschiedlich auf die 1gG-Subklassen Glykosylierung aus (Cobb,

2020; Nimmerjahn et al., 2023).

1.2.3.1. Fukose

Durchschnittlich etwa 94 % der humanen Gesamt IgG-Antikdrper im Blut tragen an ihrer
Kern-Kohlenhydratkette eine Fukose (Nimmerjahn et al., 2023; Vidarsson et al., 2014).
Dieser Anteil bleibt bei Erwachsen im Laufe des Lebens in Abwesenheit von wesentlichen
EinflussgroBen wie Krankheiten stabil. Im Rahmen von Autoimmunerkrankungen zeigen
sich in Bezug auf die IgG-Fukosylierung keine eindeutigen Muster und es konnte keine
eindeutige Funktion zugeordnet werden (Dekkers et al., 2018; Flevaris und Kontoravdi,
2022; Gudelj et al., 2018). Bei der Bekdampfung maligner Tumorerkrankungen scheint FO-
IgG jedoch von Vorteil zu sein, da dieses eine hohere Affinitdat zum aktivierenden FcyRllla,
zum Beispiel auf NK-Zellen, zeigt (Boune et al., 2020; Golay et al., 2022; Nimmerjahn und
Ravetch, 2008; Pereira et al., 2018; T. T. Wang, 2019).

Afukosylierte, antigenspezifische IgG1-Antikorper werden unter anderem mit alloimmunen
Reaktionen auf Erythrozyten und Thrombozyten sowie auf Humanes Immundefizienz-Virus
(HIV), Cytomegalovirus (CMV), Hepatitis B-Virus (HBV) und Dengue-Virus assoziiert (Golay
et al., 2022; Oosterhoff et al., 2022). Dariiber hinaus konnten nach Masern- und Mumps-
Impfungen (Lebendimpfstoffe) sowie entsprechenden Infektionen FO-IgGs nachgewiesen
werden (Larsen, de Graaf et al.,, 2021). Insgesamt wurde ein Zusammenhang mit
Immunreaktionen auf behiillte Viren, beziehungsweise auf Antigene, die in Membran-

gebundener Form prasentiert werden, vermutet (Larsen, de Graaf et al., 2021).

Bei der Bekampfung von Infektionen zeigte pathogenspezifischem FO-1gG einerseits positive
Wirkungen, etwa bei der Bekdmpfung von Malaria und HIV (Ackerman et al., 2013; Larsen,
Lopez-Perez et al., 2021). Andererseits wurden im Rahmen von Dengue-Fieber starkere
Infektionen und schweren COVID-19 Verlaufen massive Entzindungsreaktionen im
Verbindung mit FO-1gG beobachtet (Bournazos et al., 2021; Chakraborty et al., 2021; Larsen,
de Graaf et al.,, 2021). Speziell bei Dengue-Fieber konnte gezeigt werden, dass FO-IgG-

Antikérper in diesem Ausnahmefall vermehrt Pathogene in Zielzellen einschleusen kdnnen
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(Bournazos et al., 2021; Golay et al., 2022; Teo et al., 2023). Im Zusammenhang mit
schweren inflammatorischen Immunreaktionen bei COVID-19 wurde zudem ein hoher
Anteil an agalaktosylierten (G0)-Gesamt IgG Antikorpern (Pongracz et al., 2022) sowie die
Entstehung breit autoreaktiver 1gG Antikorper (Woodruff et al., 2020, 2022) beschrieben,

so dass die Ursache der starken Inflammation noch unklar bleibt.

Grundsatzlich wdre es wahrscheinlich eher wiinschenswert, dass Impfstoffe Antigen-

spezifische FO-IgG-Antikorper induzieren, die Pathogene effektiver attackieren.
1.2.3.2.  Bisection GIcNAc

Die Kernstruktur des humanen IgG-Glykoelements wird in 10-15 % der Falle mit einem
Bisection-GIcNAc modifiziert (Boune et al., 2020; Nimmerjahn et al., 2023). Vermehrtes
Vorkommen von Bisection im Gesamt I1gG wird mit inflammatorischen Bedingungen, zum
Beispiel im Rahmen von rheumatoiden Erkrankungen, entziindlichen Darmerkrankungen
und Diabetes mellitus Typ 2, in Verbindung gebracht (Flevaris und Kontoravdi, 2022; Meng
et al., 2022). Jedoch wurden verminderte autoantigenspezifische Bisection-lgG-Anteile im
Vergleich zum Gesamt IgG bei ANCA-assoziierter Vaskulitis und Vorliegen einer

Autoimmunhamolytischen Andamie nachgewiesen (Flevaris und Kontoravdi, 2022).

Die Veranderung des Bisection-Anteils bei Immunreaktionen auf Pathogene wurde bislang
kaum erforscht und zeigt kein klares Bild. Nach Impfungen gegen Influenza (inaktivierter
Virusimpfstoff) und Tetanus (Toxoidimpfstoff) wurde eine transiente Abnahme des
antigenspezifischen Bisection-IgG1l beobachtet, wahrend nach der Impfung gegen HIV
(Viraler Vektorimpfstoff) mehr Bisection und bei der Impfung gegen Meningokokken (Outer
Membrane Vesicle-Impfstoff) keine Veranderungen zu sehen waren (Mahan et al., 2016;
Selman et al., 2012; Vestrheim et al., 2014). Der Einfluss auf die Funktion des Glykoproteins
ist Gegenstand aktueller Forschung. In einigen Studien wird von einer hoheren Affinitat zu
FcyRllla durch die Anwesenheit eines Bisection-GIcNAcs berichtet, was zu einer erhohten
ADCC-Zunahme fiihren kdnnte (Ferrara et al., 2006). Andere Studien debattieren diese

Beobachtung (Hodoniczky et al., 2005; Shinkawa et al., 2003).

Im Rahmen von COVID-19 wurden beim geringere Bisection-Anteile beim SARS-CoV-2-
spezifischen 1gG(1) im Vergleich zum Gesamt IgG(1) beobachtet. Dabei zeigte das

spezifische IgG(1) eine transiente Abnahme des Bisection-Anteils nach Infektion,
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beziehungsweise nach der Impfung, und im Verlauf eine Zunahme (Farkash et al., 2021;
Larsen, de Graaf et al., 2021; Pongracz et al., 2022; Siekman et al., 2022; St. Germain et al.,
2023). Schwerere COVID-19-Verldufe korrelierten bei einer Studie mit vermehrtem anti-S1
lgG1-Bisection (Pongracz et al., 2022), wahrend eine andere Studie niedrige anti-S IgG1-
Bisection-Level in Verbindung mit schweren Verlaufen nachwies (Larsen, de Graaf et al.,

2021).

1.2.3.3. Galaktose

Das zustandige Enzym filr die 1gG-Fc-Galaktosylierung ist die B-1,4-Galaktosyltransferase
(B4GalT1) (T. T. Wang, 2019). Der Anteil galaktosylierten IgGs (Gal-IgG) ist duBerst variabel,
zwischen 20 und 80 %, steigt zum Beispiel in der Schwangerschaft und sinkt bei
Entziindungen und im Alter (Jennewein et al., 2019; Nimmerjahn et al., 2023). Passend dazu
wurden hohe Spiegel agalaktosylierter IgG-Antikorper (GO-IgG) bei inflammatorischen
Zustanden, zum Beispiel im Kontext von Autoimmunerkrankungen, nachgewiesen (Buhre
et al., 2022; Cobb, 2020; Gudelj et al., 2018). Dariber hinaus konnten Immunkomplexe mit
murinem Gal-IgG1 Uber die Interaktion mit FcyRIlb und Dectin-1 inflammatorische
Immunprozesse inhibieren (Karsten et al., 2012). Im Rahmen von Autoimmunitat gilt GO-
IgG als inflammatorisch, wahrend Gal-IgG antiinflammatorische Wirkungen zu haben

scheint.

Im Kontext von Infektionserkrankungen zeigt sich bisher kein klares Bild. Bei
Immunreaktionen gegen HBV und HCV korrelierte eine niedrige antigenspezifische IgG-
Galaktosylierung mit der Schwere der Erkrankung (Mehta et al.,, 2008), wahrend
antigenspezifisches GO-IgG1 in Zusammenhang mit besseren antiviralen Antworten gegen

HIV und nach Impfungen gebracht wurde (Ackerman et al., 2013; Vaccari et al., 2016).

Eine mogliche Erklarung konnte in der Beobachtung liegen, dass die IgG-Galaktosylierung
unterschiedliche Effekte auf verschiedene Immunaktivierungen zu haben scheint. Es wurde
darliber berichtet, dass durch die Prasenz endstandiger Galaktose-Zucker an der
Kohlenhydratkette, die IgG-Fc-Fragmente vermutlich besser interagieren und dadurch
verstarkt hexamerisieren und Clq und somit die CDC aktivieren (Dekkers et al., 2017;
Nimmerjahn et al.,, 2023; van Osch et al.,, 2021). Wie bei der inflammatorischen

Autoimmunitat konnte GO-IgG starker Neutrophile aktivieren.
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Uneinigkeit besteht dariiber, ob Gal-IgG einen Einfluss auf FcyRs hat. Mdglich ist, dass
Galaktose die Bindung von IgG1 an FcyRlla und FcyRllla verstarkt, und somit auch die ADCC
(Dekkers et al., 2017; Thomann et al., 2015). Passend dazu zeigten Jennewein et al. (2019),
dass Gal-1gG im Vergleich zu GO-1gG starker an FcyRs auf NK-Zellen bindet, wodurch diese
zur Degranulierung und Chemokin-Sekretion animiert wurden. Im Gegensatz dazu
beobachteten Vicente et al. (2022) im Rahmen von COVID-19 eine starkere Bindung von
GO-1gG an FcyRllla, was zu einer verstarkten NK-Zell-Aktivierung, beziehungsweise ADCC,

fahrte.

Weitere Untersuchungen missen in Zukunft angestrebt werden, um Klarheit dariiber zu
bringen. Verschieden galaktosylierte 1gG-Subklassen mogen auf Komplement und
verschiedene Immunzellen auch tGiber noch unbekannte Glyko-Rezeptoren unterschiedliche

Auswirkungen haben.
1.2.3.4. Sialinsaure

In der Literatur finden sich breite Angaben zum Anteil sialylierten Gesamt IgGs (Sial-1gG)
und reichen von zwei bis zu 15 % (Boune et al., 2020; Nimmerjahn et al., 2023; Vidarsson
et al., 2014). Dieser Anteil unterliegt vielen Einfliissen, sinkt zum Beispiel im Alter und steigt
bei erhéhtem Ostrogenspiegel (Nimmerjahn et al., 2023). Das zustindige Enzym fiir die

endstandige IgG-Fc -Sialylierung ist die a-2,6-Sialyltransferase (ST6GAL1) (T. T. Wang, 2019).

Im Kontext von Autoimmunerkrankungen wird Sial-IgG eine antiinflammatorische Wirkung
zugeschrieben, wahrend unsialyliertes IgG (SO-1gG) eher als inflammatorisch gilt (Gudelj et
al., 2018) und natirlich durch Verlust des Anknipfungspunktes mit GO-IgG korreliert.
Einerseits scheint antigenspezifisches SO-1gG1 (wie auch G0-IgG1) bei der Bekdmpfung von
HIV von Vorteil zu sein (Ackerman et al., 2013), andererseits wurde bei Influenza-
spezifischem 1gG ein groRerer sialylierter Anteil im Vergleich zum Gesamt IgG gemessen
(Mahan et al., 2016). Nach Vakzinierung gegen Influenza, Tetanus, Pneumokokken und
Meningokokken zeigten sich kurzfristig vermehrt Sial-IgG (wie auch Gal-1gG) (Selman et al.,
2012; Vestrheim et al.,, 2014). Dabei konnten nach Influenza-Impfung vermehrte
antigenspezifische Sial-lgGs nachgewiesen werden, welche eine Rolle in der

Affinitatsreifung von IgG zu spielen scheinen (T. T. Wang et al., 2015).
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Der genaue Einfluss der Sialylierung auf die Funktion von IgG(1) wird noch erforscht.
Beispielsweise soll die antiinflammatorische Wirkung des im Rahmen der Therapie von
Rheumatoider Arthritis in groBen Mengen (2mg/kg) eingesetzten IVIG (intravendses
Immunglobulin) durch Sial-IgG vermittelt werden (Kaneko et al., 2006). Dabei soll die
Sialylierung des Gesamt Serum IgGs wie ein grofSes immunologisches Puffersystem wirken,
bei dem Sial-1gG Uber ein C-Typ-Lektin-Rezeptor, DC-SIGN, zum Beispiel den inhibitorischen
FcyRllb hochreguliert (Anthony et al., 2011; Sondermann et al., 2013). Darlber hinaus wird
diskutiert, ob die Sialylierung von IgG zu einer Konformationsanderung flihrt, woraus eine
geringere Affinitdt zu aktivierenden FcyRs und stattdessen eine hohere Affinitat zu
zuckerbindenden Rezeptoren wie DC-SIGN und CD23 resultiert (Anthony et al., 2011;
Kaneko et al., 2006; Pincetic et al., 2014; Sondermann et al., 2013; Temming et al., 2019).
Die Bindung von Sial-IgG an CD23 soll eine starkere Expression von FcyRllb auf B-Zellen
induzieren und somit die Aktivierungsschwelle Uber den BCR erhdhen, sodass nur
besonders antigenaffine Zellen weiter proliferieren und sich differenzieren kénnen, um
hochaffine Antikorper zu produzieren (T. T. Wang et al., 2015; T. T. Wang, 2019). AuBRerdem
wurde in vitro die Storung der Immunkomplexbildung und CDC durch Sial-1gG im Vergleich
zu Gal-lgG beobachtet (Collin und Ehlers, 2013; T. Li et al.,, 2017; Quast et al., 2015;
Thomann et al., 2015).

Der Effekt auf NK-Zellen und somit die ADCC fallt abhangig vom Kontext unterschiedlich aus
und beteiligte Rezeptoren sind (noch) unbekannt. Somit zeigten Sial-lgG-Antikorper in
einigen Studien (zum Teil in Kombination mit Fukosylierung) eine verminderte NK-Zell-
Aktivierung , beziehungsweise korrelierte SO-IgG (wie auch GO0-IgG) mit einer verstarkten
NK-Zell-Aktivierung (Saldova et al., 2008; Vicente et al., 2022). Boudreau et al. (2023)
zeigten hingegen vermehrte NK-Zell-Degranulierung im Zusammenhang mit Sial-IgG. Auch

hier missen in Zukunft weitere Studien Klarheit bringen.

Die Sialylierung der IgG-Antikérper wird insbesondere bei der Produktion je nach
Aktivierung der B-Zelle reguliert. Innerhalb eines Individuums variiert die Sialylierung
antigenspezifischer 1gG-Antikorper, welche von externen Stimuli auf die aktivierte B-Zelle
abhangt (Bartsch et al., 2020; Nimmerjahn et al., 2023). Je nach Ko-Stimulierung der B-Zelle,

zum Beispiel durch unterschiedliche Zytokine, wird die Expression der ST6GAL1 und damit
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der Sialylierungsgrad der IgG-Antikorper reguliert (Bartsch et al., 2020; Hess et al., 2013; T.
T. Wang, 2019).

Interessante Erkenntnisse lieferte eine Immunisierungsstudie in Mausen mit Fremdprotein
und verschiedenen Adjuvantien (Bartsch et al., 2020). Die Studie zeigte, IgG-Antikérper kurz
nach einer Immunisierung, produziert von kurzlebigen extrafollikularen Plasmazellen mit
hoher ST6GAL1-Expression, stark galaktosyliert und sialyliert waren. Mit der Zeit
dominierten jedoch langlebige, keimzentrumsabhangige Plasmazellen mit niedriger
ST6GAL1-Expression und niedrige IgG-Galaktosylierung und -Sialylierung. Diese Ergebnisse
kdnnten einen die oben beschriebenen unterschiedlichen Beobachtungen erkldren und
darauf hindeuten, dass der Zeitpunkt der Messung der IgG-Glykosylierung eine
entscheidende Rolle spielt. Dariiber hinaus liefert die Studie erste Hinweise darauf, dass
friihe und spate 1gG-Antikorper nach einer Impfung unterschiedliche Funktionen erfillen

kdnnten.
1.3. Impfungen

Das Verstandnis des Immunsystems nutzt der Mensch, um Schutzstrategien gegen Erreger
zu entwickeln: Impfungen. Ziel der Impfung ist es, eine moglichst nachhaltige Immunitat zu

induzieren, das immunologische Gedachtnis des adaptiven Immunsystems als Schlissel.
1.3.1. Prinzip

Das Prinzip der Impfung basiert auf der Exposition mit einem bestimmten abgetdteten oder
attenuierten Pathogen oder einem Pathogenbestandteil (Antigen; inzwischen oft ein
Oberflachenprotein) plus Adjuvans, welches im kontrollierten Rahmen eine Immunreaktion
auslésen und somit auch das immunologische T- und B-Zell-Gedachtnis aktivieren soll.
Adjuvantien wie Aluminiumhydroxid wurden urspriinglich als Depotsubstanz entwickelt,
um das applizierte Molekil langer im Kérpergewebe zu halten. Heute weild und nutzt man,
dass Adjuvantien wie immunologische Ko-Stimuli wirken kdénnen und es werden
verschiedenste Adjuvantien entwickelt, um definierte Immunreaktionen zu férdern
(Pulendran et al., 2021). Die latent im Organismus vertretenen Gedéachtniszellen sollen bei
einer tatsachlichen Infektion schneller und in groRBerer Anzahl aktiviert werden, um den
Erreger schnell und effektiv zu bekdampfen, sodass die Erkrankung im besten Fall nicht
ausbricht und keine Folgeschaden hinterlasst (Vetter et al., 2018). Je nach Natur des
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Erregers setzt eine schiitzende Immunitat verschiedene Mechanismen voraus. Die meisten
Pathogene konnen durch Antikorper effektiv bekdampft werden, andere, vor allem
intrazelluldre Pathogene, erfordern zusatzlich eine zellulare CD8+ T-Zell-Gedachtnisantwort

(Murphy und Weaver, 2018a).

Um die Grundlage fiir eine ausreichende langfristige Immunitat zu legen, werden einige
Impfstoffe mehrfach verabreicht. Nach der primaren Immunisierung bilden sich bereits
erste antigenspezifische Antikérper und Immunzellen. Nach einer voriibergehenden
Plateau-Phase sinken die Immunglobulin-Titer. Wird das ,vorgewarnte” Immunsystem zum
richtigen Zeitpunkt im Rahmen einer sekundaren Immunisierung (Boost) erneut mit dem
Antigen konfrontiert, entstehen einerseits hohere Antikorpertiter, welche zusatzlich die
Affinitatsreifung im Keimzentrum durchlaufen haben. (Murphy und Weaver, 2018a). Die
Antikorpertiter fallen Gber die Zeit wieder ab, aber die IgG-Antikorpertiter halten je nach
Impfung ein gewisses Niveau, welches von langlebigen PCs generiert wird. Diese kbnnen je
nach Impfstoff Uber viele Jahre bestehen. In der Regel wird eine Impfung insbesondere an
der Menge der initial entstehenden und manchmal zusatzlich an den langlebigen 1gG-

Antikorpern charakterisiert (Chen et al., 2022).

Auf dem aktuellen Markt werden unterschiedliche Impfstofftypen angewendet, unter
anderem Lebendimpfstoffe mit attenuierten Erregern, Tot-, Peptid- und Vektorimpfstoffe,
sowie mMRNA-Impfstoffe, die fiir ein definiertes Pathogenoberflaichenprotein kodieren.
mMRNA Impfstoffe erlangten im Rahmen der COVID-19 Pandemie grofl3e Bekanntheit, als der
erste Impfstoff seiner Art, BNT162b2 mit dem Handelsnamen COMIRNATY aus dem Hause

BioNTech/Pfizer, zugelassen wurde (Jain et al., 2021).
1.3.2. mRNA-Impfstoffe

mRNA wurde in den 1960ern entdeckt, aber erst seit 1984, mit der Entdeckung der
Methode zur Synthese biologisch aktiver mRNA, zum medizinischen Einsatz erforscht
(Dolgin, 2021). Bis zur COVID-19 Pandemie konzentrierte sich die Arbeit mit mMRNA vor allem
auf experimentelle Krebstherapien. Die im Rahmen der Krebsforschung erlangten
Erkenntnisse wurden fir die Produktion neuartiger mRNA-Impfstoffe angewendet. Der
Wirkmechanismus besteht darin, die als Antigen-wirkenden Proteine in der mRNA zu

kodieren, sodass korpereigene Zellen diese Proteine produzieren und eine spezifische
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Immunantwort auslésen. So kénnen sicher groRe Mengen des gewilinschten Antigen-
Produktes im Korper hergestellt werden und dort antigenspezifische Zellen und Antikoérper

aktivieren und generieren (Jain et al., 2021).

Allerdings verhalt sich mRNA im Organismus instabil und wird schnell abgebaut (Jain et al.,
2021). Um diese Problematik zu umgehen, wird die mRNA in Lipid Nanopartikel (LNPs)
verpackt. Die LNPs stabilisieren die mRNA, verbessern die Aufnahme durch Kérperzellen
und verfligen selbst Gber das Potential als Adjuvans (Alameh et al., 2021; Kiaie et al., 2022).
Aullerdem werden die 3‘- und 5-Enden des mRNA-Strangs mit speziellen Sequenzen
versehen, welche zur besseren Bindung an Ribosomen und Stabilitat beitragen. Zusatzlich
muss man zwischen replizierender und nicht-replizierender mRNA unterscheiden. Nicht-
replizierende mRNA, wie sie im Impfstoff BNT162b2 verwendet wird, besteht lediglich aus
dem Protein-kodierenden Abschnitt, zwischen untranslatierten Abschnitten und den
modifizierten 3‘- und 5‘-Enden. Sie wird nicht in das Genom eingebaut und durch den

Organismus degradiert (Jain et al., 2021).

Einmal injiziert, gelangt die in LNPs verpackte mRNA in das Zytoplasma korpereigener
Zellen. Nachdem sie sich von den LNPs gel6st hat, wird sie von den Ribosomen translatiert,
das heillt in das gewiinschte Protein-Antigen Ubersetzt. Letzteres kann auf der
Zelloberflaiche oder als l6sliches Protein sezerniert werden, und eine spezifische

Immunantwort auslosen. (Jain et al., 2021)
1.4. Impfung gegen SARS-CoV-2

Zur Bekampfung der durch den SARS-CoV-2 Virus ausgeloste Pandemie wurden mRNA und
Adenovirus-basierte Impfstoffe entwickelt und zugelassen. Innerhalb weniger Monate nach
Veroffentlichung des Virusgenoms wurde der mRNA-Impfstoff BNT162b2 als erster fiir die
breite Offentlichkeit Ende 2020 zugelassen (Burki, 2023; Lamb, 2021). Um den Impfstoff
und seine Funktionsweise besser zu verstehen, soll zuvor auf das SARS-CoV-2 eingegangen

werden.

1.4.1. SARS-CoV-2 und COVID-19

Das SARS-CoV-2 Virus ist ein behilltes RNA-Virus. Das Virusgenom kodiert fir

nicht-strukturelle Proteine, welche fiir die Virusreplikation zustidndig sind, und vier
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Strukturproteine, Spike (S), Envelope (E), Membran (M) und Nucleocapsid (NCP). Umhdillt
von einer Membran, in welche S-, E- und M-Proteine eingebettet sind, bilden NCP-Proteine,
gebunden an das virale Genom, das Zentrum des Virus. Das S-Protein wird als einzelne
Polypeptidkette produziert und besteht aus zwei Domanen, S1 und S2. Im Verlauf kénnen
die Doméanen gespalten werden und liegen als Heterodimere vor. Diese lagern sich
wiederum zu Trimeren zusammen, sodass das S-Protein in der viralen Membran als Trimer
vorliegt. Dabei bildet S1 den extrazellularen Part mit der Rezeptorbindedoméane (RBD), die
fur die Bindung an den Wirtszellrezeptor Angiotensin-Konvertierendes Enzym 2 (ACE2)
zustandig ist, wahrend S2 den membrandurchgangigen und intrazellularen Part darstellt

(Gusev et al., 2022; Hardenbrook und Zhang, 2022).

SARS-CoV-2 ist der Ausldser von COVID-19. Es repliziert in den unteren Atemwegen und
wird primar Uber Tropfchen (bertragen. Durch die lange Inkubationszeit und
asymptomatische Infektionen, sowie hohe Ansteckungs- und Ubertragungsfihigkeit,
konnte es sich rasant ausbreiten. Zuerst im Dezember 2019 in Wuhan, China nachgewiesen,
dauerte es knapp drei Monate, bis die WHO am elften Marz 2020 den Ausbruch als
Pandemie charakterisierte (Siddiqui et al., 2022; World Health Organization, 2020).
Vorwiegend wird COVID-19 als leichte Erkaltungskrankheit symptomatisch, jedoch kann es
auch zu schweren Verlaufen mit Atem- und Organversagen bis hin zum Tod kommen und
langfristige Schaden hinterlassen (Merad et al., 2022). Neben den gesundheitlichen Folgen
kam es global zu massiven negativen Auswirkungen auf sozialer, gesellschaftlicher und
wirtschaftlicher Ebene (Clemente-Suarez et al.,, 2021), welche die internationale
Zusammenarbeit zur Bewiltigung der Notlage notwendig machten. Somit startete der

Wettlauf der Impfstoffforschung gegen SARS-CoV-2.
1.4.2. Der mRNA-Impfstoff BNT162b2

Am zweiten Dezember im Vereinigten Kénigreich, am elften Dezember in den USA und zehn
Tage spater in der Europdischen Union, wurde der erste SARS-CoV-2-Impfstoff und damit
gleichzeitig der erste mRNA-Impfstoff BNT162b2 von BioNTech/Pfizer fiir die breite
Bevolkerung zugelassen (Lamb, 2021). BNT162b2, entwickelt und produziert durch
BioNTech/Pfizer, enthdlt Nukleosid-modifizierte mRNA, umhillt von LNPs. Als antigen-

wirkende Komponente wurde das S-Protein gewahlt und in mRNA-Form verwendet. Nach
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zwei intramuskuldren Dosen von je 30 pug im Abstand von 21 Tagen, sollte sieben Tage nach
der zweiten Vakzinierung mit einem vollstandigen Immunschutz zu rechnen sein (Lamb,
2021). Zur Messung des Impferfolges wurden in den klinischen Phase I/II-Studien primar
Serum IgG-Titer und deren Fahigkeit zur Neutralisierung verschiedener Spike-Varianten,
aber auch die Menge generierter SARS-CoV-2-spezifischer CD4+ und CD8+ T-Zellen,
betrachtet. Insgesamt wurde in den Phase IlI-Studien wenige Wochen nach zweiten
Impfung eine Effektivitat von bis zu 95 % zur Verhinderung von COVID-19 erreicht, in Daten
nach der Zulassung sogar bis zu 97 %, wenn man von symptomatischen und schweren

COVID-19 Fallen ausgeht (Verbeke et al., 2021).

Im Laufe der COVID-19 Pandemie und im Rahmen von neuen SARS-CoV-2 Varianten wurde
dazu aufgerufen, die Immunisierung ein drittes, oder viertes Mal aufzufrischen (Altmann
und Boyton, 2022), was allerdings aulRerhalb des Zeitrahmens meiner Studie stattfand.
Insgesamt wurde die Pandemie Gberwunden und momentan wird insbesondere auch der

Langzeitschutz der Impfung untersucht.
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1.5. Zielsetzung

Impfstoffe werden seit Langem von Menschen zur Vorbeugung von Infektionen eingesetzt.
mRNA-Impfstoffe gegen Pathogene stellen hingegen eine neuartige Entwicklung dar und
wurden erstmals im Kontext der SARS-CoV-2 Pandemie zugelassen. Das erste zugelassene
SARS-CoV-2 mRNA-Vakzin, BNT162b2, kodiert fiir das virale Spike-Protein (S) und wurde
weltweit, auch in Deutschland, breit eingesetzt (Bundesministerium flir Gesundheit, 2023;
World Health Organization, 2024c). Obwohl friihzeitige Studien eine hohe Effektivitat mit
wenigen Nebenwirkungen wenige Wochen nach der zweiten mRNA-Impfung zeigten,
waren zum Zeitpunkt meines Forschungsbeginns Ende 2020 nur begrenzte Daten (iber die
tiefere Natur der Immunantwort verfligbar. Ziel der vorliegenden Forschung war es, die
Immunantwort auf einen mRNA-Impfstoff detaillierter zu charakterisieren. Hierbei sollte
die B-Zell- und Antikérperantwort nach ein bis zwei BNT162b2-Impfungen sowohl bei zuvor

SARS-CoV-2-naiven Proband*innen als auch bei genesenen Personen untersucht werden.

Im Rahmen der Studie wurden mehrere Schwerpunkte gesetzt: Zum einen sollte die anti-S

IgG-Subklassen-Antwort sowie deren Fc-Glykosylierung im Blut charakterisiert werden.

Zum anderen sollte die S-spezifische B-Zell-Antwort, mit Fokus auf Plasmazellen und
B-Gedachtniszellen, im Blut charakterisiert werden. Dabei sollte auch das Expressionslevel
der a-2,6-Sialyltransferase-1 (ST6GAL1) in Plasmazellen, das Enzym, welches Sialinsauren

an IgG-Antikorper knlipft, betrachtet werden.

Dariber hinaus sollte die anti-S 1gG-Antwort im Speichel analysiert werden, da diese

Antikérper in vorderster Front im Kampf gegen das Virus in den Atemwegen wirken.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zur durch BNT162b2 induzierten B-Zell-Antwort, zur
anti-S IgG-Subklassenverteilung und deren Glykosylierungsmuster sowie zur nachweisbaren
Antikérperantwort im Speichel kénnten einen wertvollen Beitrag fir die Entwicklung
zuklnftiger mRNA-Impfstoffe leisten. Diese Erkenntnisse kdnnten dabei helfen, neue

(mRNA-) Impfstoffgenerationen zu entwerfen, die noch gezielter und effektiver wirken.
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

In dieser Arbeit wurden Vollblut-, Serum und Speichelproben an verschiedenen Zeitpunkten
vor und nach 1-2 Impfungen mit dem mRNA-Impfstoff BNT162b2 von BioNTech/Pfizer
gegen SARS-CoV-2 untersucht (Tabelle 1). Alle Proband*innen wurden im Winter 2020/21

am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Liibeck (UKSH Liibeck) rekrutiert.

Die Auswahl der Proband*innen beschrankte sich auf flinf Personengruppen (Tabelle 2).
Gruppe 1 enthielt 25 SARS-CoV-2 naive (ohne vorherige SARS-CoV-2 Infektion)
Proband*innen, von denen sechs im Untersuchungszeitraum einmalig und 19 im Abstand
von 34-35 Tagen zweifach geimpft wurden (Naive Geimpfte, NGs). Gruppe 2 enthielt neun
geimpfte Individuen mit vergangener COVID-19 Infektion (Vorinfizierte Geimpfte, VGs) 158—
305 Tagen vor der ersten Impfung. Die VGs erhielten ihre zweifache BNT162b2-
Immunisierung im Abstand von 32-35 Tagen oder wurden im Untersuchungszeitraum nun
einmalig geimpft. Darlber hinaus wurden als Gruppe 3: zwei Vorinfizierte Ungeimpfte (VUs)
rekrutiert, deren SARS-CoV-2-PCR 25, beziehungsweise 30 Tage vor Untersuchungsbeginn
positiv waren; als Gruppe 4: 26 Naive Ungeimpfte (NUs) und als Gruppe 5: sechs akut

Infizierte von der Intensivstation des UKSH Liibeck (Infizierte Ungeimpfte; IUs).

Serum und Vollblut der Proband*innen aus Gruppe 1 und 2 wurde an vier Zeitpunkten
gesammelt: 0—2 Tage vor Impfung (t0), 21-31 Tage nach der ersten Impfung (t1), 5-8 (t3)
und 27-35 Tage (t4) nach der zweiten Impfung (entsprechend 37-43 (t3) und 62—-70 Tage
(t4) nach erster Impfung). Zusatzlich wurde an Tag 7-14 (t1*) nur Vollblut von sechs NGs
und fiinf VGs abgenommen. Speichelproben von 14 der 25 NGs, sowie zwei der VGs wurden
35-36 Tage (t2) nach der ersten Impfung (entsprechend 0-1 Tage nach der zweiten
Impfung) gesammelt (Tabelle 1). Drei der NGs wurden etwas aullerhalb dieser Zeitraume,
beziehungsweise an zusatzlichen Zeitpunkten Serum und Vollblut, sowie einmalig Speichel

entnommen (vgl. Tabelle Al).
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Tabelle 1: Ubersicht der Probeentnahme-Zeitriume

Zeitpunkt Tage nach 1. (2.) Impfung Beschaffenheit der Probe
to -2 -0 Tage Serum und Vollblut

t1* 7-14 Tage Vollblut

t1 21-31 Tage Serum und Vollblut

t2 35-36 (0-1) Tage Speichel

t3 37-43 (5-8) Tage Serum und Vollblut

t4 62-70 (27-35) Tage Serum und Vollblut

Als Negativkontrollen wurden 26 ungeimpfte Individuen (Gruppe 4) ohne vorherigen
Kontakt zu SARS-CoV-2 (Naive Ungeimpfte, NUs) rekrutiert. Eine Testperson spendete
Serum, Vollblut und Speichel, sieben Proband*innen nur Vollblut und 18 Proband*innen

nur Speichel.

Weiterhin wurden sechs PCR-positiv getestete COVID-19 Intensivpatient*innen (Infizierte
Ungeimpfte, IUs) (Gruppe 5) rekrutiert. Vollblutproben von fiinf, sowie Serumproben von

allen sechs Proband*innen wurden gesammelt und analysiert.

24



Material und Methoden

Tabelle 2: Ubersicht der Studienteilnehmer*innen

Proband*innen Anzahl Serum* Vollblut* Speichel*

Gruppe 1: Naive 25 19 25 14
Geimpfte (NGs)

Gruppe 2: 9 2 9 2
Vorinfizierte

Geimpfte (VGs)

Gruppe 3: 2 2 2 /
Vorinfizierte

Ungeimpfte (VUs)

Gruppe 4: Naive 26 1 8 19
Ungeimpfte (NUs)

Grippe 5: akut 6 6 5 /
infizierte

Ungeimpfte (IUs)

Gesamt 68 30 49 35

* Proben von einem bis mehreren Zeitpunkten

Eine detaillierte Ubersicht (iber alle Studienteilnehmer*innen und Probeentnahme-

Zeitpunkte findet sich im Anhang (Kap. 7.1, Tabelle A1).

Alle Probenentnahmen und -untersuchungen der NGs, VGs, VUs und NUs wurden auf
Grundlage einer schriftlich informierten Einwilligung unter dem mit der Ethiknummer 20-
123, welche am 9. April 2020 durch die Ethikkommission der Universitat zu Libeck
genehmigt und am 4. Mai 2020 erweitert wurde, durchgefiihrt. Die Probenentnahmen und
-untersuchungen, welche die Gruppe 5 (IUs) betrafen, wurden unter dem Aktenzeichen

19-019(A) der Universitat zu Libeck durchgefiihrt.
2.2. Reagenzien, Materialien und Gerate

Alle verwendeten Reagenzien, Materialien und Geréate sind im Anhang (Tabellen A2—-A7)
aufgefiihrt. Detaillierte Beschreibungen deren Anwendung folgen in den entsprechenden

Kapiteln.
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2.3. ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Das ELISA-Verfahren dient dem Nachweis von bestimmten Analyten, im Falle dieser Arbeit
von Antikorpern, in einer Probe. Zunachst wird das Zielantigen an den Boden einer
Mikrotiterplatte gekoppelt. Im nachsten Schritt wird die verdiinnte (hier Serum- oder
Speichel-) Probe aufgetragen, sodass vorhandene Antikérper gegen das gekoppelte Antigen
binden konnen. Daraufhin detektiert man die gebundenen Antikérper mit einem
spezifischen sekundadren Enzym-konjugiertem Antikorper, der mit Hilfe eines farbigen
Substrates sichtbar gemacht wird. AbschlieRend lasst sich durch die Messung der

Absorption eine Aussage (iber Vorhandensein und Titer der Antikorper in der Probe treffen.

In dieser Arbeit kamen zwei Verfahren zum Einsatz, zum einen kommerziell erhiltliche Anti-
SARS-CoV-2-S1 1gG und Anti-SARS-CoV-2-NCP IgG ELISA-Testsysteme (EUROIMMUN,
Libeck), sowie zwei verschiedene hauseigene Protokolle: HL-1, zum Nachweis von Anti-
SARS-CoV-2-S1 1gG/1gG1/1gG2/1gG3/IgG4 im Serum, sowie HL-2, zum Nachweis von Anti-
SARS-CoV-2-S1 IgG im Speichel.

2.3.1. Probenaufarbeitung

Serum:

Die vendse Blutentnahme erfolgte mittels Sarstedt Safety Multifly-Kanile. Nach einer
mindestens 15-minitigen Stehzeit der Rohrchen bei Raumtemperatur wurden diese
entweder direkt wie unten beschrieben weiterverarbeitet oder bis zu 48 Stunden bei 4 °C
aufbewahrt. Durch eine zehnminltige Zentrifugation bei 3000-facher Erdbeschleunigung
(g) bei Raumtemperatur konnte die Serum-Schicht getrennt und abpipettiert werden. Bis
zur Durchfiihrung des ELISAs wurden die Seren, abhangig vom Zeitpunkt der

Weiterverwendung bei 4 °C, beziehungsweise bei -20 °C oder -80 °C gelagert.

Speichel:

Die Speichelproben wurden mittels der Sammelsystems ORACOL+ entsprechend der
Anleitung des Herstellers gesammelt und zunadchst bei -20 °C eingefroren. Nach dem
Auftauen der Probe wurde diese bei Raumtemperatur zehn Minuten bei 3000 x g
zentrifugiert, sodass der Speichel fir die Analysen eingesammelt werden konnte. Der so

gewonnene Uberstand wurde bei -20 °C oder -80 °C aufbewabhrt.
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2.3.2. EUROIMMUN ELISA: Anti-SARS-CoV-2-S1 IgG, Anti-SARS-CoV-2-NCP
IgG

Serum:

Zum Nachweis von anti-S1 IgG-Antikdrpern, sowie anti-NCP IgG-Antikdrpern im Serum
wurden unter anderem kommerziell erhaltliche ELISA-Kits von EUROIMMUN (El)
verwendet. Die Durchfiihrung der Analysen erfolgte entsprechend der Anleitung des

Herstellers.

In Kurze: Einstiindige Inkubation bei 37 °C der vorbeschichteten Platte mit 100 pl 1:100
verdiinntem Serum, gefolgt von dreifacher Waschung mit 300 ul Waschpuffer. Halbstlindige
Inkubation bei 37 °C (anti-S1 I1gG) oder Raumtemperatur (anti-NCP IgG) mit 100 pl
Peroxidase-markiertem Antikorper. Erneute dreifache Waschung mit 300 ul Waschpuffer,
finale Inkubation Gber 15 (anti-NCP 1gG), beziehungsweise 30 Minuten (anti-S1 1gG) bei
Raumtemperatur mit 100 pl Chromogen-/Substratlosung und Abstoppen der Reaktion mit
100 pl Stopplosung. Die Absorptionsmessung erfolgte innerhalb von 30 Minuten bei 450

nm und 620 nm als Referenzwellenlange.

2.3.3. HL-1 ELISA: Anti-S1 1gG/ 1gG1/ 1g8G2/ I1gG3 oder 1gG4 im Serum

Zunachst wurde eine 4 pg/ml S1-Lésung durch Verdiinnung des lyophilisierten S1-Proteins
in hauseigenem HL-Coating-Puffer (Zusammensetzung s. Tabelle A5) hergestellt.
AnschlieBend wurden 96-well Mikrotiterplatten mit 33 pl je Well der S1-Losung iber Nacht

bei 4 °C gekoppelt.

Am darauffolgenden Tag wurde die Platte einmal mit 20 ul HL-Waschpuffer
(Zusammensetzung s. Tabelle A5) gewaschen und anschliefend zwei Stunden rittelnd, bei
Raumtemperatur mit 30 pl des 1:100 verdiinntem Serum im hauseigenen HL-Sample-Puffer
(Zusammensetzung s. Tabelle A5) inkubiert. Daraufhin wurde die Platte dreimal gewaschen
und 40 Minuten ruttelnd, bei Raumtemperatur mit 30 pl der 1:20000 (IgG, 1gG1 und IgG3)
oder 1:5000 (IgG2 und IgG4, alle verdinnt in HL-Sample-Puffer) geléstem HRP-
konjugiertem Sekundarantikdrper (Tabelle 3) inkubiert. Es folgten drei Waschschritte, bevor
die Wells mit 100 ul TMB Uberschichtet wurden. Die Reaktion wurde nach 5-10 Minuten

mit 50 pl HL-Stopplosung (Zusammensetzung s. Tabelle A5) beendet. Die photometrische
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Bestimmung der Farbintensitat erfolgte nach spatestens 30 Minuten bei 450 nm, mit einer

Referenzwellenldange von 610 nm.

Tabelle 3: Verdiinnung und Konzentration der Sekundarantikérper in den HL ELISA-Protokollen

Detektionsantikorper Ausgangs- Verdiinnung  Finale Konzentration
(Klon) Konzentration (mg/ml) (ng/ml)

Anti-IgG (A80-104P) 1,0 1:20000 0,05

Anti-lgG1 (HP6001) 0,5 1:20000 0,025

Anti-IgG2 (HP6014) 0,55 1:5000 0,11

Anti-IgG3 (HP6050) 0,35 1:20000 0,0175

Anti-lgG4 (HP6025) 0,5 1:5000 0,1

2.3.4. HL-2 ELISA: Anti-S1 IgG im Speichel

Ahnlich wie im HL-1 Protokoll wurden 96-well-Mikrotiterplatten mit 50 pl einer 4 pg/ml S1-
Losung liber Nacht bei 4 °C gekoppelt.

Am darauffolgenden Tag wurde die Platte einmal mit 150 ul HL-Waschpuffer gewaschen
und anschlieRend mit 15 pl HL-Coating-Puffer pro Well eine Stunde riittelnd bei
Raumtemperatur geblockt. Um unspezifische Bindungen zu reduzieren, erfolgte nach
einem Waschgang ein einstlindiger Blockierungsschritt mit 15 ul HL-Sample-Puffer rittelnd
bei Raumtemperatur. Nach drei Waschgiangen wurden die Wells mit 50 pl des 1:10
verdlinntem Speichel im HL-Sample-Puffer zwei Stunden rittelnd, bei Raumtemperatur
inkubiert. Daraufhin wurde die Platte dreimal gewaschen und 40 Minuten riittelnd, bei
Raumtemperatur mit 50 pl einer 0,05 pug/ml 1gG-HRP-Losung (verdinnt in HL-Sample-
Puffer) inkubiert. Es folgten drei Waschschritte, bevor die Wells mit 100 ul TMB
Uberschichtet wurden. Die Reaktion wurde nach 5-10 Minuten mit 50 ul HL-Stoppl6sung
beendet. Die fotometrische Bestimmung der Farbintensitdt erfolgte nach spatestens 30

Minuten bei 450 nm, mit einer Referenzwellenlange von 610 nm.

Der Speichel-ELISA wurde von der Doktorandin Inga Kiinsting in unserem Labor etabliert

und dann gemeinsam durchgefiihrt (Lixenfeld et al., 2021).
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2.3.5. Spezifitatskontrolle der Sekundarantikorper

Die LC-MS, kurz Um die Spezifitat der im HL ELISA verwendeten Gesamt I1gG und IgG1—4-
Sekundarantikdrper zu Uberprifen, wurden monoklonale Antikérper verschiedener
Subklassen eingesetzt, hier anti-Kollagen Typ VIl 1gG1-4, IgAl und IgA2 (Lixenfeld et al.,
2021).

Letztere wurden zu 1 pg/ml in HL-Coating Puffer verdiinnt und mit 35 pl pro Well fir zwei
Stunden bei 37 °C an ELISA-Platten gekoppelt. Einige Wells wurden freigelassen, um zu
prifen, ob die Sekundarantikérper unspezifische Bindungen mit der Platte eingehen. Am
nachsten Tag wurde die Platte zweimal mit 250 ul HL-Waschpuffer gewaschen und mit den
verdinnten zu testenden HRP-konjugierten IgG- und IgGl-4-Detektionsantikdrpern
(Konzentrationen wie fir HL-1 ELISA, Tab. 2.3) flir 40 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach finf Waschungen wurde die Farbreaktion mit 100 pl TMB eingeleitet und
nach 5-10 Minuten mit 50 pl HL-Stopplosung beendet. Die fotometrische Bestimmung der
Farbintensitat erfolgte nach spatestens 30 Minuten bei 450nm, mit einer

Referenzwellenldange von 610 nm.

Dieses Versuchsprotokoll wurde gemeinsam mit der Doktorandin Selina Lehrian und Dr.

Johann Rahmoéller aus unserem Labor entwickelt und durchgefiihrt.
2.4. Glykosylierungsanalyse per LC-MS

Die LC-MS, kurz fir Liquid chromatography-mass spectrometry, dient der Trennung und
Bestimmung von Substanzen, in Fall dieser Arbeit von IgG-Subklassen-Fc-Glykostrukturen.
Hierbei wird der synergistische Effekt der Flissigchromatographie (LC) und
Massenspektrometrie (MS) ausgenutzt. So trennt man die Analyten per
Flussigkeitschromatographie auf und nutzt die Massenspektrometrie, um diese zu

identifizieren.

Die Glykosylierungsanalyse der Seren wurde in Kooperation mit dem Zentrum fir
Metabolomik und Proteomik am Leiden University Medical Center (LUMC), Niederlande
unter Leitung von Prof. Dr. Manfred Wuhrer durchgefiihrt und wurde zuvor in (Buhre et al.,
2023; de Haan et al., 2017; Falck et al., 2017; Larsen, de Graaf et al., 2021; Pongracz et al.,

2022; Van Coillie, Pongracz, Rahmoller et al., 2023) beschrieben.
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2.4.1. LC - Flussigkeitschromatographie

Es wurden zum einen die Zuckerstruktur von SARS-CoV-2-spezifischen Antikbrpern (Anti-S
IgG) and zum anderen von Gesamt IgG im Serum der Proband*innen untersucht. Das Serum
wurde, wie in Kapitel 2.3.1. beschrieben, aufgearbeitet. Flr die weitere Aufreinigung kamen

unterschiedliche Protokolle zum Einsatz.

Anti-S 1gG:

Zur Aufreinigung von Anti-S 1gG wurden zunachst 96-well-Platten (NUNC, Thermo Fisher
Scientific, Roskilde, Danemark) tGber Nacht bei 4 °C mit rekombinantem trimerisiertem
Spike-Protein beschichtet. AnschlieBend wurden die Platten dreifach mit 250 pl HL-
Waschpuffer gewaschen. Jeweils 20 ul des Serums wurde mit 180 pl HL-Waschpuffer
verdiinnt und fir eine Stunde rittelnd bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgten
drei Waschgange mit 250 pl HL-Waschpuffer, zwei Waschgange mit 250 ul PBS und zwei

Waschgange mit 250 ul Ammoniumhydrogencarbonat (55 mM). (Larsen, de Graaf et al.,

2021)
Gesamt 1gG:

Zur Aufreinigung von Gesamt IgG wurden entweder von Protein G Sepharose 4 Fast Flow
beads (GE Healthcare, Uppsala, Schweden) in 96-well-Platten (Millipore Multiscreen,
Amsterdam, Netherlands), oder Protein-G AssayMAP Patronen (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA) auf dem Bravo Liquid-Handling-System (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
verwendet.

Die Protein G Sepharose 4 Fast Flow beads wurden dreifach mit PBS gewaschen. Danach
wurden in 96-well-Platten jeweils 50 pl einer Mischung, bestehend aus circa 15 ul der
Beads, 150 pl PBS und 2 ul Serum, gegeben und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
rittelnd inkubiert. AnschlieRend wurden die Beads dreifach mit 200 pl PBS und dreifach mit
200 pl Reinwasser gewaschen. (Falck et al., 2017; Selman et al., 2010) Die Waschschritte
erfolgten mit Hilfe eines Vakuumverteilers.

Alternativ wurde jeweils 1 pl Serum in PBS verdiinnt, in die Patronen gegeben und mehrfach

mit PBS und Reinwasser gewaschen. (Larsen, de Graaf et al., 2021)
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Die anti-S IgGs, sowie die Gesamt 1gGs wurden anschlieBend fir fiinf Minuten rittelnd in
200 ul Methansaure (100 mM) eluiert und in konischen 96-well-Platten fiir 150 Minuten bei

50 °C in einer Vakuum-Zentrifuge getrocknet. (Kapur et al., 2014)
2.4.2. MS - Massenspektrometrie

Im nachsten Schritt sollte die Kohlenhydratstruktur der Antikorper untersucht werden.
Hierflr wurden die Antikérper nach einem Trocknungsschritt der Verdauung durch Tryptase
zugefihrt. Das Enzym spaltet die Antikérper so, dass Glykopeptide, bestehend aus einem
Peptid der CH2-Domane und der Zuckerstruktur am konservierten Asparagin 297,
entstehen. Per Massenspektrometrie kénnen die IgG-Subklasse Antikorper-Fragmente
untersucht und identifiziert werden. In dieser Arbeit waren folgende Zuckerbestandteile

von Interesse: Fukose, Bisection-GlcNAc, Galaktose und Sialinsaure.

Zunachst wurden die getrockneten Antikérper in 20 pl Ammoniumhydrogencarbonat
(25 mM) flr zehn Minuten rittelnd bei Raumtemperatur resuspendiert. Im nachsten Schritt
wurde Trypsin (200 ng in 25 mM Ammoniumhydrogencarbonat) hinzugefiigt und ebenfalls
zehn Minuten rittelnd bei Raumtemperatur, und anschlielend tber Nacht bei 37 °C

inkubiert. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -20 °C aufbewahrt.

Zur Auftrennung und Erfassung der Glykopeptide wurde das UltiMate 3000 High-
performance liquid chromatography- (HPLC-) -System (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA), gekoppelt an das Quadrupole Time-of-flight (QTOF) Massenspektometrie-System
(Bruker Daltonics, Billerica, MA) verwendet, wie zuvor beschrieben (Pongracz et al., 2022).
Dabei wurde primar IgG1, Gber die Masse und Position in der Flissigkeitschromatographie,
untersucht. Das 1gG3-Glykopeptid lasst sich mit der verwendeten Messmethode nicht von
dem 1gG2-Glykopeptid unterscheiden (Falck et al., 2017). Die IgG4-Glykopeptid-Intensitaten

waren zu diesen Zeitpunkten flir Auswertungen zu gering.
2.4.3. Analyse und Datenverarbeitung

Die LC-MS-Spektren wurden in mzXML-Dateien umgewandelt und anschlieRend konnten
die Rohdaten liber LaCyTools, eine hauseigene Software in Leiden (Niederlande), aligned
und extrahiert werden (Jansen et al.,, 2016). Fiur das Alignment wurden die

durchschnittlichen Retentionszeiten der drei haufigsten Glykoformen verwendet. Die
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Extraktion der 2+ und 3+ Ladungen basierte auf manueller Kennzeichnung und Literatur
(Bartsch et al., 2020; Pongracz et al., 2022). Fir die finale Analyse wurden die Daten
entsprechend bestimmter Qualitdtsmerkmale selektiert (Buhre et al., 2023). Folgende
zwolf 1gG1-Glykopeptide wurden entsprechend ausgewahlt: GOF, G1, G1F, G2, G2F, G1FN,
G1FS1, G2S1, G2FN, G2FS1, G2FNS1, G2FS2. AnschlieBend wurde die Intensitdt (Flache
unter den Peaks) (%) jeder Glykopeptidform anhand der Summe aller Glykopeptidformen
normalisiert und verwendet (van Coillie, Pongracz, Susti¢ et al, 2023; Buhre et al, 2023).
lgG1-Fukosylierung, -Bisection, -Galaktosylierung und -Sialylierung wurden wie folgt

errechnet (Buhre et al., 2023; Van Coillie, Pongracz, Rahmoller et al., 2023):

GOF + G1F + G2F + G1FN + G1FS1 + G2FN + G2FS1 + G2FNS1 + G2FS2
Summe aller IgG1-Glykopeptide

Fukosylierung:

G1FN + G2FN + G2FNS1
Summe aller IgG1-Glykopeptide

Bisection:

Galaktosylierung:

0,5 * (G1 + G1F + G1FN + G1FS1) + G2 + G2F + G2S1 + G2FN + G2FS1 + G2FNS1 + G2FS21
Summe aller IgG1-Glykopeptide

0,5 * (G1FS1 + G2S1 + G2FS1 + G2FNS1) + G2FS2
Summe aller 1gG1-Glykopeptide

Sialylierung:

Serumproben mit sehr geringen Mengen an anti-S IgG, insbesondere zum Zeitpunkt vor der

Impfung, wurden aufgrund nicht ausreichender Signalstarken ausgeschlossen.
2.5. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Untersuchung von Zellsuspensionen.
Verwendet werden Fluoreszenz-gekoppelte Antikérper, die definierte Oberflaichenproteine
oder intrazelluldre Proteine anfarben. AnschlieBend werden die Zellen vereinzelt durch eine
Messkammer geleitet und dort von mehreren Lasern angestrahlt. So kénnen anhand der
fluoreszierenden Eigenschaften gewtlinschte Zellpopulationen charakterisiert werden. Alle
mit dem in den folgenden Abschnitten erldauterten Durchflusszytometrie-Protokoll
erhobenen Daten wurden in Zusammenarbeit mit der Doktorandin Jana Buhre aus dem

Labor erstellt.
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2.5.1. PBMC-Isolation

Die venose Blutentnahme von EDTA-Vollblut erfolgte lber die Sarstedt Safety Multifly-

Kantle. Alle Proben wurden spatestens drei Stunden nach Entnahme weiterverarbeitet.

Zur lIsolation von mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) wurde in 50 ml
Falcons eine 1,077 g/ml Polysucrose-L6sung mit demselben Volumen des 1:1 mit 1 x PBS
verdiinnten EDTA-Blutes langsam Uberschichtet. AnschlieBend wurden die geschichteten
Proben bei 25 Minuten, 800 x g mit kleinstmoglicher Beschleunigung und ohne Bremse, bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Im nachsten Schritt wurde die obere Plasmaschicht
abgesaugt und die darunterliegende PBMC-Schicht in ein frisches 50 ml Falcon Ubertragen,
welches mit 50 ml 1 x PBS aufgefillt wurde. Ab diesem Schritt wurden die Zellen auf Eis

gelagert.

Mittels Neubauer-Zdahlkammer wurden die isolierten Zellen in Trypanblau gezahlt und
20 Millionen Zellen in ein neues 50 ml Falcon Uberfihrt, welches fir zehn Minuten, bei
600xg und 4°C zentrifugiert wurde. Das am Boden sitzende PBMC-Pellet wurde

abschlieRend in eine 96-well Mikrotiterplatte Gberfihrt.
2.5.2. Extra- und Intrazelluldre Zellfarbung

Die in die 96-well Mikrotiterplatte iberflihrten Zellen wurden zunachst flr sechs Minuten,
bei 300 x g und 4 °C zentrifugiert, um den Flissigkeitstiberstand durch Abklopfen der Platte

auf Zellpapier zu verwerfen.

Im extrazellularen Farbeschritt wurden die Zellen in 100 pl Farbeldsung mit Hilfe einer
Multikanalpipette resuspendiert und darin fir 40 Minuten auf Eis inkubiert. Fiir diesen
Vorgang wurden die entsprechenden Antikérper (CD19, CD27, CD38, CD138, IgA, IgG),
sowie der Lebendigkeitsfarbstoff (Live-Dead) in FACS-Puffer (Zusammensetzung
s. Tabelle 5) verdiinnt (Tabelle 4). AnschlieRend wurde die Suspension mit 200 ul FACS-

Puffer aufgefiillt und wie oben zentrifugiert und vom Uberstand befreit.
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Tabelle 4: Verdiinnung und Konzentration der Detektionsantikérper des extrazellularen FACS-

Farbeschrittes

Marker Fluorochrom Verdiinnung Endkonzentration
CD19 BV510 1:40 1 pg/ml

CD27 BV785 1:100 1 pg/ml

CD38 Bv421 1:50 1 pg/ml

CD138 BV711 1:50 1 pg/ml

IgA PE-Vio770 1:75 0,67 pg/ml

IgG PE 1:30 0,83 pg/ml
Live-Dead 1:1000

Die Zellen wurden anschlieRend in 150 pl Cytofix/Cytoperm resuspendiert und 30 Minuten
bei Raumtemperatur fixiert sowie permeabilisiert. Es folgte ein Waschschritt mit 200 pl
PermWash-Puffer. Das Pellet wurden wie oben in 100 ul Farbeldsung resuspendiert und fir
60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Hier wurden die Antikérper und das Antigen
(IgA, 1gG, ST6GAL1, S1-Biotin,) in PermWash-Puffer verdiinnt (Tabelle 5). Es folgte ein
weiterer Waschschritt mit PermWash-Puffer. Fur die Detektion des S1-Biotins wurde eine
zweite intrazellulare Farbung mit 100 pl in PermWash-Puffer verdiinnten Streptavidin-APC
(Tabelle 5), fur 40 Minuten, bei Raumtemperatur, durchgefiihrt. AbschlieBend wurden die
Zellen wieder in PermWash-Puffer gewaschen und in 200 ul FACS-Puffer resuspendiert. Die
Zellen wurden entweder direkt im Anschluss oder nach einer Nacht bei 4 °C am FACS-Gerat

analysiert.
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Tabelle 5: Verdiinnung und Konzentration der Detektionsantikorper der intrazellularen FACS-

Farbeschritte

Marker Konjugat Verdiinnung Endkonzentration | Firbung
IgA PE-Vio770 1:75 0,67 pg/ml Intra 1
IgG PE 1:30 0,83 pg/ml Intra 1
S1 Biotin 1:40 5 pg/ml Intra 1
ST6GAL1 AF488 1:70 2,9 pg/ml Intra 1
Streptavidin APC 1:100 10 pg/ml Intra 2

2.5.3. Farbkopplung des ST6GAL1-Antikorpers

Das Alexa FluorTM 488 Antibody Labeling Kit wurde verwendet, um den ST6GAL1-
Antikérper und die Isotyp-Kontrolle im FACS nutzen zu konnen. Alle Arbeitsschritte
erfolgten im Dunkeln bei Raumtemperatur. (Entsprechend Herstelleranleitung) wurden
100 pg des lyophilisierten Antikorpers in 100 pl Natriumbicarbonat (0,1 M, 1 mg/ml) gel6st,
danach mit 100 ul Farbel6sung vermischt und eine Stunde inkubiert. Um die Reaktion zu
beenden wurden 50 ul Tris (1 M, pH = 8) hinzugegeben und weitere 20 Minuten inkubiert.
Um eine finale Konzentration von 0,2 mg/ml zu erhalten, wurden 350 pl FACS-Puffer

hinzugefigt.
2.5.4. Durchflusszytometrisches Gating

Die FACS-Daten wurden am FACS-Gerat Attune Nxt, Thermo Fisher Scientific erhoben. Die
Flow Cytometry Standard (FCS) 3.0 Dateien wurden mit FlowlJo Version 10.0.7 (BD

Biosciences) analysiert.

Zunachst wurden die Lymphozyten im FSC-A/SSC-A-Fenster eingekreist, davon im
FSC-A/FSC-H —Fenster einzelne Zellen und davon erneut die lebenden Lymphozyten
eingegrenzt.

Ausgehend von den einzelnen lebenden Lymphozyten wurden zuerst S1-positive (S1%)
Zellen eingekreist. Dieser Schritt wurde bei Proben, die keine S-spezifischen B-Zellen
enthielten, Ubersprungen; beziehungsweise diente bei denen als Negativ-Kontroll-

Nachweis. (s. Abbildung 3B). Es lieRen sich mithilfe der Oberflaichenmarker CD38 und CD19
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zwei B-Zell-Populationen einteilen: CD19-intermedidr bis positive CD38-positive PCs
(CD19"*CD38** PCs) und CD19-positive CD38-niedrige potenzielle Gedéichtniszellen
(CD19*CD38”"t B-Ged&chtniszellen); (s. Abbildung 3A).

Von den PCs wurden weiter IgA-negative, 1gG-positive (1gG*) Zellen abgegrenzt und weiter
auf die Oberflachenmarker CD27 und CD138 untersucht, indem sie in vier Gruppen
eingeteilt wurden: CD277/"CD1387", CD27*CD1387", CD27/"CD138* und CD27+CD138".

Von diesen Untergruppen ausgehend wurden die ST6GAL1-Expression analysiert.
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Abbildung 3: Durchflusszytometrisches Gating

Dargestellt ist der Gating-Verlauf fiir die durchflusszytometrische Analyse verschiedener B-Zell
Populationen, genau beschrieben in Kapitel 2.5.4. Die Abkiirzung PCs steht flir Plasmazellen und
»Pot. G-BCs” flir potenzielle B-Gedachtniszellen. Die IgG* PCs wurden wie oben beschrieben in vier
Populationen entsprechend der CD27- und CD138-Expression eingeteilt. Die CD277/"CD1387" PCs
wurden in Blau, die CD27*CD138”™ PCs in Grau, die CD277/™CD138* PCs in Rosa und CD27*CD138*
PCs in Rot dargestellt, da diese Farbgebung in den Abbildungen 18, 21 und 22 weiterverwendet
wird. Mit (A) und (B) wurden die zwei moglichen Enden des Gatings gekennzeichnet: (A) fiir die

Trennung von S1* Zellen in PCs und Pot. G-BCs und (B) fiir die Analyse aller PCs.
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2.6. Software/Statistik

Alle ELISA-Versuche wurden doppelt durchgefiihrt und deren Mittelwerte fir die

statistische Auswertung, beziehungsweise die graphische Darstellung genutzt.

Die Durchflusszytometrie-Daten wurden als Flow Cytometry Standard (FCS) 3.0 Dateien
aufgenommen und mit FlowJo Version 10.0.7 (BD Biosciences, San Diego, CA, USA)

analysiert.

In Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) zusammengefiihrte Daten wurden weiter im
selben Programm oder mit GraphPad Prism Version 6.0 statistisch ausgewertet. Es wurden
ausschlieBlich nichtparametrische Tests durchgefihrt. Korrelationen wurden lber die
Spearman-Rangkorrelation berechnet, Zusammenhange zwischen zwei unabhdngigen
Gruppen (ber den Mann-Whitney-U-Test (gekennzeichnet durch eine Gerade und
Zusammenhange zwischen drei oder mehr Gruppen Uber den Kruskal-Wallis-Test
(gekennzeichnet durch eine eckige Klammer. Bei einem Konfidenzintervall von 95 %galten
alle p-Werte unter p < 0,05 als signifikant und wurden folgendermaRen gekennzeichnet:
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. Nicht signifikante Ergebnisse wurden

in den Abbildungen nicht dargestellt.

Fir die graphische Darstellung der ELISA-, Glykosylierungs- und Durchflusszytometrie-
Daten wurden die Programme Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) und GraphPad Prism
Version 6.0 (Graphpad, La Jolla, CA) verwendet
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3. Ergebnisse

3.1. Kohorte und Probensammlung

Um die B-Zell- und Antikdrperantwort nach ein bis zwei Impfungen mit dem mRNA-
Impfstoff BNT162b2 von BioNTech/Pfizer gegen SARS-CoV-2 in naiven Proband*innen und
in solchen, die zuvor mit SARS-CoV-2 infiziert waren, und zum Vergleich von ungeimpften
Naiven und SARS-CoV-2-Infizierten zu untersuchen, wurden Vollblut-, Serum und / oder
Speichelproben von insgesamt 68 Individuen von Dezember 2020 bis Februar 2021
gesammelt und analysiert (s. Kap. 2.1.). Zusammengefasst befanden sich darunter 25
Individuen ohne nachgewiesene COVID-19 Infektion vor der ersten Impfung (Naive
Geimpfte; NGs), neun Individuen mit 158- bis 305-tdgigem Abstand zwischen SARS-CoV-2
Infektion und der anschlieRenden ersten Impfung (Vorinfizierte Geimpfte; VGs), zwei
Individuen mit positivem SARS-CoV-2 PCR-Nachweis 25-30 Tage vor Probeentnahme, die
zuvor keine Impfung bekommen hatten (Vorinfizierte Ungeimpfte; VUs), sechs ungeimpfte
Intensivpatient*innen (Infizierte Ungeimpfte; IUs) mit zum Probeentnahme-Zeitpunkt
positiver SARS-CoV-2 PCR und 26 naive Kontrollproband*innen ohne Impfung in dem
Studienzeitraum (Naive Ungeimpfte; NUs) (Tabelle 2). Geimpfte Proband*innen erhielten

32-35 Tage nach der ersten Impfung ihre zweite Impfung.

Wie in Kapitel 2.1. erldutert, wurden von den Geimpften an sechs Zeitpunkten Proben
gesammelt (vgl. Tabelle 1 und Abbildung 4). Serum und Vollblut 2—0 Tage vor der ersten
Impfung (t0), 21-31 Tage nach der ersten Impfung (t1), 37-43 Tage nach der ersten,
entsprechend 5-8 Tage nach der zweiten Impfung (t3) und 62—-70 Tage nach der ersten,
entsprechend 27-35 Tage nach der zweiten Impfung (t4). Alternativ wurde einigen
Proband*innen 7-14 Tage nach der ersten Impfung (t1*) nur Vollblut abgenommen.
Speichel wurde einmalig 0—1 Tage nach der zweiten Impfung gesammelt (t2). Bei drei

Impfstudienteilnehmer*innen wurden andere Probezeitpunkte gewahlt (vgl. Tabelle A1).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Probensammlungszeitpunkte

Auf einem Zeitstrahl dargestellt finden sich die zwei Impfzeitpunkte (Die zweite Impfung lag 32—-35
Tage nach der ersten Impfung) mit BNT162b2 und die sechs Haupt-Probesammlungszeitpunkte (tO,
t1%*, t1, t2, t3 und t4), genau beschrieben in Kapitel 2.1. Die Spritze steht fir die Impfungen, der
Reagenzglasstander fir Vollblut (rot) und Serum (gelb), das rote Reagenzglas allein fir Vollblut und
die Pipette (blau) fiir Speichel. AuRerhalb der sechs Hauptzeitpunkte wurden vereinzelt andere

Probeentnahmetage gewahlt (vgl. Tabelle A1) und in dieser Abbildung nicht dargestellt.

3.2. mRNA-Vakzin BNT162b2 induzierte anti-S1 IgG-Subklassen Serum

Antikorper Level

Antikérper wurden per ELISA-Technik untersucht. IgG-Antikorper erscheinen im spateren
Verlauf der adaptiven humoralen Immunantwort und werden als haufigster
Immunglobulin-lsotyp langfristig im Blut nachgewiesen (Goulet und Atkins, 2020). Deren
Titer, insbesondere anti-S, beziehungsweise anti-S1 oder anti-RBD IgG-Titer, werden in der
Literatur als Protektionskorrelat gegen COVID-19 gehandelt (King et al., 2023; Regev-Yochay

et al., 2023) und werden zur Messung des Impferfolges eingesetzt (Zhang et al., 2022).

Hier wurden die Titer von anti-SARS-CoV-2-S1 IgG, 1gG1-4, sowie anti-NCP IgG untersucht
(Lixenfeld et al., 2021; Van Coillie, Pongracz, Rahmaoller et al., 2023). Zusatzlich wurden in
Zusammenarbeit mit Inga Kiinsting aus unserem Labor anti-S1 IgG-Titer im Speichel von 14

der 25 NGs, zwei der neun VGs, sowie von 19 NUs analysiert (Lixenfeld et al., 2021).
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3.2.1. Etablierung des Hansestadt Liibeck-1 (HL-1) anti-S1 IgG und IgG1-4
ELISA-Protokolls

Fiir den Antikdrpernachweis kamen verschiedene Protokolle zum Einsatz; zum Ersten
kommerziell erwerbbare Testsysteme von der Firma Euroimmun (EI) zum Nachweis von
Anti-SARS-CoV-2-S1 IgG (El anti-S1 IgG) und Anti-SARS-CoV-2-NCP IgG (El anti-NCP IgG). Das
S1- Protein ist Teil des S-Proteins an der Oberflaiche von SARS-CoV-2 (Kirtipal et al., 2020),
fir welches der mRNA-Impfstoff BNT162b2 kodiert (Verbeke et al., 2021). NCP steht fir das
Nucleocapsid-Protein, mit welchem nur natirlich Infizierte in Kontakt kommen, da dieses
nicht durch den mRNA-Impfstoff BNT162b2 kodiert wird. Zum Zweiten wurde ein eigenes
HL-1 ELISA-Protokoll zum Nachweis von Anti-SARS-CoV-2-S1 IgG und IgG1-4 im Labor
entwickelt. Zum Dritten wurde das HL-1 Protokoll leicht modifiziert und als HL-2 ELISA-
Protokoll zum Nachweis von Anti-SARS-CoV-2-S1 IgG im Speichel verwendet. Die Speichel-
ELISA wurden von Inga Kiinsting etabliert. Die Spezifitdt der kommerziell erworbenen anti-
IgG und anti-lgG1-4 Sekundarantikbrper mit HRP-Kopplung fir den HL-1 ELISA wurde
geprift, indem diese auf Bindung an die an die Platte-gekoppelten monoklonalen anti-
Kollagen-7 1gG1-4, IgA1 und IgA2 Antikdrper mit identischen V(D)) Sequenzen getestet
wurden (Recke et al.,, 2010, 2014). Der anti-lgG Sekundarantikbrper wies keine
unspezifischen Bindungen auf und erkannte die IgG-Subklassen 1-4, aber nicht die IgA1 und

IgA2 Antikorper (s. Abbildung 5).

Die sekundaren Antikorper gegen IgG1, 2, 3 oder 4 zeigten sich ebenfalls als hochspezifisch
und erkannten im Spezifitatstest nur die entsprechende IgG-Subklasse und nicht IgA1 und

IgA2 (s. Abbildung 5).
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A Spezifizitdtskontrolle von Anti-lgG B Spezifizitatskontrolle von Anti-lgG1 C Spezifizitatskontrolle von Anti-lgG2

0.8 0.6 D.S-I
0.4

g06 E £
[ c04 = |
3 2 2%
Qo4 o} 2 |
g Qo2 Q02|
Oop.2 o 00‘1_|

0.0 N iﬂf+ 0.0 o . z Ml\‘q,rSu-\' -2

NV D N N )
FEEEF \QV‘\QV- \Qo \O? \L'E’ \Q? & \9‘:%\0? & \'19 \cg’ \C? & \Oﬁ\‘\v
+¢' +® ‘__D
D Sperifizititskontrolle von Anti-lgG3 E Spezifizitatskontrolle von Anti-lgG4

1.0 0.8

e £0.6
Sos6 S
) Q04
ol4 o
[} o

0.2 0.2

0.0 T ; — T 0.0 ———— T ' ; E

P P R S N . = N Dok N
\Qf’ \0?’ \"-g’ \Q? & & é@v \Qc’ \0? \&’ \<§’ & \Qiov'
e ¥

Abbildung 5: Spezifitatskontrolle der Sekundarantikorper (anti-human-IgG, -IgG1-4)

Die im HL-1 ELISA-Protokoll verwendeten Sekundarantikorper wurden auf ihre Spezifitdt geprift,
indem Anti-Kollagen-7 1gG1—4 und IgA1,2-Antikdrper an eine ELISA-Platte gekoppelt wurden. ,Kein
AK“ bezeichnet die Vertiefungen der Platte ohne gekoppelte Antikérper. AnschlieBend wurden die
zu testenden mit HRP-gekoppelten Antikorper (A) anti-IgG, (B) -1gG1, (C) -1gG2, (D) -1gG3 und (E) -
1gG4, jeweils gegen 1gG1-4, IgA1 und IgA2 und auf die ungekoppelten Wells aufgetragen.

Weiterhin sollte das El mit dem HL-1 Protokoll verglichen werden. Hierflir wurden dieselben
Proben jeweils mit dem El S1-1gG Kit und dem HL-1 S1-IgG System untersucht. Werden die
gemessenen Extinktionswerte gegeneinander aufgetragen (s. Abbildung 6), zeigt sich eine
starke Korrelation (Spearman: r =0,9246; p < 0,0001). Demnach ist zu schlieBen, dass das

El und das HL-1 ELISA-Protokoll vergleichbare Ergebnisse lieferten.
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Abbildung 6: Korrelation von HL-1 Anti-S1 IgG ELISA gegen EUROIMMUN Anti-S1 IgG ELISA

Die Seren von 19 Naiven Geimpften (NGs) wurden mittels El und HL-1 Protokollen auf anti-S1 IgG
untersucht. Die gestrichelte Linie entspricht dem von EUROIMMUN ermittelten Cut-off-Wert fur S1.
Hier dargestellt ist die Korrelation zwischen den Ergebnissen an t1 mit El anti-S1 IgG- und HL-1 anti-

S1 1gG ELISA, statistisch tberpriift durch die Spearman-Rangkorrelation (p < 0,0001; r = 0,9426).

AnschlieRend wurde die inhaltliche Validitat der Protokolle untersucht. Hierfiir wurden die
Seren von zehn der SARS-CoV-2 Vor-/Infizierten (zwei Vorinfizierten Geimpften = VGs vor
der Impfung, zwei Vorinfizierten Ungeimpften = VUs, sechs Infizierten Ungeimpften = [Us)
und 18 Naiven Geimpften (NGs) vor (t0) und nach der ersten Impfung mit BNT162b2 (t1)
auf Antikorper gegen das NCP- und S1-Protein untersucht (s. Abbildung 7). Es wurde
erwartet, dass im Serum von SARS-CoV-2 Vor-/Infizierten Antikorper gegen NCP und S1
nachzuweisen waren, wahrend stattdessen im Serum der NGs nur welche gegen S1 und in
Seren vor der ersten Impfung und in NUs (nicht gezeigt) keine SARS-CoV-2-spezifischen
Antikorper nachzuweisen waren. Die ELISA Ergebnisse entsprachen diesen Erwartungen mit

wenigen Ausnahmen (s. Abbildung 7).

Zu Zeitpunkt t0 vor der ersten Impfung waren auller zwei Proband*innen (9 und 10) alle
,hegativ” fir anti-S1 und anti-NCP. Ab Zeitpunkt t1 nach der ersten Impfung lieBen sich bei
allen Geimpften, mit Ausnahme von Proband*in 11, anti-S1 IgG-Antikérper nachweisen.
Anti-NCP IgG-Antikérper wurden, wie zu erwarten, nur bei SARS-CoV-2 Vor-/Infizierten

nachgewiesen. Diese Individuen waren zum Zeitpunkt t0 dementsprechend also
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hochstwahrscheinlich noch nicht mit dem SARS-CoV-2 in Kontakt gekommen und
entsprechend als naiv rekrutiert. Zwei als naiv rekrutierte Proband*innen, insbesondere
Proband*in 9, stachen mit erhohten anti-NCP beziehungsweise -S1 IgG-Spiegeln heraus. Bei
diesen Proband*innen konnte zu diesem Zeitpunkt eine vorherige COVID-19 Infektion nicht
ausgeschlossen werden. Zu t1 fiel Proband*in 9 weiterhin mit erhdhten anti-NCP IgG-Titern

auf.

Wegen der genannten Auffalligkeiten im Vergleich zum Rest der Kohorte wurden in der
Abbildung 7 und in folgenden Grafiken die Daten zu den Proband*innen 9 und 10 Dunkelrot,

die zu Proband*in 11 in Hellblau dargestellt.
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Abbildung 7: Anti-S1, -S2 und -NCP IgG-Titer zu t0 und t1

Die Seren von 16 Naiven Geimpften (NGs) mit den El Protokollen auf (A) anti-S1 IgG und (B) anti-
NCP IgG, sowie (C) mit dem HL-1 ELISA-Protokoll auf anti-S1 IgG zu t0 und t1 untersucht. Zusatzlich
wurden mit den entsprechenden Protokollen Seren der zwei Vorinfizierten Geimpften (VGs) zu t0,
von zwei Vorinfizierten Ungeimpften (VUs) 25-30 Tage nach positiver PCR und von sechs Infizierten
Ungeimpften (IUs) 2—13 Tage nach positiver PCR untersucht. Jeder Punkt steht fiir eine Proband*in
an einem Zeitpunkt. Die Balken zeigen den Mittelwert und die Standardabweichung. Die Ergebnisse
der NGs wurden in Dunkelblau dargestellt, mit Ausnahme von Proband*innen 9 und 10, welche in
Rot, und 11, welcher in Hellblau abgebildet ist. Fiir die Darstellung der Ergebnisse der Vorinfizierten
(VG/VU) wurde Hellorange, fiir die der IUs Dunkelorange gewahlt. Diese Farbgebung wird in den
folgenden Abbildungen fortgesetzt, sofern nicht anders angegeben. (D) AuRerdem wurden die
Ergebnisse mit den El Protokollen der NGs und VGs zu t0 gegeneinander aufgetragen. Statistische
Signifikanzen wurden bei dem Vergleich von zwei Gruppen (ber den Mann-Whitney-U-
(waagerechte Linie) und bei drei Gruppen tber den Kruskal-Wallis-Test (eckige Klammer) berechnet;

* p < 0,05; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.
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Um die Zusammenhdnge zwischen anti-S1 und anti-NCP IgG-Titern zu verdeutlichen,
wurden die gemessenen Werte zu tO (vor der Impfung) von den NGs und zur

Veranschaulichung von den zwei VGs gegeneinander aufgetragen (s. Abbildung 7D).

Die Seren der Vor-/Infizierten Ungeimpften (VUs, IUs) dienten vor allem als Positiv-

Kontrollen fiir die ELISA. Deren Anzahl war zu klein, um Vergleiche anzustellen.

Insgesamt lasst sich aus den Ergebnissen schlieBen, dass das HL-1 ELISA-Protokoll
zuverldssig anti-S1 IgG-Antikorper nachweist und anti-S1 ,negative” gegen ,positive”
Proband*innen gut unterscheiden kann und einen geeigneten Test flr den Impferfolg

darstellt.
3.2.2. Anti-S1 IgG Serum Antikorper

In Abbildung 8 werden alle NGs in Dunkelblau und die zwei VGs in Hellorange dargestellt.
Proband*in 10 der NG-Kohorte zeigte zu tO auffallig hohe anti-NCP Werte, jedoch keine
anti-S1 Antikorper (s. Kap. 3.1.1.). Im Verlauf waren die anti-NCP IgG-Titer nur noch leicht
erhoht. Somit blieb ein méglicher zuvor stattgefundener unerkannter SARS-CoV-2-Kontakt
unklar. Anti-NCP Titer von Proband*in 9 blieben tber t3 und t4 weiterhin erhoht, was auf
eine zurlckliegende unerkannte COVID-19 Infektion hinweisen konnte. Proband*in 11
stach weiter aus der NG-Kohorte durch niedrigere anti-S1 IgG-Titer heraus. Ab t3 konnten

jedoch fiir Proband*in 11 SARS-CoV-2-spezifische Antikorper nachgewiesen werden.

Zu t0 konnten in der NG-Gruppe keine anti-S1 und keine anti-NCP Antikorper nachgewiesen
werden, mit oben genannten Ausnahmen. Nach der ersten Immunisierung liel8 sich ein
Anstieg der anti-S1 IgG-Titer feststellen. Bei drei Proband*innen (17, 18, 19) wurden andere
Proben-Zeitpunkte gewahlt, weshalb ein grober Verlauf zwischen erster und zweiter
Impfung nachvollzogen werden kdnnte. Entsprechend kénnten die hochsten anti-S1 1gG-
Werte an Tag 12-17 erreicht worden sein, sanken aber bis Tag 21-24 wieder leicht ab.
Genauere Aussagen lassen sich aufgrund der der geringen Proband*innen-Anzahl an Tag
12—-17 (drei Proband*innen) nicht treffen. 5-8 Tage nach dem Boost (der zweiten Impfung)
stiegen die anti-S1 1gG-Antikorper erneut und reduzierten sich wieder leicht zu Zeitpunkt
t4. Anti-NCP IgG-Antikdrper wurden nur bei VGs (und NG Proband*in 9 und leicht bei NG

Proband*in 10) nachgewiesen und blieben von t0 zu t4 unveradndert erhoht.
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Die zwei VGs zeigten bis zur zweiten Impfung einen tendenziell hdheren anti-S IgG-Titer im
Vergleich zu den NGs. Zu t0 wurden bereits erhohte Titer nachgewiesen, welche 22 Tage
nach der ersten Immunisierung weiter zunahmen, und zu diesem Zeitpunkt Gber den
Werten der NGs lagen. Ab t3 waren die anti-S1 IgG-Titer vergleichbar zwischen NGs und
den beiden VGs.
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Abbildung 8: Serum anti-NCP IgG und -S1 IgG-Titer im Zeitverlauf

Die Seren von 19 Naiven Geimpften (NGs; blaue und rote Punkte) und zwei Vorinfizierten Geimpften
(VGs; orangene Punkte) wurden an verschiedenen Zeitpunkten vor und nach den zwei BNT126b2-
Immunisierungen mit dem (A) El anti-NCP IgG, dem (B) El anti-S1 IgG, sowie mit dem (C) HL-1 anti-

S1 IgG-Testsystem untersucht.
3.2.3. Anti-S1 Serum IgG-Subklassen

Genauso wie der Isotyp eines Antikorpers tragt die Subklasse zu seiner Funktion bei.
IgG-Immunglobuline werden in vier Subklassen eingeteilt, nummeriert nach abfallender
Haufigkeit: 1gG1, 1gG2, 1gG3 und IgG4. Die Klassen variieren in ihren Eigenschaften,
beispielsweise binden IgG1l und I1gG3 mit einer hoheren Affinitdit an die meisten

Fcy-Rezeptoren als 1gG2 und 1gG4 (Goulet und Atkins, 2020).

Im Folgenden wurden die durch BNT162b2, als auch durch eine natirliche Infektion mit
SARS-CoV-2, induzierten anti-S1 IgG-Subklassen untersucht. Als haufigste 1gG-Subklasse
lieRen sich primar anti-S1 IgG1-Antikorper nachweisen. Der Zeitverlauf verhielt sich dhnlich
des fiir anti-S1 Gesamt IgG beobachteten Verhaltens (s. Abbildung 9). In Kiirze: Zwischen t0
und t1 nahm die Konzentration an anti-S1 IgG1 stark zu, stagnierte oder sank leicht kurz vor

dem Boost und erreichte den Hochstwert kurz nach dem Boost (t3) und sank danach (t4)
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leicht. VGs zeigten bis t1 die hdchsten anti-S1 IgG1-Antikorpertiter und blieben auch nach

der Impfung vergleichsweise hoch.

Weiterhin lieRen sich bei allen Proband*innen, mit zwei Ausnahmen (NG 11 und VG 26,
s.u.), die Bildung von anti-S1 1gG3 nachweisen. Auch hier stiegen die Titer nach der ersten
Impfung an. Besonders hohe Werte lieRen sich kurz nach der ersten und zweiten Impfung
nachweisen. Vor der zweiten Impfung war ein umso starkerer Abfall des anti-S1 1gG3 zu
sehen und der erneute Anstieg nach dem Boost fiel tendenziell weniger stark aus als nach

der ersten Impfung.

Interessanterweise entwickelte auch VG Proband*in 26 mit nachweisbarem anti-S1 1gG3-

Titer nach der ersten Impfung ebenfalls kaum anti-S1 1gG3 nach der zweiten Impfung.

Die anti-S1 IgG2-Titer waren relativ niedrig, aber einige Proband*innen entwickelten anti-
S1 1gG2-Antikdrper, vor allem Proband*innen 3 und 6. Im Gegensatz zu IgG3 lieB sich ein

leichter Aufwartstrend ab der zweiten Impfung beobachten.

IlgG4-Antikorper-Level waren im HL-1 anti-S1 1gG4 ELISA nach der ersten Impfung negatiy,

zeigten nach der zweiten Impfung aber einen tendenziell leichten Anstieg.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass die Geimpften in dem untersuchten Zeitraum
vor allem IgG1 und IgG3 entwickelten, aber kaum IgG2 und IgG4. Nach dem Boost stieg IgG1
noch weiter an, wohingegen IgG3 dann eher abfiel, aber IgG2 und I1gG4 tendenziell eher

leicht stiegen.
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Abbildung 9: Anti-S1 IgG-Subklassen Titer im Zeitverlauf

Die Seren von 19 Naiven Geimpften (NGs; blaue und rote Punkte) und zwei Vorinfizierten Geimpften
(VGs; orangene Punkte) wurden an verschiedenen Zeitpunkten vor und nach den zwei BNT126b2-
Immunisierungen, bis maximal 70 Tage nach der ersten Impfung, entsprechend bis maximal 35 Tage
nach der zweiten Impfung, mit dem HL-1 Testsystem auf (A) anti-S1 1gG1, (B) 1gG2, (C) 1gG3 und (D)
IgG4 untersucht.

Um den Einfluss der Subklassen auf den Gesamt IgG-Titer zu erfassen, wurden die
gemessenen anti-S1 1gG-Subklassen-Werte der Individuen an Zeitpunkt t1 jeweils gegen die
zugehdrigen anti-S1 1gG-Werte aufgetragen (s. Abbildung 10). Uber Spearman-Korrelation
konnten fiir IgG1, IgG2 und 1gG3 ein signifikanter positiver Zusammenhang gezeigt werden.
IgG1 korrelierte mit r =0.9071 und p < 0,0001, 1gG2 mit r = 0,5026 und p = 0,0335, IgG3 mit
r=0,8204 und p <0,0001. Das entspricht einer starken Korrelation zwischen anti-S1 IgG
und -S1 1gG1 beziehungsweise und -S1 1gG3 und einer mittelstarken Korrelation zwischen -
S11gG und -S11gG2 nach Spearman. Zwischen anti-S1 IgG und IgG4 konnte kein signifikanter
Zusammenhang festgestellt werden, da zu t1 aber auch kein anti-S1 IgG4 gemessen werden
konnte.
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Abbildung 10: Korrelation zwischen anti-S1 IgG gegen anti-S1 1gG1-4 an t1

Die Seren von 19 Naiven Geimpften (NGs) wurden an t1 mittels HL-1 Protokoll auf anti-S1 IgG und
IgG1—4 untersucht. Hier dargestellt ist die Korrelation zwischen den anti-S1 1gG Werten und
den(A) anti-S1 1gG1-, (B) 1gG2-, (C) IgG3- und (D) IgG4-Werten, statistisch tiberprift durch

Spearman-Rangkorrelation.

In Folgeuntersuchungen der Arbeitsgruppe (Buhre et al., 2023) wurden diese
Proband*innen bis zu 270 Tage nach der ersten Impfung verfolgt. Anti-S1 IgG1 und IgG3 der
NGs zeigten einen bis Tag 270 anhaltenden kontinuierlichem Abstieg. Interessanterweise

blieben IgG2-Titer bis Tag 270 konstant, wahrend IgG4-Werte ab Tag 150 zunahmen.
3.2.4. Anti-S1 (und S2-) IgG-Antikorper im Speichel

Das SARS-CoV-2 Virus wird primar UGber Aerosole Ubertragen und vermehrt sich in den
Atemwegen (Hu et al., 2021). Eine optimale Impfantwort wiirde bereits an dieser Stelle
angreifen, um das Infektions- und Ubertragungsrisiko zu minimieren. Zwar ist IgA der
dominierende Isotyp in Korpersekreten und auf Schleimhautoberflichen wie den

Atemwegen, jedoch spielt an dieser Stelle auch IgG eine Rolle. Vor allem in den unteren
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Atemwegen lasst die Dicke der Schleimschicht nach, sodass auch IgG-Antikérper dorthin

gelangen kénnen, um ihre Schutzwirkung zu entfalten (Murphy und Weaver, 2018c).

Um Immunantworten des BNT162b2-Impfstoffes in den Atemwegen zu testen, konnte
Speichel von 14 Naiven Geimpften (NGs) und zwei Vorinfizierten Geimpften (VGs)
gesammelt werden. Von 13 Proband*innen erfolgte die Speichelsammlung an t2 (35-36
Tage nach der ersten, beziehungsweise 0-1 Tage nach der zweiten Impfung). Dieser
Zeitpunkt wurde kurzfristig noch gewahlt, um den Einfluss der einmaligen Impfung auf die
mukosale Immunantwort zu untersuchen. Am Tag des Boostens, beziehungsweise einen Tag
nach dem Boost, war noch kein zuséatzlicher Effekt zu der humorale Immunantwort der
ersten Impfung zu erwarten (Kobashi et al.,, 2022). Abweichend wurde Speichel (und
synchron Serum) von Proband*innen 17, 18 und 19 an Tag 20, 17 und 6 nach der ersten
Immunisierung gesammelt. Als Negativkontrollen wurden 19 SARS-CoV-2 Naive Ungeimpfte
Proband*innen (NUs) untersucht. Der Speichel wurde mit dem HL-2 ELISA-Protokoll auf
anti-S1 IgG-Antikorper untersucht (Lixenfeld et al., 2021).

Es lieRen sich bei 14 der 16 geimpften Proband*innen anti-S1 IgG-Antikérper im Speichel
nachweisen (s. Abbildung 11A). Die Ausnahme bestand in NG Proband*in 11, der auch zu
t1 bis t3 keine S1-spezifische Immunantwort zeigte und in NG Proband*in 19, bei der die
Speichelprobe nur sechs Tage nach der ersten Impfung gesammelt wurde. Die beiden VGs
entwickelten besonders hohe anti-S1 IgG-Titer. Alle 19 Negativproband*innen wiesen keine
anti-S1 I1gG-Antikorper auf. Um unspezifische Bindungen an die Platte auszuschlieBen,
wurden ebenfalls Wells, die ohne gekoppeltes S1 Antigen mit unspezifischem Protein
geblockt wurden, mitentwickelt (s. Abbildung 5). Keine unspezifischen Bindungen konnten
festgestellt werden, und die so erhaltenen Ergebnisse unterschieden sich signifikant von

denen mit gekoppeltem S1 Antigen (p < 0,0001).

Da im Speichel typischerweise IgA-Antikorper zu finden sind, die sehr wahrscheinlich durch
PCs vor Ort produziert werden (Matsuzaki et al., 2020), stellt sich die Frage der Herkunft
der IgG-Antikorper. Durch Spearman-Korrelation zwischen Serum anti-S1 IgG-Titern und
Speichel anti-S1 IgG-Titern (s. Abbildung 11B) wurde eine starke Korrelation festgestellt
(r=0,7802, p =0,0025). Moglicherweise geraten die anti-S1 IgG-Antikérper Uber passive
Diffusion aus dem Serum in den Speichel und tragen zur lokalen Abwehr im

Respirationstrakt bei.
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Abbildung 11: Speichel anti-S1 IgG der NUs und Geimpften (NG/VG)

Der Speichel von 14 Naiven Geimpften (NGs; blaue und roter Punkte) und zwei Vorinfizierten
Geimpften (VGs; orangene Punkte) wurde mit dem HL-2 Protokoll auf anti-S1 IgG untersucht.
Zusatzlich  wurde einmalig der Speichel von 19 SARS-CoV-2 Naiven Ungeimpften
Kontrollproband*innen (NUs; schwarze Punkte) untersucht. Um unspezifische Bindungen
auszuschlieRen, wurde (A) der Speichel auf S1-gekoppelte Wells, als auch auf mit unspezifischem
Protein geblockten Wells ohne Antigen (AnG) entwickelt. Zuséatzlich (B) wurden die mit dem HL-1
Protokoll an t3 (3743 Tage nach der ersten, beziehungsweise. 5—8 Tage nach der zweiten Impfung;
oder im Falle von Proband*innen 17, 18 und 19 am selben Tag der Speichelentnahme) gemessenen
Serum anti-S1 1gG Werte gegen die entsprechenden Speichel anti-S1 IgG-Werte aufgetragen.
Statistische Auswertungen wurden mit dem (A; (waagerechte Linie)) Mann-Whitney-U-Test und (B)

der Spearman-Korrelation vorgenommen; **** p < 0,0001.

3.3. mRNA-Vakzin BNT162b2 induzierte anti-S IgG1 Serum Antikorper Fc-

Glykosylierung

Nicht nur Isotyp und Subklasse bestimmen die Fc-vermittelten Effektorfunktionen von
Antikorpern, sondern auch deren Fc-Glykosylierung. Im Fc-Teil von IgG-Antikdrpern
befindet sich eine konservierte N-Glykosylierungsstelle. An das konservierte Asparagin 297
jeder schweren Kette im Fc-Teil eines IgG-Antikérpers sind Oligosaccharid-Strukturen

angehangt (s. Abbildungen 1 und 2). Diese hochkonservierte Glykosylierung besteht aus
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einer zweiarmigen Kernstruktur von sieben Sacchariden (4 N-Acetylglucosamine (GIcNAc)
und 3 Mannosen), welche durch zuséatzliche Zucker modifiziert werden kann: Fukose,
Bisection-GlcNAc, Galaktose an einem oder beiden Armen, die durch Sialinsduren
erweitert werden kénnen (T. T. Wang, 2019). Die Zusammensetzung der Zuckerkette hat
unmittelbare Auswirkungen auf die Konformation des Fc-Teils und die Interaktion mit den

klassischen Fcy-Rezeptoren und Zucker-bindenden Rezeptoren (Pincetic et al., 2014).

Gesamt und SARS-CoV-2-S-spezifische Serum IgG1-Fc-Glykopeptidprofile wurden in
Kooperation von dem Institut fir Proteomik und Metabolomik von Prof. Dr. Manfred
Wuhrer am Leiden University Medical Center (LUMC) , Niederlande, mittels LC-MS IgG1
Glycopeptid-Analyse untersucht und fir die folgenden vier Glyko-Traits dargestellt:
Fukoyslierung, Bisection, Galaktosylierung und Sialylierung (Lixenfeld et al., 2021; Van
Coillie, Pongracz, Rahmoller et al., 2023). S-spezifische IgG1-Antikérper/Glykopeptide
konnten bei NGs erst ab circa zehn Tagen nach der ersten Impfung detektiert und somit der
Glykoanalyse zugefiihrt werden. Wie im ELISA-Abschnitt beschrieben konnten bei
Proband*in 11 bis zu t4 keine oder nur sehr geringe Mengen an S-spezifischen IgG-
Antikdérpern gemessen werden. Folglich war es nicht moglich eine entsprechende
Glykosylierungsanalyse  durchzufiihren, weshalb  diese*r Proband*in  hiervon

ausgeschlossen wurde.

Aufgrund der oben beschriebenen Auffalligkeiten werden die von Proband*innen 9 und 10

gemessenen Daten in Dunkelrot dargestellt.
3.3.1. Fukosylierung

Zunachst wurden die anti-S und Gesamt IgG1-Antikorper auf das Vorhandensein von Fukose
untersucht (s. Abbildung 12). Unfukosylierte (afukosylierte; FO-) Antikdrper werden vor
allem bei Immunantworten auf Alloantigene, Plasmodium falciparum und behiillte Viren,
wie SARS-CoV-2, beobachtet (Oosterhoff et al., 2022). Eine fehlende Fukose an der Kern-
Zuckerstruktur des 1gG1 bewirkt im Kontext der Abwehrreaktion gegen behiillte Viren eine
starkere ADCC durch starkere Affinitdt zum aktivierenden IgG-Fc-Rezeptor IlIA (FcyRllla)

(Larsen, de Graaf et al., 2021; Van Coillie, Pongracz, Rahmoller et al., 2023).

Die NGs zeigten zwei bis drei Wochen nach der ersten Immunisierung mit BNT162b2 eine

auffallend hohe Afukosylierung (FO) der anti-S IgG1-Antikorper. Dabei wurden FO-Anteile bis

52



Ergebnisse

zu 16,3 % beobachtet. Gemittelt tGiber die Tage 12—-31 lag der Anteil von afukosyliertem anti-
S 1gG1 bei 8,0 % und damit (iber dem des Gesamt IgG1 (5,9 %) und den VGs (4,1 %) in
diesem Zeitraum. Auf Abbildung 12 lasst sich jedoch deutlich erkennen, dass ein hoher FO-
Anteil der NGs insbesondere initial nach der ersten Impfung und nur voriibergehend zu
beobachten war und kontinuierlich wieder anstieg. An t3 wiesen die NGs im Mittel nur noch
2,4 % FO anti-S 1gG1 auf, an t4 sogar nur noch 2,0 %. Einen Einfluss auf das Gesamt IgG1 liel3
sich nicht erkennen. Dieses blieb im Untersuchungszeitraum konstant bei einem Mittelwert

von etwa 6,0 %.

Uber den Untersuchungszeitraum hinweg blieb der unfukoyslierte S-spezifische IgG1-Anteil
der zwei VGs konstant bei gemittelt 4,2 % ohne erkennbaren Einfluss der Immunisierungen.
Dabei lag der FO-Anteil leicht unter dem entsprechenden Anteil der Gesamt IgG1-
Antikorper (6,0 %), jedoch ab t3 unter dem der NGs (gemittelt 2,2 %).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Naive Geimpfte (NGs) einen deutlichen,
aber nur temporaren FO-Peak nach der ersten Impfung zeigten, der sich nach der zweiten
Impfung nicht messbar wiederholte. Vorinfizierte Geimpfte (VGs) hielten ihren
urspriinglichen (t0) FO-Anteil konstant Uber die Zeit, der langfristig tendenziell héher war

als bei NGs.

Bei Folgeuntersuchungen dieser Impfkohorte (Buhre et al.,, 2023) wurden die
Proband*innen bis Tag 270 nach der ersten Immunisierung beobachtet. Somit konnte der
Langzeitverlauf der Glykosylierungsmuster weiterverfolgt werden. Auch nach 270 Tagen
blieb der afukosylierte Anteil von anti-S1 IgG1-Antikorpern der NG bei etwa 2%. Bei den
VGs, im Vergleich zu NGs, blieb der afukosylierte Anteil von anti-S1 IgG1-Antikdrpern leicht
niedriger, was sich bei der Untersuchung einer weiteren Kohorte (Van Coillie, Pongracz,

Rahmoller et al., 2023) bestatigte.
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Abbildung 12: Anti-Spike IgG1- und Gesamt IgG1-Fukosylierung im Zeitverlauf

Das Serum von 18 Naiven Geimpften (NGs; blau) und zwei Vorinfizierten Geimpften (VGs; orange)
wurde mittels LC-MS 1gG1-Glykopeptidanalyse untersucht. Proband*innen 9 und 10 werden in Rot
abgebildet. Die Proband*innen-Auswahl und die Farbgebung wird flr alle Abbildungen des
Abschnitts 3.3 beibehalten. Da bei Proband*in 11 nicht ausreichend hohe anti-S IgG1-
Glykopeptidsignale gemessen wurden, wurde diese*r Proband*in von den Glykosylierungsanalysen
ausgenommen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil fukosylierter 1gG1-Fc-Glykopeptide (A) unter
allen SARS-CoV-2-S-spezifischen 1gG1-Fc-Glykopeptiden, beziehungsweise (B) unter allen Gesamt
IgG1-Fc-Glykopeptiden im untersuchten Zeitraum (bis zu 70 Tagen nach der ersten Impfung mit

BNT162b2).

Diese Daten wurden in Kooperation von dem Institut fiir Proteomik und Metabolomik von Prof. Dr.

Manfred Wuhrer am LUMC, Niederlande erhoben.

3.3.2. Bisection-GIcNAc

Parallel wurde der prozentuale Anteil an Bisection-GIcNAc (im Verlauf nur Bisection
genannt) anti-S1 1gG1- und Gesamt IgG1-Fc-Glykopeptiden kalkuliert (s. Abbildung 13). Der

Einfluss dieses Merkmals auf die Funktion von Antikdrpern ist noch unklar.

In Abbildung 13 ist der Bisection-Trend im Zeitverlauf dargestellt. Der initiale Bisection-
Anteil der beiden VGs sank von anfanglich (t0) 11,0 auf (t3) 4,0 %, beziehungsweise von (t0)

12,2 auf (t3) 8,0 % an Tag 22 nach der ersten Impfung. Auch der induzierte S-spezifische
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Bisection-Anteil bei NGs sank nach der ersten Impfung von t1 nach t3. Im weiteren Verlauf

nach der zweiten Impfung (t4) stieg Bisection anti-S IgG1 langsam wieder an.

Zusammenfassend fielen die Bisection anti-S1 IgG1 Spiegel bei NGs und VGs bis kurz nach

der zweiten Impfung (t3) und stiegen danach wieder leicht an.

In weiterflihrenden Untersuchungen dieser Kohorte (Buhre et al., 2023) liel sich dieser
Bisection anti-S IgG1 Aufwartstrend bestatigen. Auch nach 270 Tagen wurde bei den VGs
und NGs eine weitere Zunahme des anti-S1 Bisection-Anteils beobachtet, er blieb jedoch

unter dem Bisection-Anteil von Gesamt IgG1.
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Abbildung 13: Anti-Spike IgG1- und Gesamt IgG1-Bisection im Zeitverlauf

Das Serum von 18 Naiven Geimpften (NGs; blau) und zwei Vorinfizierten Geimpften (VGs; orange)
wurde mittels LC-MS IgG1-Glykopeptidanalyse untersucht. Proband*innen 9 und 10 werden in Rot
abgebildet. Dargestellt ist der Anteil von Bisection-lgG1-Glykopeptiden (A) unter allen SARS-CoV-2-

S-spezifischen 1gG1-Glykopeptiden, beziehungsweise (B) unter allen Gesamt IgG1-Glykopeptiden.

Diese Daten wurden in Kooperation von dem Institut fiir Proteomik und Metabolomik von Prof. Dr.

Manfred Wuhrer am LUMC, Niederlande erhoben.
3.3.3. Galaktosylierung und Sialylierung

Die IgG1-Galaktosylierung (Gal) und -Sialylierung (Sial) werden aufgrund einer

beobachteten vergleichbaren Dynamik (s. Abbildung 14) zusammen besprochen. Die Rolle
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der antigenspezifischen IgG-, beziehungsweise 1gG1-Galaktosylierung und -Sialylierung, ist
komplex; sie wurde in der Einleitung erwahnt und wird in der Diskussion weiter

aufgegriffen.

Die beiden VGs zeigten einen deutlichen Anstieg beider anti-S IgG1 Glykomerkmale
zwischen t0 und t1; deutlich Uber die Anteile der Gesamt IgG1-Gal und —Sial Glykoformen
hinaus. Nach der zweiten Impfung fielen die Titer der anti-S IgG1-Gal und -Sial Glykoformen
ab. Die anti-S IgG1-Gal und -Sial Anteile der NGs und VGs zeigten vergleichbar hohe anti-S
IgG1-Gal und -Sial Anteile mit einer abfallenden Tendenz liber die Zeit nach der ersten
Impfung. Nach der zweiten Impfung stiegen die anti-S Anteile tendenziell erneut, um

danach wieder abzufallen.

Zusammenfassend zeigten VGs und NGs einen vergleichbaren Verlauf mit hohen Anteilen
an anti-S IgG1-Gal und -Sial Glykoformen nach jeder Impfung, die nach der zweiten Impfung

Uber die Zeit abfielen.
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Abbildung 14: Anti-Spike IgG1- und Gesamt IgG1-Galaktosylierung und -Sialylierung im Zeitverlauf

Das Serum von 18 Naiven Geimpften (NGs; blau) und zwei Vorinfizierten Geimpften (VGs; orange)
wurde mittels LC-MS IgG1-Glykopeptidanalyse untersucht. Proband*innen 9 und 10 werden in Rot
abgebildet. Dargestellt ist der Anteil galaktosylierter IgG1-Antikorper (A) unter allen SARS-CoV-2-S-
spezifischen 1gG1-Fc-Glykopeptiden und (B) unter allen Gesamt IgG1-Fc-Glykopeptiden,
beziehungsweise sialylierter IgG1-Fc-Glykopeptiden (C) unter allen SARS-CoV-2-S-spezifischen 1gG1-

Glykopeptiden und (D) unter allen Gesamt IgG1-Glykopeptiden im untersuchten Zeitraum.

Diese Daten wurden in Kooperation von dem Institut fiir Proteomik und Metabolomik von Prof. Dr.

Manfred Wuhrer am LUMC, Niederlande erhoben.
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In Folgeuntersuchungen (Buhre et al., 2023) bestatigte sich der nach der zweiten Impfung
beobachtete Abwartstrend der anti-S Gal-IgG1 und Sial-lgG1 Glykoformen mit einer

kontinuierlichen Abnahme bis Tag 270.

Die hier gezeigten Daten, die Folgeuntersuchungen (Buhre et al.,, 2023) und
Untersuchungen in Mausen (Bartsch et al., 2020) fiihrten zu der Vermutung, dass sich anti-
S 1gG1-Titer und deren Gal-, Sial- und Bisection-Anteile nach jeder Impfung in
wiederkehrenden Wellenformen bewegen: i) mit hohen anti-S(1) 1gG1-Titern mit hohen
Gal- und Sial- sowie niedrigen Bisection-Anteilen kurz nach jeder Impfung, die danach ii)
Uber die Zeit wieder abnahmen und niedrigere Gal- und Sial- und héhere Bisection-Anteile
zeigten. Es wurde vermutet (Buhre et al.,, 2023), dass die hohen initialen anti-S IgG1-
Antworten von NGs und VGs nach jeder Impfung mit hohen Gal- und Sial-Anteilen
extrafollikulare kurzlebige Plasmazellantworten widerspiegeln, wohingegen die niedrigeren
Langzeit anti-S IgG1-Titer mit niedrigeren Gal- und Sial-Anteilen in Keimzentren generierte

langlebige Plasmazellantworten entsprechen kdonnten.

Die anti-S IgG1 Fukosylierung schien nicht dieser Wellenform zu folgen und war zwischen
NGs und VGs unterschiedlich. Bei NGs war im Gegensatz zu den VGs initial nach der ersten
Impfung, aber nicht nach der zweiten Impfung, eine deutliche anti-S 1gG1 FO-Antwort zu
beobachten. Stattdessen zeigten VGs kontinuierlich tber die Zeit einen leicht hoheren anti-

S 1gG1 FO-Anteil (Buhre et al., 2023; Van Coillie, Pongracz, Rahmoller et al., 2023).
3.4. mRNA-Vakzin BNT162b2 induzierte S1-spezifische B-Zell-Antworten

Als Nachstes wurden S-spezifische B-Zell-Antworten betrachtet, da diese fir die Antikérper-
Produktion und deren Glykosylierung zustandig sind (J. Wang et al., 2011). Fir die Analysen
wurde die Durchflusszytometrie (FACS) als Methode gewdhlt und ein auf SARS-CoV-2-

spezifische B-Zellen im Blut abgestimmtes Farbeprotokoll entwickelt (Lixenfeld et al., 2021).

3.4.1. Etablierung eines Durchflusszytometrie-Protokolls zur Detektion von

S-spezifischen B-Zell-Antworten

B-Zellen sind fir die Produktion der im Kapiteln 3.1. per ELISA und 3.2. per
Glykosylierungsanalyse, untersuchten Antikoérper zustandig. Verschiedene

B-Zell-Untergruppen tGbernehmen verschiedene Aufgaben. Nach Impfung sezernieren zu
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PCs differenzierte B-Zellen Antikorper. Zunachst entwickeln sich kurzlebige extrafollikulare
PCs, welche nach wenigen Tagen oder Wochen absterben. FlieRend Ubergehend
Ubernehmen dann langlebige PCs, vorwiegend aus der Keimzentrumsreaktion
hervorgegangen, die Antikorperproduktion. Langlebige PCs kénnen liber Jahre zum Beispiel
im Knochenmark tberleben (Dérner und Radbruch, 2007; Khodadadi et al., 2019). Eine
weitere wichtige B-Zell-Subpopulation sind B-Gedachtniszellen, welche sich in den ersten
Wochen nach Antigenkontakt vorrangig aus der Keimzentrumsreaktion ausbilden und bis
zu lebenslang im Organismus verbleiben kdnnen. Diese langlebigen B-Zell-Gruppen tragen
bei erneutem Antigenkontakt zu einer schnelleren und intensiveren Immunantwort bei

(Kurosaki et al., 2015).

Um eine Vorstellung von den induzierten B-Zell-Antworten nach SARS-CoV-2-Impfung im
Blut zu erhalten, sollte ein Protokoll zur S-spezifischen B-Zell-Farbung per FACS etabliert

werden.

Die Oberflichenmarker CD19 (B-Zellmarker), CD27 (B-Gedachtniszellmarker), CD38
(Plasmazellmarker) und CD138 (Plasmazellmarker) sollten extrazellular, IgG und IgA extra-
und intrazelluldar und die alpha-2,6-Sialyltransferase (ST6GAL1) und das S1-Protein nur
intrazellular angefarbt werden. Dazu wurden Fluorochrom-gekoppelte Merkmal-spezifische

kommerziell erwerbbare Antikorper sorgfiltig ausgewahlt.

Um eine aussagekraftige Menge an S-spezifischen B-Zell-Gruppen aus dem Blut
darzustellen, wurde pro Ansatz eine PBMC-Anzahl von 20 Millionen Zellen gefarbt.
Entsprechend Fachliteratur wurden aus den isolierten mononukledren Zellen des
peripheren Blutes (PBMCs) liber FlowJo Software Lymphozyten eingekreist (s. Kap. 2.5.4.).
Entsprechend wurde anhand des Vorwartsstreulichts (FSC) und des Seitwartsstreulichts
(SSC) im ersten Schritt Lymphozyten identifiziert. Danach konnten Zelldubletten und
mithilfe eines Viabliltatsfarbstoffes tote Zellen, angelehnt an (Cossarizza et al., 2017),

ausgeschlossen werden.

Danach wurde auf Sl-spezifischen Zellen gegated. Abbildung 15 zeigt beispielhaft
Durchflusszytometrie-Bilder von vier der untersuchten Individuen. Proband*innen 3 und 5
(t0 und t1) gehorten zur NG-Kohorte, Proband*in 27 zur VG-Kohorte und Proband*in 38 zu

den Intensivpatient*innen (IUs). S1* Lymphozyten lieBen sich erst zu t1 (nach der Impfung
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mit BNT162b2), beziehungsweise in der Intensivpatientin 38 nachweisen. Die
Farbemethode lieferte also verlassliche Aussagen, Gber das Vorhandensein SARS-CoV-2-

spezifischer Blutzellen.
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Abbildung 15: S1-spezifische Lymphozyten zu t0 und t1

Aus dem Vollblut, hier beispielhaft von zwei Naiven Geimpften (NGs; Proband*innen 3 und 5) und
einer Vorinfizierten Geimpften (VG; Proband*in 27) zu Zeitpunkt t0 und t1, sowie von einem akut
infiziertem Intensivpatienten (IU; Proband*in 38) wahrend der Infektion, wurden PBMCs isoliert
und entsprechend des in Teil 2.5.4. und Abbildung 3 beschriebenen Gatings untersucht.
Lymphozyten wurden im Vorwarts-/Seitwarts-Scatter eingekreist und Doubletten sowie tote Zellen
ausgegrenzt. Die verbliebenen Lymphozyten/Zellen wurden auf S1-, CD19-, CD38-, CD27-, CD138-,

IgA- und IgG-Bindung untersucht.

Um die aus der Glykosylierungsanalyse erhaltenen Daten zu unterstiitzen, wurde die
ST6GALL im Inneren der B-Zellen angefarbt. Das Enzym katalysiert die Anknipfung von
Sialinsdure an eine Galaktose Uber eine a-2,6 Bindung (Zhang et al., 2019). Die Anfarbung
der ST6GAL1 im Zellinneren einer Plasmazelle lasst Riickschlisse darauf zu, ob mehr oder

weniger sialylierte Antikérper produziert werden.

Um moglichst alle IgG* B-Zellen zu erreichen, wurde der anti-IgG Antikdrper im extra- und
intrazelluldaren Farbegang eingesetzt (siehe auch (Biswas et al., 2021), ebenso wie der
anti-lgA-Antikorper. Der anti-lgA-Antikorper diente auch des Ausschlusses 1gG/IgA doppelt

positiver Zellen.

In aktueller Fachliteratur werden flir B-Gedachtniszellen und PCs vor allem folgende Gating-
Strategien verwendet: CD19*CD20*CD27+CD387/"CD138  fiir B-Gedachtniszellen und
CD19"/+CD20°CD27+*CD38**CD1387* fiir PCs (Caraux et al., 2010; Fink, 2012; Velounias und
Tull, 2022). Es wurde entschieden, Uber CD19 und CD38 B-Gedéchtniszellen
(CD19*CD38”") und PCs (CD19""/+*CD38**) zu trennen.

CD19, ein Transmembran-Glykoprotein und ein B-Zell Ko-Rezeptor (Murphy und Weaver,
2018c) ist ein verlasslicher, hdufig genutzter B-Zell-Marker, welcher durch die B-Zell-
Evolution von Pro B-Zellen bis hin zu enddifferenzierten PCs in variabler Dichte exprimiert
wird (Caraux et al., 2010; Cossarizza et al., 2017; Fink, 2012; Pitoiset et al., 2018; Velounias
und Tull, 2022; K. Wang et al., 2012). Nicht nur zur Unterscheidung verschiedener B-Zell-
Subgruppen durch unterschiedlich starke Expression, sondern auch zum Ausschluss von T-
Zellen und anderen PBMCs (CD19-negativ) handelt es sich um einen essenziellen B-Zell-

Identifikator. AuBerdem exprimieren Plasmazellen weniger CD19 als B-Gedachtniszellen,
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sodass eine anti-CD19 Farbung auch fir diese Unterscheidung genutzt werden kann

(Khodadadi et al., 2019).

CD38, ebenfalls ein Transmembran-Glykoprotein, wird unter anderem auf B-Zellen, aber
auch auf T-Zellen exprimiert (W. Li et al., 2022; Morbach et al., 2010). Eine besonders starke
Expression findet sich auf PCs. B-Gedachtniszellen verlieren das Merkmal und exprimieren
nur wenig bis kein CD38 auf ihrer Oberflache (Caraux et al., 2010; Fink, 2012; Velounias und
Tull, 2022). Auf Grundlage dieser Merkmale wurden B-Zellen in zwei Gruppen eingeteilt
(Lixenfeld et al., 2021; Van Coillie, Pongracz, Rahmoller et al., 2023): CD19-intermediér bis
-positive, CD38-positive (CD19™/*CD38*") PCs und CD19-positive, CD38-niedrige
(CD19*CD38”") B-Gedichtniszellen. Weiterhin wurden die PC-Marker CD27 und CD138

ausgewahlt, um die PCs in Subpopulationen einzuteilen (Sanz et al., 2008)

Die Gating-Strategie wird im Kapitel 2.5.4. beschrieben und ist dort in Abbildung 3 und hier
in Abbildung 15 dargestellt. Zunachst wurden einzelne, lebende Lymphozyten eingekreist,
wovon wiederum die S1* Lymphozyten erfasst wurden. Diese wurden im anti-CD19 gegen
anti-CD38 Darstellungen in PCs (CD19""/*CD38**) und B-Gedachtniszellen (CD19*CD387")
aufgegliedert. Danach wurden eingekreiste Plasmazellen oder eingekreiste
B-Gedachtniszellen in einer anti-IgG gegen anti-IgA Darstellung aufgegliedert. 1gG* PCs
wurden anschlieRend in einer anti-CD138 gegen anti-CD27 Darstellung aufgegliedert,
sodass auf Basis der Einteilung des CD27/CD138-Fensters in vier Quadranten vier PC-
Gruppen entstanden: CD277/"CD1387"  CD27*CD138/", CD27/"™CD138* und
CD27*CD138*. Die Sialyltransferase-Expression dieser vier Subpopulationen wurde

ebenfalls ausgewertet (s. Abbildungen 3 und 19).
3.4.2. S1-spezifische B-Zell-Populationen

Per Durchflusszytometrie sollten die zelluldaren Grundlagen der humoralen Immunantwort
auf BNT162b2 untersucht werden. Um genauere Informationen Uber die Antikdrper-
produzierenden Zellen zu erlangen, wurden oben genannte Marker eingesetzt und
verschiedene B-Zell-Populationen untersucht. FACS-Daten wurden an den Zeitpunkten tO0,
t1*, t1, t3 und t4 erhoben. Dabei wurde t0 als Negativkontrolle verwendet. Im Folgenden

werden die Daten aus t4 nicht berlicksichtigt, da dieser Blutentnahme-Zeitpunkt mit 37-43
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Tagen nach der zweiten Immunisierung zu weit entfernt lag, um genligend S1-spezifische

PCs im Blut zu detektieren.

Bei infizierten COVID-19 Patienten (Positivkontrollen) als auch nach BNT162b2
Immunisierung konnten S1-spezifische Lymphozyten detektiert werden (s. Abbildungen 15
und 16). Dabei stieg die Zahl der S1* Lymphozyten bei den NGs zwischen t0 und tl1
signifikant an (p < 0,0001). Die NGs erreichten 21-31 Tage nach der ersten Impfung (t1)
einen dhnlichen S1-positiven Anteil unter allen Lymphozyten wie die VUs/VGs an t0, von
durchschnittlich 0,007 % gegen 0,008 %, beziehungsweise konnte nach Mann-Whitney kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Dagegen zeigten die VGs an t1 einen
deutlichen Anstieg auf 0,08 % S1-spezifischer Lymphozyten und somit einen signifikant
hoheren Anteil als die NGs an t1 (p = 0,0095). Die Intensivpatient*innen (IUs) verfligten im
Vergleich zu den NGs an t1 lber einen signifikant hoheren Anteil (p = 0,0009) von gemittelt

0,12 % S1-spezifischer B-Zellen unter allen Lymphozyten.

Deutlich signifikante Unterschiede bestanden in den B-Zell-Subpopulationen. Wahrend VGs
an t0 und VUs vor allem S1-spezifische B-Gedachtniszellen aufwiesen (durchschnittlich
84,1 % der S1-spezifischen B-Zellen), beziehungsweise bei den VGs an t1 97,4 %, waren es
bei den NGs zu t1 nur 43,2 % und bei den 1Us durchschnittlich 5,8 %. Dagegen zeigten sich
PCs als dominante Subpopulation mit 90,4 % unter den S1* B-Zellen bei den IUs, wahrend
der PC-Anteil bei VGs an t0 und VUs 7,1 % und bei den VGs an t1 nur 0,3 % betrug. Die NGs
zeigten an t1 einen durchschnittlichen PC-Anteil von 30,4 %. Einschrankend muss erwahnt
werden, dass der Blutentnahmezeitpunkt bei den IUs wenige Tage nach der Infektion lag,
bei den VGs zu t0 und den VUs dagegen ein bis zehn Monate nach Infektion, bei den NGs

und VGs zu t1 wiederum circa drei Wochen nach der ersten Immunisierung.

64



Ergebnisse

A §1-Spezifische B S1-Spezifische C S1-spezifische PCs D S1-spez. mégliche
Lymphozyten Lymphozyten (CD19"*CD3ag*) Gedachtnis B-Zellen
ok c ok (cD19'cD38™")
S SR T = T %100 — 100 —E—
2000 .= . R e c >
€ N 0.2001 2 . ™ £ %
] =] < 5 >
—= 1000 = —s— o | 2N |
~ ® 3 80 o 807
&g E W s | E - :
&8 | = 3 @ g
< c - . N 601 ° 2> 601 %
S5 £ 0.012 g £ - .
Zc 3 @ EnN 3
°
g8 < = S8 40
= 2 0.008 [} T
- = 5 &5
o £ 0.004 > ® e 20
o o Y » L *
> [&] >
=2 a e
= 0.000 < O — L 0.
NGs IUs NGs IUs NGs Us NGs Us

(t0) (t1) (t0) (t1) (t1)  (t0) (t1) (t1) (o) (t1) 1) (t0) (1)

Abbildung 16: S1-spezifische Zellpopulationen Naiver Geimpfter und COVID-19 Positiver

Das Vollblut von 18 Naiven Geimpften (NGs) wurde zu Zeitpunkt t0 (-2 bis 0 Tage nach erster
Impfung) und t1 (21-31 Tage nach erster Impfung) untersucht. Wie in vorangehenden Abbildungen
sind Daten von Proband*innen 9 und 10 in Rot, die von Proband*in 11 in Hellblau dargestelit.
Zusatzlich wurde das Vollblut von funf Infizierten Ungeimpften (IUs; dunkelorange), zwei
Vorinfizierten Ungeimpften (VUs; hellorange) und zwei Vorinfizierten Geimpften (VGs; hellorange)
untersucht. Der hier dargestellten Werte der VGs beziehen sich auf t0, also den Zeitpunkt vor der
ersten Immunisierung. Sl-spezifische Lymphozyten wurden weiter in mogliche PCs
(CD19"*CD38**) und B-Gedichtniszellen (CD19*CD387™) aufgetrennt. Dargestellt sind die (A)
Anzahl S1-spezifischer Lymphozyten, (B) der Anteil (%) S1-spezifischer Lymphozyten an allen
lebenden Lymphozyten, (C) der Anteil S1-spezifischer PCs unter aller S1-spezifischen Lymphozyten
und (D) der Anteil moglicher Sl-spezifischer B-Gedachtniszellen unter allen S1-spezifischen
Lymphozyten. Fiir den Vergleich zwischen zwei Gruppen oder zwei Zeitpunkten wurde der Mann-
Whitney-U- Test (waagerechte Linie) und fiir drei Gruppen der Kruskal-Wallis-Test (eckige Klammer)

durchgefihrt; * p <0,05; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.

Um die bei den NGs und VGs nach jeder Impfung induzierten PCs besser vergleichen zu
konnen, wurden als N&chstes dhnliche/zusatzliche Blutentnahmezeitrdume nach den
beiden Immunisierungen gewahlt. Abbildung 17 zeigt einen Vergleich zwischen den an t1*
und t3, also 7-14 und 37-43 Tage nach der ersten Impfung (letzteres entspricht 5-8 Tage
nach der zweiten Impfung), gemessenen Werten von NGs und VGs. VGs wiesen an t1*
signifikant (p < 0,05) mehr S1* Lymphozyten auf als NGs. An Zeitpunkt t3 hatten NGs und
VGs ahnliche Anzahlen an S1* Lymphozyten, S1* Plasmazellen und IgG*S1* PCs. Bei der
Untersuchung der Subpopulationen zeigten sich an t1* und t3 bei den NGs héhere Anteile

an S1* PCs unter allen B-Zellen.
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Abbildung 17: Evolution verschiedener B-Zell Populationen zwischen t1* und t3

Das Vollblut von sechs Naiven Geimpften (NGs; blau) und flinf Vorinfizierten Geimpften (VGs;
orange) wurde zu Zeitpunkt t1* (7-14 Tage nach erster Impfung) und von 15 NGs (blau) und vier
VGs (orange) wurde zu Zeitpunkt t3 (37-43 nach der ersten, beziehungsweise 5-8 Tage nach zweiter
Impfung) untersucht. Aus Sl-spezifischen B-Zellen (S1*CD19*) wurden PCs (CD19"*CD38*')
ausgewadhlt und daraus wiederum IgG* PCs untersucht. Dargestellt sind jeweils an t1* und t3 (A) die
Anzahl S1-spezifischer B-Zellen, (B) der Anteil Sl-spezifischer B-Zellen an allen lebenden
Lymphozyten, (C) die Anzahl S1-spezifischer PCs, (D) der Anteil S1-spezifischer PCs unter aller S1-
spezifischen B-Zellen, (E) die Anzahl IgG* S1-spezifischer PCs und (F) der Anteil IgG* S1-spezifischer
PCs unter allen S1-spezifischen B-Zellen von NGs und VGs. Die gestrichelten schwarzen horizontalen
Linien zeigen die entsprechenden Werte von (IgG*) PCs von NU Kontrollproband*innen. Fiir den
Vergleich zwischen zwei Gruppen oder zwei Zeitpunkten wurde der Mann-Whitney-U- Test

(waagerechte Linie) durchgefihrt. * p< 0,05; ** p< 0,01.
3.4.3. Plasmazell-Subpopulationen

PCs sind die eigentlichen Produzenten von Antikdrpern und somit von besonderem
Interesse dieser Arbeit. Wie oben (Kap. 3.3.1.) beschrieben, wurden S1-spezifische
CD19"/*CD38**IgG* PCs weiter auf Expression der Marker CD27 und CD138 untersucht. Bei
der Einteilung in vier Populationen (CD277/"CD1387/i", CD27+*CD1387"" CD27/"CD138*
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und CD27*CD138") fielen zwischen NGs und VGs folgende Unterschiede auf. Bei den NGs
dominierte zu t1* und t3 die CD27/"CD138”" Gruppe, wihrend bei den VGs vor allem
CD27*CD1387"t PCs zu finden waren (s. Abbildungen 18 und 19).

Moglicherweise handelt es sich um PC-Subpopulationen unterschiedlicher Entstehung.
Vorinfizierte sind bereits vor der ersten Immunisierung mit dem S1-Protein des SARS-CoV-
2 in Kontakt gekommen und verfligen ohne Immunisierung bereits tGber S1-spezifische
B-Gedachtniszellen (s. Abbildung 16D). So konnten die bei den VGs vorwiegend
nachgewiesenen CD27*CD1387"" PCs aus B-Gedichtniszellen entstanden sein, wihrend die

CD27/"CD138/"t Gruppe aus naiven B-Zellen generiert sein kdnnte.
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Abbildung 18: Evolution von PC-Subgruppen zwischen t1* und t3

(A) Das Vollblut von sechs Naiven Geimpften (NGs) und flinf Vorinfizierten Geimpften (VGs) wurde
zu Zeitpunkt t1* (7-14 Tage nach erster Impfung) und an t3 (37-43 nach der ersten,
beziehungsweise 5--8 Tage nach zweiter Impfung) von 14 NGs und vier VGs untersucht. S1* PCS
(CD19""*CD38"*) wurden in vier Subpopulationen eingeteilt: CD277/"CD1387" (blau), CD27*CD138"
/it (grau), CD277/™CD138* (rosa) und CD27*CD138" (rot). (B) Dargestellt sind jeweils an t1* und t3
die prozentuellen Anteile der vier Populationen von NGs und VGs. Die gestrichelten horizontalen
Linien zeigen die entsprechenden PC-Subgruppen-Anteile von Naiven Ungeimpften

Kontrollproband*innen (NUs).
3.4.4. Sialyltransferase-Expression

Im Kapitel 3.3. wurden die Ergebnisse der 1gG1-Fc N-Glykosylierungsanalyse beschrieben.
Unter anderem wurde die Sialylierung der IgG1-Antikorper untersucht. Sialinsdure wird fast
ausschlieBlich Gber eine a-2,6-Bindung an Galaktose in der Polysaccharidkette am Fc-Teil

des IgG-Molekiils befestigt; das entsprechende Enzym ist die ST6GALL. (Boune et al., 2020).

67



Ergebnisse

Das Durchflusszytometrie-Protokoll wurde so etabliert, dass die ST6EGALL in den B-Zellen
angefarbt werden konnte, mit dem Ziel, die fir die initiale hohe Sialylierung der IgG-
Antikérper nach jeder Impfung zustdndigen Plasmazell-Subpopulationen ausfindig zu

machen.

Uber alle untersuchten Gruppen, den NUs, NGs und VGs, hinweg fand sich stets die héchste
ST6GAL1-Expression in der CD27*CD138* PC-Subpopulation und bei den NGs zusatzlich in
der CD27/"CD138* PC-Population (s. Abbildung 19). Am wenigsten ST6GAL1 wurde in der
CD277/"tD138/i" und tendenziell der CD27*CD1387" PC-Subpopulation nachgewiesen.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass es unterschiedliche PC-Subpopulationen gibt, die
entsprechend unterschiedlich glykosylierte 1gG-Antikorper produzieren kdnnten. Generell
kdnnten die frilhen hoch sialylierten IgG-Antikérper nach jeder Impfung vor allem von

CD138* PCs generiert werden.
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Abbildung 19: ST6GAL1-Expression in PC-Subgruppen von NUs, NGs und VGs

Das Vollblut von sieben Naiven Ungeimpften (NUs), von sechs Naiven Geimpften (NGs) und finf
Vorinfizierten Geimpften (VGs) zu Zeitpunkt t1* (7-14 Tage nach erster Impfung), sowie von 14 NGs
und vier VGs zu t3 (37-43 nach der ersten, beziehungsweise 5-8 Tage nach zweiter Impfung) wurde
untersucht. (A) Aus den IgG* S1-spezifischen Lymphozyten (beziehungsweise allen Lymphozyten fir
die NUs) wurden die vier CD27/CD38 Subpopulationen (CD277/™CD1387™ (blau), CD27*CD1387™
(grau), CD277/"CD138* (rosa) und CD27*CD138* (rot)) auf ST6GAL1-Expression (Mittelwert der
Mediane) untersucht. Beispielhaft wird hier ein Uberlagerungs-Histogramm der ST6GAL-Expression
eines NGs an t1* gezeigt. Abgebildet werden (B) die IgG* PC-Subgruppen-Anteile der NUs und die
relative ST6GAL1-Expression (MFI) der 1gG* PC-Subgruppen von den NUs, sowie von den (C) NGs
und (D) VGs jeweils an t1* und t3. Die gestrichelten horizontalen Linien zeigen die entsprechende

S6GAL1-Expression der PC-Subgruppen von NUs

Teile dieser Arbeit und fortgefiihrte Analysen dieser Kohorte (wie erwdhnt) wurden

inzwischen in Lixenfeld et al., 2021, Van Collie et al., 2023 und Buhre et al., 2023 publiziert.
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4, Diskussion

4.1. Die zweifache mRNA-Impfung mit BNT162b2 induziert eine

ausgepragte initiale IgG-Antwort

Das Ziel einer jeden Impfung besteht darin, einen Immunschutz gegen eine bestimmte
Krankheit beziehungsweise einen Erreger aufzubauen. Sie aktiviert den adaptiven Teil des
Immunsystems, sodass dieser im Falle eines Kontaktes mit dem Erreger schnell und effizient
reagieren kann. Im Optimalfall verleiht die Impfung sterile Immunitéat, das heiflSt, sie schiitzt
bereits vor einer Ansteckung und damit Vermehrung des Pathogens, sodass sich die
Erkrankung gar nicht erst ausbreiten kann. Alternativ kann man sich aber auch mit einer
durch die Impfung generierten schitzenden Immunitat zufriedengeben, die einen

schweren Verlauf der betreffenden Erkrankung verhindert (Wahl und Wardemann, 2022).

Trager der Immunitat sind die Immunzellen, darunter B-Gedachtniszellen und zu PCs
differenzierte B-Zellen, als Produzenten von Antikdrpern. 1gG, als haufigster Isotyp im Blut
und leicht im Labor nachweisbar wird oft als Schutzkorrelat nach einer Impfung angesehen
(Monzon-Posadas et al., 2023; Schroeder und Cavacini, 2010; Yu et al., 2020). Funktional
wird meist deren neutralisierendes Potential, sprich die Verhinderung der Anheftung des
Pathogens an seinen Rezeptor auf Wirtszellen, beschrieben. Im Kontext der Immunantwort
sind weiterhin die IgG-Fc-vermittelten Effektorfunktionen wie ADCC, ADCP und CDC fiir die
Immunantwort entscheidend. Von daher ist es wichtig, nach einer Impfung dem IgG-Titer

sowie dessen qualitative Subklassenverteilung zu charakterisieren.

4.1.1. Serum IgG-Titer nach einer und zwei Impfungen

In dieser Arbeit konnten ab Tag zehn nach der ersten Immunisierung mit BNT162b2 anti-S1
IgG-Antikorper im Serum nachgewiesen werden, welche wenige Tage nach der zweiten
Impfung (circa 40 Tage nach der ersten Immunisierung) ihr Maximum erreichten, und bis
zum Ende des Studienzeitraumes circa einen Monat nach der zweiten Impfung und 70 Tage
nach der ersten Impfung langsam wieder sanken (s. Abbildung 8). Andere Arbeitsgruppen
lieferten ahnliche Ergebnisse. Markewitz et al. (2022) wiesen Serum anti-S1 IgG ab Tag zwolf
nach der ersten Immunisierung mit BNT162b2 nach, wobei die Titer in den folgenden zwei

Wochen und nach der zweiten Immunisierung signifikant anstiegen. Salvagno et al. (2021)
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zeigten einen Anstieg RBD- oder S-spezifischer 1gG-Antikdrper im Serum zwischen Tag 21
und 50. Langfristige Untersuchungen ergaben einen sinkenden Trend der anti-RBD und -S1
IgG-Antikorper Gber die Zeit nach der zweiten Impfung (Buhre et al., 2023; Skorupa et al.,
2022). Wie in dieser Arbeit lieR sich auch in diesen und einer weiteren Studie (van Coillie,
Pongracz, Susti¢ et al., 2023) bei VGs nach den Impfungen ein Anstieg von Serum anti-S1
IgG nachweisen, wobei die Titer nach der ersten Impfung, aber nicht mehr nach der zweiten

Impfung héher lagen, als bei NGs (Markewitz et al., 2022).

Die Impfung mit BNT162b2 scheint demnach eine spezifische Immunantwort gegen
SARS-CoV-2 auszulésen und fiihrte auch bei Vorinfizierten offensichtlich zu einer
Re-Aktivierung von Geddachtniszellen. Weiterhin wurde ein positiver Zusammenhang
zwischen den hohen initialen Serum anti-S1 IgG-Titern, einem Neutralisationspotenzial
dieser IgG-Antikorper und einem Schutz vor COVID-19 wenige Wochen nach zwei

Impfungen mit BNT162b2 beschrieben (Monzon-Posadas et al., 2023; Z. Wang et al., 2021).

4.1.2. Anti-S1 Speichel IgG - Durch Diffusion aus dem Serum?

Das SARS-CoV-2 wird vorwiegend Uber Aerosole Ubertragen und vermehrt sich in den
Atemwegen (Ravi et al., 2022; To et al., 2021). Die erste Schutzbarriere mit dem das Virus
also in Kontakt tritt, sind die Schleimhdute der Atemwege. Abwehrmechanismen vor Ort
umfassen ortlich ansassige Zellen und Bestandteile des angeborenen Immunsystems, aber
auch Zellen des adaptiven Immunsystems, unter anderem in Speichel vorliegende

spezifische Antikdrper (Murphy und Weaver, 2018g).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten im Speichel geimpfter Proband*innen anti-S1
IgG-Antikorper nachgewiesen werden. Die Speichel anti-S1 IgG-Titer korrelierten mit den
Serum anti-S1 IgG-Titern (s. Abbildung 11). Aktuelle Literatur bestdtigt diese
Beobachtungen (Guerra et al., 2022; Monzon-Posadas et al., 2023). Die starke Korrelation
zwischen Serum und Speichel IgG-Titern lasst vermuten, dass anti-S1 IgG durch Diffusion

aus dem Serum in den Speichel gelangt.

Die im Speichel gemessenen Spiegel waren immer niedriger als die im Serum und sanken
mit grofRer werdendem Abstand zur Impfung wie im Blut ab (Madsen et al., 2023; Monzon-

Posadas et al., 2023; Pinilla et al., 2021). Sie konnten verschiedene Varianten des
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SARS-CoV-2 in vitro neutralisieren, wobei die Speichel IgG-Antikdrper von Vorinfizierten ein

hoheres Neutralisierungspotenzial aufwiesen (Azzi et al., 2022; Guerra et al., 2022).

Zusammenfassend flihrte die Impfung durch BNT162b2 zwar zu nachweisbarem anti-S1 IgG
im Speichel, dessen Nutzen zur tatsdchlichen lokalen Bekdampfung und Verbreitung des
Virus wird jedoch noch diskutiert. Anti-S IgA-Antikérper konnten in Naiven Geimpften nach
den zwei Impfungen ebenfalls nachgewiesen werden. Allerdings waren die anti-S IgA-Titer
in Vorinfizierten Ungeimpften und Vorinfizierten Geimpften hoher, beziehungsweise.

blieben langer erhoht (Buhre et al., 2023; Lapuente et al., 2024).

Insgesamt fuhrt die Immunisierung in Naiven Geimpften eher zu einer systemischen
Immunantwort, welche geringe IgA- und passive IgG-Auswirkungen auf die Atemwege zu
haben scheint. Wahrscheinlich sind die so erreichten Speichel-Antikorper-, insbesondere
IgA-Titer, zu niedrig, um eine Ansteckung oder Ubertragung zu verhindern. Andere
Applikationsformen, insbesondere intranasale Impfungen, werden aktuell erforscht und
wurden von Alu et al. (2022) systematisch zusammengefasst. Sie liefern (iberzeugende
Ergebnisse fiir einen verbesserten Schutz der Schleimhaute, unter anderem durch die
Induktion von IgA im Speichel. Kénnte man bereits die Ubertragung des SARS-CoV-2
vorbeugen, entstiinde eine sterile Immunitat, welche das Infektionsgeschehen deutlich
eingrenzen wirde. Moglicherweise kdnnte eine duale Verabreichungsstrategie, das heiflt
intramuskuldr, kombiniert mit intranasal, verfolgt werden, um einen ganzheitlichen

Immunschutz zu erreichen.

4.1.3. Kampfstarke 1gG-Subklassen dominieren die initial induzierte I1gG-

Antikorperantwort nach der ersten und zweiten Impfung

IgG-Antikdrper kommen in unterschiedlichen Subklassen vor: 1gG1, 1gG2, IgG3 und IgG4. Bei
viralen Infektionen entstehen meist vor allem IgG1 und IgG3 (Ferrante et al., 1990). Dabei
steigen entsprechend der Reihenfolge im Immunglobulin-Schwerketten-Genlocus (I1gG3,
IgG1, 1gG2, 1gG4) in der Regel zunachst die 1gG3-, spater die IgG1-Titer (Bashirova et al.,
2021; Rastawicki et al., 2023). Passend dazu konnten nach der Impfung primar ebensolche
Subklassen (IgG1 > IgG3) gegen das S1-Protein beobachtet werden, wahrend weniger anti-
S1 1gG2 und 1gG4 nur in geringen Mengen kurz nach der zweiten Impfung nachgewiesen

wurden. Tatsachlich wurden die hoéchsten anti-S1 IgG3-Spiegel an Tag 10-20 nach der
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ersten Impfung mit BNT162b2 nachgewiesen, wahrend die hochsten IgG1-Titer an Tag 20—
40 gemessen wurden. Bei den Vorinfizierten Geimpften zeigten sich besonders hohe anti-
S1 Igl-Titer im Vergleich zu den Naiven Geimpften, wahrend ihre 1gG3-Titer schwacher

waren und schnell abfielen (s. Abbildung 9).

In den ersten Wochen nach der ersten und zweiten Impfung mit BNT162b2 lieRen sich also
bei VGs und NGs primar SARS-CoV-2-spezifische IgG1- > IgG3-Antikdrper nachweisen, wobei
IgG3 insbesondere im friiheren Verlauf und bei NGs zu finden war (siehe auch Buhre et al.,
2023, 2023; Farkash et al., 2021). Bei den beiden Subklassen handelt es sich um die
kampstarksten unter allen 1gG-Subklassen. Die proinflammatorischen Subklassen haben in
vitro eine hohe Affinitat zu aktivierenden FcyRs und C1q und kénnen durch Hexamerbildung
niederschwellig eine CDC ausldsen (Buhre et al., 2022; de Jong et al., 2016; Melis et al.,
2015; G. Wang et al., 2016). Die Immunisierung mit BNT162b2 fihrt folglich in den ersten
Wochen nach zwei verabreichten Dosen zu einer potenten adaptiven humoralen

Immunantwort im Blut.

Anti-S1 1gG4 konnte im Untersuchungszeitraum nicht oder nur kaum nach der zweiten
Impfung nachgewiesen werden. Diese Subklasse erscheint im Laufe einer Infektion in der
Regel als Letzte und im Rahmen wiederholter Exposition mit demselben Antigen
(Rastawicki et al., 2023). Studien mit erweitertem Untersuchungszeitraum berichten von
einem Abfall von SARS-CoV-2-spezifischen IgG3, und stattdessen einem Anstieg von IgG4 5—
7 Monate nach der zweiten und insbesondere dritten Immunisierung mit BNT162b2 (Buhre
et al.,, 2023; Irrgang et al., 2023; Rastawicki et al., 2023). Damit verringert sich die
kampfstarke Komponente der spezifischen IgG-Immunantwort zugunsten der weniger
kampfstarken Subklasse IgG4. Tatsachlich gilt IgG4 als wenig potent in der Auslésung von
Fc-mediierten Prozessen, wie ADCC und ADCP (Irrgang et al., 2023). Studien an Mausen
suggerieren, dass das menschliche 1gG4-Antikorper sogar die Abwehrfunktionen der
potenteren Subklasse 1gG1 stéren kdnnten (Lilienthal et al., 2018). Die Rolle von IgG4 im
Kontext von Infektionserkrankungen, insbesondere viralen Erkrankungen ist noch kaum
erforscht und muss weiter untersucht werden. Anti-S IgG2 war niedriger, blieb aber selbst
nach drei BNT162b2-Impfungen konstant oder stieg sogar leicht. Auch zur Rolle von 1gG2

im Kampf gegen die Viren miissen in Zukunft weitere Studien Erkenntnisse liefern.
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4.2. Die Fc-Glykosylierung von IgG1 variiert im Zeitverlauf nach zweifacher

Impfung mit BNT162b2

Die Fc-Glykosylierung von IgGl-Antikérpern hat einen Einfluss auf deren
Effektorfunktionen. Im Zeitverlauf bis zu 27-35 Tage nach der zweiten Impfung und damit
70 Tage nach der ersten Immunisierung mit BNT162b2 wurden unterschiedliche 1gG1 Fc-

Glykosylierungsmuster beobachtet.

4.2.1. Keine langfristige FO-IgG1-Antwort nach Impfung mit BNT162b2

Antigenspezifisches afukosyliertes (FO)-IgG1 wurde bislang im Kontext von alloimmunen
Reaktionen gegen Erythrozyten und Thrombozyten, parasitiren Infektionen mit
Plasmodium falciparum (der auslésende Parasit von Malaria tropica), viralen Infektionen
mit dem Dengue-Virus, HIV, CMV, HBV, Masernvirus und Mumpsvirus und attenuierten
Lebendimpfungen gegen Masern und Mumps nachgewiesen (Larsen, de Graaf et al., 2021;
Oosterhoff et al., 2022; Van Coillie, Pongracz, Susti¢ et al., 2023). Gemeinsam ist allen diesen
Immunreaktionen, dass die Antigene, gegen die FO-IgG1-Antikérper gebildet werden, in
eine Membran eingebettet vorliegen (Oosterhoff et al., 2022). Larsen, de Graaf et al. (2021)
stellten die Hypothese auf, dass membrangebundene Oberflichen-Proteine eine
spezifische B-Zell-Antwort auslésen konnten, die zur Produktion von FO-lIgG fiihrt. In
Ubereinstimmung mit dieser Hypothese wiirde das translatierte transmembrane SARS-CoV-
2-S-Protein, das im BNT162b2-mRNA-Impfstoff kodiert ist, ebenfalls diese Bedingungen fiir
eine FO-IgG1-Antwort erfiillen. Daher ware nach einer SARS-CoV-2-Impfung die Bildung von

anti-Spike-FO-IgG1-Antikorpern zu erwarten gewesen.

Ein S-spezifischer FO-IgG1l Gipfel (bis zu 17 %) konnte kurzfristig nach der ersten
Immunisierung mit BNT162b2 bei NGs nachgewiesen werden, jedoch nicht nach einer
zweiten Immunisierung (siehe auch Buhre et al., 2023; Lixenfeld et al., 2021; Van Coillie,
Pongracz, Susti¢ et al., 2023). Nach der zweiten Impfung blieben die FO-IgG1-Level auch in
Folgeuntersuchungen bis 270 Tage nach der ersten Immunisierung bei 2 % (Buhre et al,
2023). Offensichtlich reichte das durch die mRNA kodierte und auf korpereigenen
Membranen prasentierte S-Protein aus, um kurzfristige, aber nicht langfristige FO-IgG1

Level zu generieren.
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Stattdessen lag der langfristige anti-S FO-IgG1-Anteil der VGs auch in Folgeuntersuchungen
bis Tag 270 nach der ersten Immunisierung konstant (4 %) tber dem der NGs (s. Abbildung
12) (Buhre et al., 2023; Van Coillie, Pongracz, Rahmoller et al., 2023). Das SARS-CoV-2 erfullt
offensichtlich, wenn auch begrenzt, besser die Kriterien fir die Generierung von
langfristigen anti-S FO-IgG1. Beim Impfstoff kdnnte im Gegensatz zu einer natiirlichen SARS-
CoV Infektion ein Ko-Stimulus fehlen, der eine nachhaltige FO-IgG1 Keimzentrumsreaktion

auslost.

Die Funktion von FO-1gG1 wird im Allgemeinen als pathogen beschrieben (T. T. Wang, 2019).
Auf molekularer Ebene erhoht die fehlende Kern-Fukosylierung am Fc-Teil von IgG1 die
Affinitat zu aktivierenden FcyRs, insbesondere FcyRllla. Dadurch kénnen FcyRllla-mediierte
Eigenschaften, wie ADCC durch NK-Zellen und, in geringerem Umfang, ADCP durch
Monozyten/Makrophagen leichter ausgel6st werden (Golay et al., 2022; Oosterhoff et al.,
2022). Einige Studien weisen zudem darauf hin, dass FO-IgG1-vermittelte Zellaktivierung zu
einer schnelleren und starkeren Freisetzung von Zytokinen fihrt (Golay et al., 2022). Im
Kontext der COVID-19 Pandemie wurden besonders hohe initiale FO-IgG1-Titer bei
Intensivpatient*innen nachgewiesen (Chakraborty et al., 2021; Hoepel et al.,, 2021;
Oosterhoff et al.,, 2022) und waren mit der Produktion inflammatorischer Zytokine
assoziiert (Chakraborty et al., 2022). Allerdings muss dazu erwahnt werden, dass neben
dem Auftreten von FO-IgGl-Antikdrpern weitere unglnstige Faktoren bei diesen
Komplikationen auftraten. Im Rahmen von schweren COVID-19 Verldaufen wurde auch eine
starke Degalaktosylierung (Pongracz et al., 2022) und eine autoreaktive Wirkung (Woodruff
et al., 2020, 2022) von IgG1-Antikdrpern beschrieben. Daher kdnnte eine Kombination aus
Afukosylierung, Agalaktosylierung und Autoreaktivitat zu den starken entziindlichen

Effekten bei schwerem COVID-19 beitragen.

Auf der anderen Seite gilt FO-IgG1 bei der Bekdmpfung von HIV (Ackerman et al., 2013) und
Plasmodium falciparum (Larsen, Lopez-Perez et al., 2021) als protektiv. FO-lgG1-Antikoérper
gewinnen bei der Bekampfung von Tumoren ebenfalls an Bedeutung, da ihnen im Vergleich
zu fukosylierten IgG1-Antikorpern eine héhere Effektivitat, zum Beispiel bei der Aktivierung
von NK-Zellen Gber FcyRllla, zugeschrieben wurde (Cohen Saban et al., 2023; Junttila et al.,

2010; Pereira et al., 2018).
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Zusammenfassend mag in bestimmten Konstellationen die Induktion von FO-lgG1-
Antikorpern gefahrlich sein, allerdings scheint generell die Induktion von stark pathogenen

FO-lgG1-Antikorpern ein erstrebenswertes Ziel fiir die Bekampfung von Infektionen zu sein.

Zukunftige Impfstrategien und optimierte mRNA-Technologien kénnten darauf ausgerichtet
werden, eine langfristige FO-lgG1-Antwort zu erzielen, welche durch den mRNA-Impfstoff
nicht erreicht wurde, wohl aber bei Personen beobachtet werden konnten, die vor der
ersten Impfung eine SARS-CoV-2 Infektion durchgemacht hatten. Entsprechend missen

zuklinftige Arbeiten zeigen, wie FO-IgG1-Antikorper gezielt induziert werden kénnen.

4.2.2. Bisection-IgG

Kurz nach der Impfung mit BNT162b2 konnten bei NGs und VGs sinkende anti-S Bisection-
IgG1-Anteile beobachtet werden, welche wenige Tage nach der zweiten Impfung ihr
Minimum erreichten und bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes wieder anstiegen
(s. Abbildung 13). Folgeuntersuchungen (Buhre et al., 2023) zeigten einen weiter
steigenden Trend bis Tag 270 nach der ersten Impfung (entsprechend bis circa 235 Tage
nach der zweiten Impfung). Dabei blieben die anti-S Bisection-lgG1-Anteile der NGs im

Mittel unter denen der VGs.

Die Dynamik und insbesondere die Funktion von Bisection-IgG1 ist noch wenig erforscht.
Bei der Immunantwort auf Pathogene zeigte sich im Rahmen von Impfungen gegen
Influenza und Tetanus ebenfalls eine transiente Abnahme des antigenspezifischen

Bisection-1gG1 (Selman et al., 2012; Vestrheim et al., 2014).

Im Kontext von COVID-19 zeigten andere Studien ebenfalls eine wellenférmige Dynamik,
mit kurzfristigem Abfall von antigenspezifischem Bisection-IgG1 nach Infektion oder
Impfung, die Uber die Zeit wieder anstieg . Diese im Laufe der Immunantwort
unterschiedlich glykosylierten Antikorper kdnnten von verschiedenen
Plasmazellpopulationen generiert worden sein und verschiedene Rollen einnehmen. Die
Bedeutung der wellenférmigen Dynamik und der Einfluss von Bisection auf die Funktion

von IgG1 bleibt insgesamt noch unklar und sollte weiter erforscht werden.
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4.2.3. Dynamische Galaktosylierung und Sialylierung des 1gG1l nach
Impfungen: Ausdruck unterschiedlicher Herkiinfte und verschiedener

Funktionen

Die Galaktosylierung und Sialylierung des anti-S1 IgG1 folgte im Beobachtungszeitraum
einer spiegelbildlichen wellenférmigen Dynamik im Vergleich zum Bisecting. Der Gal- und
Sial-lgG1-Anteil stieg kurzfristig nach der ersten Impfung, sank danach wieder, stieg nach
der zweiten Impfung erneut an und fiel daraufhin wieder ab (Van Coillie, Pongracz,
Rahmoller et al., 2023). Diese Wellenformen wurden in Folgeuntersuchen bis Tag 270 nach
der ersten Impfung deutlicher (Buhre et al., 2023, 2024). Die Verldufe der NGs und VGs
wiesen dabei keine signifikanten Unterschiede auf (s. Abbildung 14) (Buhre et al., 2023; Van
Coillie, Pongracz, Rahméller et al., 2023). Ahnliche dynamische Gal- und Sial-IgG Verldufe
konnten auch ansatzweise nach Impfungen gegen Influenza (Selman et al., 2012; T. T. Wang
et al., 2015) und Tetanus (Selman et al., 2012) und vor allem nach Immunisierungen von

Mausen (Bartsch et al., 2020) nachgewiesen werden.

Diese wechselnden Glykosylierungsmuster kdnnten durch eine unterschiedliche Herkunft
der Antikorper erklart werden. Dabei kdnnten die stark galaktosylierten und sialylierten
IlgG-Antikdrper von extrafollikuldaren kurzlebigen PCs abstammen, wadhrend die GO- und
SO-lgG1-Antikorper im spateren Verlauf nach einer Impfung von langlebigen PCs aus der

Keimzentrumsreaktion stammen kdnnten.

Die unter Umstanden durch verschiedene PC-Populationen produzierten, verschieden
galaktosylierten und sialylierten IgG-Antikorper koénnten bei der Bekdmpfung von
Pathogenen unterschiedliche Aufgaben ibernehmen. Einige Studien sprechen dafiir, dass
frihe Gal- und Sial-lgG1-Antikbrper besser NK-Zellen zu aktivieren scheinen
(Zytotoxizitat/ADCC) (Boudreau et al., 2023; Jennewein et al., 2019). AuBerdem beglinstigt
Gal-1gG1 (> Sial-IgG1 > GO0-1gG1) die I1gG1-Hexamerbildung und damit die Interaktion mit
dem Sechs-Arm-Clg-Molekiil (Farkash et al., 2021; van Osch et al., 2021; Wei et al., 2021).
Ferner fordern frihe Sial-lgG1-Antikorper die Affinitatsreifung von IgG, indem sie den
Transport von Antigenen in das Keimzentrum beglinstigen und {ber CD23 den
inhibierenden FcyRIlb auf B-Zellen hochregulieren, sodass die Aktivierungsschwelle erhoht

wird und sich nur noch hochaffine B-Zellen differenzieren kénnen (Lofano et al., 2018; T. T.
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Wang et al.,, 2015). Stattdessen scheinen spate GO- und SO-lgG1l-Antikérper, wie bei
inflammatorischen Autoimmunerkrankungen, Neutrophile besser aktivieren zu kénnten
(Clauder et al., 2021; Epp et al., 2018). Dabei scheint eine IgG Afukosylierung eine
dominante Wirkung im Vergleich zum Grad der Sialylierung zu haben (T. Li et al., 2017;
Saldova et al., 2008; Scallon et al., 2007; Vicente et al., 2022).

In der Einleitung beschriebene widersprichlich Effekte von Gal- und Sial-IgG1 versus
GO-1gG1 im Zusammenhang mit schiitzenden Effekten gegen Pathogene kdnnten durch
verschiedene zeitliche Analysen des dynamischen Verlaufs der Galaktosylierung und
Sialylierung nach jeder Impfung erklart werden. Antikdrper-Analysen von friihen Proben
nach einer Impfung geben andere Ergebnisse als spate Proben. Tatsachlich fallt bei der
zeitlichen Einordnung von Publikationen zur anti-S 1gG1 Glykosylierung auf, dass die
jeweiligen Beobachtungen zu dieser Arbeit passen. Kurz nach Infektion und Impfung mit
BNT162b2 zeigten sich hohere anti-S I1gG1 Sial- und Gal-Anteile, welche daraufhin wieder
sanken (Chakraborty et al., 2022; Larsen, de Graaf et al., 2021; Pongracz et al., 2022).

Generell konnten kurz nach einer Impfung oder auch einer Infektion stets der
antigenspezifische Gal- und Sial-lgG1-Anteil (Uberwiegen. Diese wahrscheinlich
extrafollikular produzierten IgG1-Antikérper kénnten zum einen die Keimzentrumsreaktion
anregen, sodass im spateren Verlauf vermehrt affineres, kampfstarkeres 1gG1 entsteht.
Tatsachlich liel sich auch noch zwo6lf Wochen nach der zweiten Immunisierung mit
BNT162b2 eine anhaltende Keimzentrumsreaktion nachweisen (Turner et al., 2021). Zum
anderen kénnten friihe Gal- und Sial-IgG1-Antikorper NK-Zellen und Komplement tber Clq

aktivieren, was zur akuten Zytotoxizitat beitragen konnte.

Auf der anderen Seite kdnnten spate GO-lgG1-Antikorper dafiir verantwortlich sein, das
Immunsystem bei Antigenkontakt, zum Beispiel lber Neutrophile, zu aktivieren und
dadurch zu einer Homoostase beizutragen. Interessanterweise haben weitere Studien
gezeigt, dass nach einer dritten SARS-CoV-2-Impfung die Galaktosylierungs- und
Sialylierungslevel von IgG1l erneut steigen. Dies konnte darauf hindeuten, dass die
Reaktivierung von IgG* Gedachtniszellen schnell wieder zur Bildung kurzlebiger
Plasmazellen fihrt (Buhre et al., 2024). Um die genaue Bedeutung der IgG(1)-
Galaktosylierung und -Sialylierung zu verstehen, sollten zukiinftige Studien insbesondere

deren Rolle bei verschiedenen Immunaktivierungen untersuchen.
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Zusammenfassend lieferten die Untersuchungen einen ersten Einblick in die Auswirkungen
der mRNA-Impfung auf die Fc-Glykosylierung von anti-S IgG1-Antikdrpern, was dazu

beitragen kann, Impfungen zu verstehen und zu verbessern.

4.3. Die zweifache Impfung mit BNT162b2 generiert Spike-spezifische

Plasmazellen und auch potenzielle B-Gedachtniszellen

Wie oben beschrieben, werden kurzlebige IgG-Antikorper wahrscheinlich von
extrafollikularen  Plasmazellen  (PCs) und lang-anhaltende IgG-Titer  von
keimzentrumsabhdngigen langlebigen PCs generiert. Zusatzlich gehért zu einer
erfolgreichen Impfung der Generierung von IgG B-Gedachtniszellen (Dérner und Radbruch,

2007; Murphy und Weaver, 2018d; Struck et al., 2021).

Hier wurden friihe Spike-spezifische PCs und B-Gedachtniszellen identifiziert und die PCs

zusatzlich charakterisiert.

4.3.1. Frithe PCs und potenzielle B-Gedachtniszellen

Zunachst konnte im Rahmen dieser Arbeit bestdtigt werden, dass die Impfung mit
BNT162b2 S1-spezifische B-Zellen induziert, welche vor der Impfung bei den NGs noch nicht
nachzuweisen waren (s. Abbildungen 15 und 16). Schon circa drei Wochen nach der ersten
Immunisierung wurden S1-spezifische CD19*CD387" potenzielle B-Gedichtniszellen bei
den NGs und VGs gefunden. Passend zu der Vermutung, dass es sich bei dieser B-Zell
Population um Gedachtniszellen handelt, konnte bei den Vorinfizierten circa drei bis vier
Wochen nach der ersten Impfung (t1) ein mehr als doppelt hoher S1-spezifischer
lgG*CD19*CD387t Zell-Anteil nachgewiesen werden als bei den NGs (s. Abbildung 16D).
Durch einen vorherigen Kontakt zum SARS-CoV-2 verfligten diese Individuen wahrscheinlich
schon Uber antigenerfahrene B-Zellen, welche durch die einmalige Impfung zur Expansion
und/oder Differenzierung zu B-Gedachtniszellen angeregt wurden. Auch Brewer et al.
(2022) konnten drei Wochen nach einmaliger BNT162b2-Immunisierung eine Zunahme IgG*
SARS-CoV-2-spezifischer B-Gedachtniszellen bestdtigen. Die Induktion von B-
Geddchtniszellen ist neben der Induktion langlebiger PCs eine Voraussetzung des
humoralen immunologischen Gedachtnisses (Sette und Crotty, 2021), um einen
langfristigen Schutz gegen COVID-19 aufrechtzuerhalten. Tatsdchlich konnten weitere

Studien auch noch bis zu sechs Monate nach zweifacher Impfung mit BNT162b2 B-
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Gedachtniszellen im Blut von NGs in vergleichbarer Anzahl zu natirlich Infizierten
nachweisen (Fryer et al.,, 2022; Kim et al., 2022), sodass von einer nachhaltigen

Immunantwort ausgegangen werden kann.

PCs sind in der Regel nur voribergehend in der Zirkulation zu finden (Schultz, 2022).
Passend dazu konnten 7-14 Tage nach der ersten Impfung (t1*) und 5-8 Tage nach der
zweiten Impfung (t3) jeweils S1-spezifische CD19""/*CD38** PCs nachgewiesen werden (s.
Abbildung 17), wahrend 27-35 Tage nach der zweiten Impfung (t4) kaum noch PCs im Blut
zu finden waren (nicht gezeigt). Wahrscheinlich handelt es sich hierbei Gberwiegend um
kurzlebige PCs. Die langlebigen PCs verweilen in sogenannten Uberlebensnischen, darunter
das Knochenmark und die rote Pulpa der Milz (Khodadadi et al., 2019; Lightman et al., 2019;
Manz et al., 1997). Nach der zweiten Immunisierung konnte bei den NGs eine Zunahme an
IgG* PCs verzeichnet werden (s. Abbildung 17). Die vermehrte Differenzierung von S1-

spezifischen IgM B-Zellen zu IgG* PCs kdnnte den Anstieg erklaren.

Die Sequenzierung des B-Zell-Rezeptors zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Impfung
mit BNT162b2 zeigte im Verlauf einen Switch kreuzreaktiver IgM B-Zellen zu spezifischeren
IgG* und IgA* B-Zellen. (Kramer et al., 2022). Zusatzlich konnte im Rahmen eines zweiten
Kontaktes mit dem S1 Antigen (zweite Impfung) ein Teil der IgG B-Gedachtniszellen zu

kurzlebigen, nachweisbaren IgG* PCs differenziert sein.

Zusammenfassend fuhrte die Impfung mit BNT162b2 zur Induktion von S1-spezifischen PCs

und B-Gedachtniszellen.

4.3.2. Stammen CD27* PCs von B-Geddchtniszellen ab?

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die potenziell kurzlebigen CD19™/*CD38** PCs weiter in
vier Subpopulationen unterteilt, die die Oberflaichenmarker CD27 und CD138

unterschiedlich stark exprimierten.

Dabei fiel auf, dass VGs insbesondere nach der ersten Impfung einen héheren Anteil an
CD27*IgG*S1* PCs aufwiesen, wahrend die NGs vorwiegend CD277/"CD1387/"|gG*S1* PCs
zeigten (s. Abbildung 18). Die unterschiedliche Expression der Marker konnte auf eine
unterschiedliche Herkunft dieser PC-Subgruppen hindeuten. Da die VGs bereits im Rahmen
ihrer zuriickliegenden SARS-CoV-2 Infektion Kontakt zu dem S1-Protein hatten, konnten sich

dabei bereits B-Gedachtniszellen ausbilden (s. Abbildung 16), welche generell (iberwiegend
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in Keimzentrumsreaktionen entstehen (Viant et al., 2021; Weisel et al., 2016). Durch die
von BNT162b2 erneut hervorgerufene Stimulation mit dem S-Antigen kdnnte ein Teil dieser
Zellen womoglich re-aktiviert werden, um dann zu potenziell kurzlebigen PCs zu
differenzieren. Interessanterweise wird CD27 in der Literatur insbesondere als
Gedachtnismarker beschrieben (Agematsu et al., 2000; Grimsholm, 2023; Sanz et al., 2008).
Eine von Tang et al. (2021) bei VGs im Vergleich zu NGs beschriebene hohere Antikdrper-
Affinitat gegenlUber RBD, Teil des SARS-CoV-2-S-Proteins, kdnnte von Keimzentrums-
generierten langlebigen PCs als auch von reaktivierten Keimzentrums-abhangigen

kurzlebigen PCs ausgehen.

Alternativ konnte es sich bei den hoéheren Anteilen an CD27*IgG*S1* PC bei VGs um
langlebige PCs handeln, die nach erneutem Antigenkontakt aus lhren Nischen in die
Blutzirkulation abgegeben werden. Beide Moglichkeiten schliefen sich auerdem nicht

gegenseitig aus, so dass die CD27*1gG*S1* PC auch aus beiden Quellen stammen kdnnten.

4.3.3. CD138" PCs als Produzenten von Sial-IgG?

Die Glykoanalysen der anti-S IgG1-Antikorper haben den dynamischen Verlauf der
Galaktosylierung und Sialylierung gezeigt, mit hoheren Gal- und Sial-IgG1-Anteilen kurz
nach einer Impfung, die Giber die Zeit abnahmen. Im Folgenden war es wichtig zu verstehen,
welche PC-Subpopulationen Sial-IgG1 generieren. Aktuelle Fachliteratur schlagt vor, dass
verschiedene PC-Subpopulationen IgG- und IgG1-Glykane unterschiedlich prozessieren und
so antigenspezifische, aber auch zwischen den Menschen Vvariierende
Glykosylierungsmuster erkldaren kdnnten (Omtvedt et al., 2006; J. Wang et al., 2011). Durch
variable Expression der fir die Modifikation der Zuckerketten zustandigen Enzyme kdnnten

diverse IgG-Glykomuster entstehen.

ST6GAL1 katalysiert die Sialylierung der Zuckerkette am Fc-Teil von IgG. Die hochste
ST6GAL1-Expression wurde bei allen Proband*innen-Gruppen zu allen Zeitpunkten in der
CD27*CD138* PC-Gruppe nachgewiesen. Die zweithéchste ST6GAL1-Expression fand sich in
der CD277/™CD138* PC-Subpopulation (s. Abbildung 19). Nahe liegt die Vermutung, dass
vor allem CD138-positive PCs fir die Produktion hoch sialylierter Antikorper zustandig sind.
Um diese Hypothese zu bestatigen, kénnte man in Zukunft diese Zellen isolieren und deren

sezernierte Antikérper untersuchen.
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Wie bereits in Kapitel 1.2.3.4. erwahnt, wird aktuell Gber den Ort der IgG-Sialylierung
diskutiert. Einerseits konnte 1gG durch eine |6sliche ST6EGALL B-Zell unabhangig sialyliert
werden (Jones et al., 2016; Oswald et al., 2022), was jedoch durch Werner und Nimmerjahn
(2022) angezweifelt wurde. Zunehmende Befunde sprechen fiir eine B-Zell-intrinsische
Sialylierung (Hess et al., 2013; Nimmerjahn et al., 2023; Schaffert et al., 2020; T. T. Wang,
2019).

Die hier generierten Daten sprechen fiir die Moglichkeit, dass CD138* PCs insbesondere fiir

die Generierung von Sial-IgG1 verantwortlich sind.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der COVID-19 Pandemie wurden die ersten mRNA-Impfstoffe, darunter
BNT162b2, Ende 2020/ Anfang 2021 fiir den Menschen zugelassen. BNT162b2 kodiert flr
das SARS-CoV-2-Spike- (S-) Protein und wird intramuskuladr verabreicht. Um einen effektiven
und nachhaltigen humoralen Schutz gegen das SARS-CoV-2 zu gewahrleisten, sollte das

Vakzin spezifische Antikdrper und B-Gedachtniszellen generieren.

Neben der neutralisierenden Fab-vermittelten Effektorfunktion von Immunglobulin G (IgG)
Antikorpern, wird die Fc-vermittelte Effektorfunktion von IgG-Antikérpern von deren
Subklasse (IgG1-4) und deren Art der Fc-N-Glykosylierung beeinflusst. Die konservierte
Glykan-Kernstruktur am Asparagin 297 im Fc-Teil kann durch Anknipfung von Fukose,

Bisection N-Acetylglucosamin, Galaktose und Sialinsaure modifiziert werden.

Ziel dieser Arbeit war es, die initiale anti-S IgG-Subklassenantwort und die anti-S I1gG1
Fc-Glykosylierung sowie die S-spezifische B-Zell-Antwort bis zu einem Monat nach der
zweiten mRNA-Vakzinierung zu untersuchen. Ein besonderer Fokus sollte dabei auf die IgG-
Subklassenverteilung, die Entstehung von nicht-fukosylierten IgG-Antikdrpern, die ein
groRes pathogenes Potenzial durch Ihre hohe Affinitdt zu aktivierenden Fc-gamma-
Rezeptoren (FcyRs), zum Beispiel auf NK-Zellen, besitzen, und die Entstehung
verschiedener S-spezifischer Plasmazellpopulationen und B-Gedachtniszellen gelegt

werden.

Hierzu wurden im Studienzeitraum Anfang 2021 von insgesamt i) 25 Naiven Geimpften
(keine SARS-CoV-2 Infektion vor der ersten Impfung), ii) neun Vorinfizierten Geimpften und
iii) zwei SARS-CoV-2 Vorinfizierten Ungeimpften zu mehreren Zeitpunkten, und zur
Kontrolle von iv) sechs akut Infizierten Ungeimpften und v) 26 Naiven Ungeimpften Serum-

, Vollblut- und Speichelproben untersucht.

Fir die Bestimmung der anti-S IgG-Subklassen-Level im Serum und der anti-S IgG-Level im
Speichel wurden spezifische ELISA-Protokolle entwickelt. Die anti-S IgG-Glykopeptidanalyse
erfolgte in Kooperation Gber LC-MS (Liquid chromatography-mass spectrometry). Fir die
S-spezifische B-Zell-Analyse aus Vollblut wurde ein S-spezifisches Farbeprotokoll fir die

Analyse im Durchflusszytometer entwickelt, das auch die Bestimmung des
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Expressionslevels der alpha-2,6-Sialyltransferase (ST6GAL1) in Plasmazellen ermdglichte,

welche Sialinsaure an IgG-Antikorper knipft.

Nach jeder Impfung dominierten sowohl bei den Naiven Geimpften als auch bei den
Vorinfizierten Geimpften im Serum die kampfstarken Subklassen IgG1 und IgG3, die (iber
eine hohe Affinitat zu aktivierenden FcyRs und dem Komplementprotein Clq potente
Effektorfunktionen auslosen kdnnen. Die anti-S IgG2 Level waren niedriger und anti-S IgG4
trat nur in geringen Mengen nach der zweiten Impfung auf. Im Speichel konnte in beiden
Impfgruppen kurz nach der zweiten Impfung ebenfalls S-spezifisches IgG nachgewiesen

werden.

Nur bei den Naiven Geimpften zeigte sich voriibergehend nach der ersten Immunisierung
ein erhohter Anteil (circa 8 %, mit einem Maximum von 16,3 %) an nicht- (a)fukosyliertem
(FO) anti-S 1gG1, der nach der zweiten Impfung konstant bei etwa 2 % lag. Vorinfizierte
Geimpfte wiesen hingegen einen stabilen konstanten Anteil von circa 4 % afukosyliertem

anti-S I1gG1 auf.

Die Anteile an galaktosyliertem und sialyliertem anti-S IgG1 waren in beiden Impfgruppen
kurz nach jeder Impfung sehr hoch, fielen jedoch nach der zweiten Impfung Uber die Zeit
tendenziell ab. In Kombination mit Impfdaten aus Mausestudien konnte dies darauf
hindeuten, dass starker galaktosylierte und sialylierte lgG1-Antikbrper von friihen
extrafollikularen Plasmazellen stammen, wahrend weniger galaktosylierte und sialylierte
IgG1-Antikorper langlebigen Plasmazellen zuzuordnen sind. Dies legt nahe, dass kurz- und
langlebige, unterschiedlich glykosylierte IgG-Antikdrper moglicherweise verschiedene

Funktionen erfillen.

In beiden Impfgruppen konnten IgG-positive S-spezifische Plasmazellen (CD19""/*CD38**)
und B-Gedéchtniszellen (CD19*CD38”") im Blut detektiert werden. Ein bis zwei Wochen
nach der ersten Impfung wiesen die S-spezifischen Plasmazellen bei Naiven Geimpften vor
allem einen CD277/MCD1387"t Phianotyp, wiahrend sie bei Vorinfizierten Geimpften einen
CD27*CD1387"t Phinotyp zeigten. Zukiinftige Untersuchungen sollten kldren, ob CD27*
Plasmazellen von B-Gedéachtniszellen stammen kdnnten. Die hochste ST6GAL1-Expression
wurde in CD138* Plasmazellen festgestellt, die daher fiir die Generierung sialylierter IgG1-

Antikérper verantwortlich sein kdnnten. Auch dies sollte weiter erforscht werden.
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Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zur initialen humoralen
Immunantwort auf den mRNA-Impfstoff BNT162b2 kdnnten dazu beitragen, in Zukunft
neue effektive Impfstoffstrategien zu entwickeln, beispielsweise unter der Einbeziehung der

Generierung von FO-IgG1-Antikorpern.
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7. Anhdnge

7.1. Proband*innen

Tabelle Al: Ubersicht iiber alle Studienteilnehmer*innen und Probeentnahme-

Zeitpunkte

Prob | Alter Ge- SARS-CoV-2 Tage Tage der Serum- und Tage der

and* | (Jahre) schlecht | positiv zwischen | Vollblut-Entnahme Speichel-

in am 1.und 2. | nach 1. (2.) Impfung Entnahme
01.01. Impfung nach 1. (2.)
2021 Impfung

Naive Geimpfte (NGs)

1 31-40 | mannlich | nein 35 -2, 22,40 (5), 70 (35) 36 (1)

2 21-30 | weiblich | nein 35 0, 24, 41 (6), 65 (30) 36 (1)

3 41-50 | weiblich | nein 35 0,23,31,41(5),64(28) |/

4 21-30 | weiblich | nein 35 0,23, 42 (7), 64 (29) /

5 31-40 | weiblich | nein 35 0,23, 41 (6), 64 (29) 36 (1)

6 21-30 | weiblich | nein 35 0, 31,41 (6), 64 (29) /

7 31-40 | weiblich | nein 35 0,31,42(7) 36 (1)

8 21-30 | minnlich | nein 35 0,24, 41 (6), 64 (29) 36 (1)

9 41-50 | mannlich | nein 35 0, 23,42 (7), 64 (29) /

10  31-40 | miénnlich | nein 35 0,23, 41 (6), 64 (29) 36 (1)

11 51-60 | mannlich | nein 34 0, 23,42 (8), 64 (30) 35

12 21-30 | weiblich | nein 35 0,41 (6), 63 (28) 35

13 41-50 | ménnlich | nein 35 0,23, 41 (6), 63 (28) 35

14 31-40 | mannlich | nein 35 0, 23, 40 (5), 64 (29) 35

15  21-30 | maénnlich | nein 35 0,23, 43 (8), 64 (29) 35

16  51-60 | mannlich | nein 35 0, 30, 41 (6), 63 (28) /

17 21-30 | weiblich | nein / 4,14,21 20

18 | 21-30 | weiblich | nein 34 9,17,24,37(3),50(16) | 17

19 21-30 | weiblich | nein / 6,12 6

20 41-50 | mannlich | nein / 13 (nur Vollblut) /

21 41-50 | weiblich | nein / 13 (nur Vollblut) /
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22 31-40 | mannlich | nein / 13 (nur Vollblut) /

23 31-40 | weiblich | nein / 10, 14 (nur Vollblut) /

24 21-30 | weiblich | nein / 11 (nur Vollblut) /

25 11-20 | méannlich | nein / 10 (nur Vollblut) /

Anza | 34,8 48,0 % Anzahl: 14

hl: mdnnlich

25

Vorinfizierte Geimpfte (VGs)

26  21-30  mannlich  ja(>150Tage 35 -2,22,29, 40 (5), 62 (27) | 35
vor 1. Impfung)

27  21-30  weiblich | ja(>150Tage | 35 0,22, 30, 40 (5), 63 (28) | 35
vor 1. Impfung)

28 31-40 | weiblich | ja (> 150 Tage / 10 (nur Vollblut) /
vor 1. Impfung)

29 51-60 | mannlich @ ja (> 150 Tage / 9 (nur Vollblut) /
vor 1. Impfung)

30 51-60 | weiblich | ja (> 150 Tage 35 40 (5) (nur Vollblut) /
vor 1. Impfung)

31 61-70 | mannlich | ja (> 150 Tage 32 40 (8) (nur Vollblut) /
vor 1. Impfung)

32 71-80 | weiblich | ja (> 150 Tage / 8 (nur Vollblut) /
vor 1. Impfung)

33 41-50 | maénnlich | ja (> 150 Tage / 7 (nur Vollblut) /
vor 1. Impfung)

34 31-40 | weiblich | ja (> 150 Tage / 7 (nur Vollblut) /
vor 1. Impfung)

Anza | Durchs | 44,4 % Anzahl: 2

hl: 9 | chnitt: | ménnlich

49,3
Vorinfizierte Ungeimpfte (VUs)
35 21-30 | weiblich | ja / 25 Tage nach positiver /
PCR
36 21-30 | weiblich | ja / 30 Tage nach positiver /
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Anza | Durchs | 0%

hil: 2

chnitt:

27

mdnnlich

Akut Infizierte Ungeimpfte (IUs)

37 81-90 | mannlich | ja (2 Tage vor / 2 Tage nach positiver /
Blutentnahme) PCR
38 71-80 | weiblich | ja(11Tagevor |/ 11 Tage nach positiver /
Blutentnahme) PCR
39 51-60  weiblich | ja (2 Tage vor / 2 Tage nach positiver /
Blutentnahme) PCR
40 51-60 | mannlich | ja (12 Tagevor |/ 12 Tage nach positiver /
Blutentnahme) PCR
41 71-80 | weiblich | ja(13 Tagevor |/ 13 Tage nach positiver /
Blutentnahme) PCR
421 61-70 | mannlich | ja (13 Tagevor |/ 13 Tage nach positiver /
Blutentnahme) PCR
Anza | 69,8 50 %
hl: 6 mdnnlich
Naive Ungeimpfte (NUs)
43 21-30 | weiblich | nein / zu jedem Vollblut- einmalige
Entnahme Zeitpunkt Speichel-
abnahme
44 21-30 | weiblich | nein / einmalige /
Vollblutabnahme
45 21-30 | mannlich | nein / einmalige /
Vollblutabnahme
46 21-30 | weiblich | nein / einmalige /
Vollblutabnahme
47 21-30 | weiblich | nein / einmalige /
Vollblutabnahme
48 11-20 | weiblich | nein / einmalige /
Vollblutabnahme
49 31-40 | mannlich | nein / einmalige /
Vollblutabnahme
50 31-40 | weiblich | nein / einmalige /
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51

52

53

14

55

56

57

58

59

60

61

62

63
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21-30

51-60

41-50

21-30

31-40

21-30

51-60

31-40

31-40

21-30

21-30

61-70

21-30

mannlich

weiblich

weiblich

weiblich

weiblich

weiblich

mannlich

weiblich

mannlich

weiblich

weiblich

weiblich

weiblich

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein
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einmalige
Speichel-
abnahme
einmalige
Speichel-
abnahme
einmalige
Speichel-
abnahme
einmalige
Speichel-
abnahme
einmalige
Speichel-
abnahme
einmalige
Speichel-
abnahme
einmalige
Speichel-
abnahme
einmalige
Speichel-
abnahme
einmalige
Speichel-
abnahme
einmalige
Speichel-
abnahme
einmalige
Speichel-
abnahme
einmalige
Speichel-
abnahme
einmalige
Speichel-
abnahme
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64 21-30 | weiblich | nein / / einmalige
Speichel-
abnahme

65 21-30 | weiblich | nein / / einmalige
Speichel-
abnahme

66 21-30 | mannlich | nein / / einmalige
Speichel-
abnahme

67 31-40 | weiblich | nein / / einmalige
Speichel-
abnahme

68 21-30 | weiblich | nein / / einmalige
Speichel-
abnahme

An- | Durchs | 23,1 % Anzahl: 7 Anzahl: 19

zahl: | chnitt: | mdnnlich

26 31,7

Ins- Insgesamt:

ge- 35

samt

:68
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7.2. Materialien

7.2.1. Gerate

Tabelle A2: Ubersicht aller verwendeter Gerite

Gerat

Hersteller

Analysenwaage Kern ABS WB1000157
Electronic Balance
Autoklav VX-75

Brutschrank INCU-Line®
Durchflusszytometer Attune Nxt
Einkanalpipetten

Elektronische Waage

Mehrkanalpipetten

Mikroskop Primovert
Multipette Stream

Photometer Microplate-Photometer
Spectra Max iD3
Photometer Infinite® 200 PRO

Pipette Multi-channel Eppendorf Xplorer®
plus
Pipettierhilfe Pipetboy Accu 2

Pipettierhilfe Pipetus

Plattformschiittler (Behring Shaker
Optoelectronic control)
Reinstwassersystem Barnstead GenePure
Pro (ddH20)

Sterile Werkbank BioGARD Hood

Tischzentrifuge Centrifuge 5810R
Vortexer Advanced Vortex Mixer ZX3
Vortexer Vortex Genie 2.0

Vortexer Vortex ZX3

Zentrifuge 5424R

Kern & Sohn GmbH (Balingen-Frommern)

Systec (Linden)

VWR (Radnor, PA, USA)

Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Eppendorf (Hamburg)

Kern & Sohn GmbH (Balingen-Frommern)

Eppendorf (Hamburg) VWR (Radnor, PA,
USA)
Zeiss (Oberkochen)

Eppendorf (Hamburg)

Molecular Devices (San José, CA, USA)

Tecan Trading AG (Schweiz)

Eppendorf (Hamburg

Integra Bioscience (Zizers, Schweiz)
Hirschmann Laborgerate (Eberstadt)

Pharma Medizintechnik GmbH (Libeck)

Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)

The Baker Company, Inc. (Sanford, ME,
USA)
Eppendorf (Hamburg)

VELP Scientifica (Usmate, Italien)

Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)

VELP Scientifica (Usmate, ltalien)

Eppendorf (Hamburg)
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Zentrifuge HERAEUS Multifuge X3R Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Zentrifuge Mega Star 3.0R VWR (Radnor, PA, USA)
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7.2.2. Verbrauchsmaterialien

Tabelle A3: Ubersicht aller verwendeter Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

26 G Kanulen 0.45x13/25mm

96-Well Conical Btm (PP PIt Natural
0,45mL)
96 Well Microplate Non bindung v-shaped

Cryo-Boxen
Cryo-Rohrchen (2mL)
Einwegspritzen (1, 2, 5, 10 mL)

ELISA-Mikrotiterplatten (Costar Assay
plates (96-Well, Clear, Flat Bottom, High-
Binding, No Lid, Polystyrene))

FACS tubes (5 mL), 75x12mm, PS

Falcon™, konische Zentrifugenréhrchen
(15, 50 mL)
Hautdesinfektionsmittel Softasept N

Injektionspflaster (1,7 x 4 cm)

Mikroskop Objektrager Superfrost
Multi Safe Kantilenabwurfbehalter (1,8 L)

ORACOL+ Saliva Collection Device

PCR 8er SoftStrips (0,2 mL)

Pipettenspitzen mit oder ohne Filter (10,
20, 100, 200, 1000, 1250 pl)
Pur-Zellin Zellstofftupfer

Rastereinsatze flir Cryo-Boxen
ReagiergefaRe (0,5, 1,5, 2 mL)

Safety-Multifly-Kanule (21 G x 3/4", griin,
200 mm Schlauchlange)
Serologische Pipetten (5, 10, 25, 50 mL)

Braun (Melsungen)

Thermo Fisher (Rochester, NY, USA)

Greiner Bio-one (Kremsmdiinster,
Osterreich)
Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen)

Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen)
Braun (Melsungen)

Corning (Kennebunk, ME, USA)

Sarstedt (Sarstedt)

Greiner Bio-One GmbH (Kremsm{nster,
Osterrreich)
Braun (Melsungen)

Gothaplast Verbandpflasterfabrik GmbH
(Gotha)
Menzel Glaser (Braunschweig)

Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht)

Malvern Medical Developments
(Worcester, England)

Biozym Scientific GmbH (Hessisch-
Oldendorf)

Sarstedt (Sarstedt)

PAUL HARTMANN GmbH (Wiener Neudorf,
Osterreich)
Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen)

Sarstedt AG & Co. KG (Nimbrecht)
Sarstedt AG & Co. KG (Nimbrecht)

Sarstedt AG & Co. KG (Nimbrecht)
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Serum MiniCollect Tube Greiner Bio-One GmbH (Kremsmdlinster,
Osterreich)

S-Monovette (K3 EDTA, 7,5 mL) Sarstedt AG & Co. KG (Nimbrecht)

S-Monovette (Serum, 7,5 mL) Sarstedt AG & Co. KG (Nimbrecht)

Sterilium PAUL HARTMANN GmbH (Wiener Neudorf,

Osterreich)
Verschlussfolie ROTILABO® fiir PCR-Platten | Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe)

7.2.3. Reagenzien
Tabelle A4: Ubersicht aller verwendeter Reagenzien

Reagenz Hersteller

Alexa FluorTM 488 Antibody Labeling Kit Thermo Fisher / Invitrogen (Waltham, MA,

USA)
BD OptEIA (TMB-Substrat) BD Bioscience (San Diego, CA, USA)
Biocoll Trennldsung Bio&Sell GmbH (Feucht / Nurnberg)
Bovines Serum Albumin (BSA) GE Healthcare (Little Chalfont, Vereinigtes
Konigreich)
Carbonat-Bicarbonat-Kapseln Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Cytofix/Cytoperm BD Bioscience (San Diego, CA, USA)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
(PBS)
Focusing Fluid Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
LIVE/DEADTM Fixable Near-IR Dead Cell Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Stain Kit
Natriumbicarbonat (NaHCO3) Merck (Darmstadt)
Saponin Sigma-Aldrich (St, Louis, MO, USA)
SARS-CoV-2-S1 (his-tag) ACROBiosystems (Newark, DE, USA)
Schwefelsdure (H2504) Sigma-Aldrich (St, Louis, MO, USA)
Streptavidin (APC-gekoppelt) Thermo Fisher (Waltham, MA, USA)
Trizma®-Base (Tris) Sigma-Aldrich (St. Louis, MA, USA)
Trypanblau Sigma-Aldrich (St. Louis, MA, USA)
Tween® 20 Sigma-Aldrich (St. Louis, MA, USA)
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7.2.4. Puffer

Tabelle A5: Ubersicht aller verwendeter Puffer

Puffer

Zusammensetzung

HL-Coating-Puffer
HL-Waschpuffer
HL-Sample-Puffer
HL-Stopplésung
FACS-Puffer

PermWash

7.2.5. Testkits

50 mM Carbonat/Bicarbonatpuffer in Reinstwasser
0,05 % Tween® 20 in 1 x PBS (PBST)

0,05 % Tween® 20 und 3 % BSA in 1 x PBS

4,2 % H2S04 in Reinstwasser

0,5 % BSA 0,05 % Natriumazid (NaN3) 10 mM EDTA in 1 x
PBS

0,05 x PBS 0,1 % BSA 0,05 % Saponin 0,01 % Natriumazid
(NaN3) in Reinstwasser

Tabelle A6: Ubersicht aller verwendeter Testkits

Testkit Hersteller
‘ Anti-SARS-CoV-2-NCP IgG ELISA EUROIMMUN (Libeck)
‘ Anti-SARS-CoV-2-S1 IgG ELISA EUROIMMUN (Libeck)
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7.2.6. Antikorper

Tabelle A7: Ubersicht verwendeter Antikérper im ELISA

Antikérper | Klon Hersteller Konzentration Verdiinnung A Anwendung
HRP- A80- Bethyl 1,0 mg/ml 1:20000 ELISA
coupled 104pP Laboratories (unverdiinnt)

polyclonal (Montgomery, | 0,05 pg/mL

goat anti- TX, USA) (final)

human IgG

Fc

HRP- HP-6001 | Southern 0,5 mg/mL 1:20000 ELISA
coupled Biotech (unverdiinnt)

monoclonal (Birmingham,

anti-human AL, USA)

IgG1

HRP- HP-6014 | Southern 0,55 mg/mL 1:5000 ELISAS
coupled Biotech

monoclonal (Birmingham,

anti-human AL, USA)

IgG2

HRP- HP-6050 | Southern 0,35 mg/mL 1:20000 ELISA
coupled Biotech

monoclonal (Birmingham,

Anti-human AL, USA)

IgG3

HRP- HP-6025 | Southern 0,5 mg/mL 1:5000 ELISA
coupled Biotech

monoclonal (Birmingham,

anti-human AL, USA)

IgG4

Anti-human |/ UKSH Lubeck, | Final: 1 pg/mi Spezifitats-
Kollagen 7 Dermatologie ELISA
IgG1-4 und

IgAl,2

Anti-human  / UKSH Libeck, ' 0,32 mg/ml 1:320 Spezifitats-
Kollagen 7 Dermatologie ELISA

IgG1

Anti-human | / UKSH Lubeck, ' 0,3 mg/ml 1:300 Spezifitats-
Kollagen 7 Dermatologie ELISA

IgG2
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Anti-human
Kollagen 7
IgG3
Anti-human
Kollagen 7
IgG4
Anti-human
Kollagen 7
IgAl
Anti-human
Kollagen 7
IgA2

UKSH Lubeck,
Dermatologie

UKSH Libeck,
Dermatologie

UKSH Libeck,
Dermatologie

UKSH Liubeck,
Dermatologie

0,25 mg/ml

0,6 mg/ml

1,42 mg/ml

1,2 mg/ml

1:250

1:600

1:1420

1:1200

Spezifitats-
ELISA

Spezifitats-
ELISA

Spezifitats-
ELISA

Spezifitats-
ELISA
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Tabelle A8: Ubersicht verwendeter Antikérper im FACS

Marker Klon oder | Hersteller Konzentratio | Verdiin | Fluoro | Staining
Cat. n -nung -
(unverdiinnt) chrom

Anti-human | IS11-8E10 | Miltenyi 50 pg/ml 1:75 PE- extra +
IgA FC Vio770 | intra
Anti-human | M1310G0 | BiolLegend 25 ug/ml 1:30 PE Extra +
18G FC 5 (San Diego, Intra

CA, USA)
Anti-human | HIB19 BiolLegend 50 pug/ml 1:40 BV510 | Extra
CD19 (San Diego,

CA, USA)
Anti-human | 0323 BiolLegend 100 pg/ml 1:100 BV785 | Extra
CD27 (San Diego,

CA, USA)
Anti-human | HIT2 BioLegend 50 ug/ml 1:50 BV421 | Extra
CD38 (San Diego,

CA, USA)
Anti-human | MI15 BioLegend 50 pg/ml 1:50 BV711 | Extra
CD138 (San Diego,

CA, USA)
Anti-human R&D Systems | 200 pg/ml 1:70 AF488 | Intral
ST6GAL1 (Minneapolis
and , MN, USA)
Isotype
control
Anti-human R&D Systems | 200 pg/ml 1:50 AF488 | Intral
FUTS8 and (Minneapolis
isotype- , MN, USA)
control
Biotinylated | Cat: SIN- | Acro 200 pg/ml 1:40 Intra 1
SARS-CoV-2- | C82ES8 Biosystems
S protein, (Newark, DE,
His,Avitag™ USA)
Streptavidin invitrogen 1mg/mL 1:100 APC Intra 2

-APC
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