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1 EINLEITUNG

Ende 2019 / Anfang 2020 breitete sich ein neuartiges Betacoronavirus mit nachhaltiger
Mensch-zu-Mensch-Ubertragung weltweit rasant aus und wurde zu einer globalen
Pandemie (Zhu et al., 2020). Im Marz 2020 gab die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) fur die Coronavirus-Krankheit 2019, den Namen COVID-19
(Bundesministerium, 2023). Im Verlauf wurde die Bezeichnung auf SARS-CoV-2 /
Schweres akutes respiratorisches Syndrom Coronavirus 2 etabliert (Coronaviridae
Study Group of the International Committee on Taxonomy of, 2020).

Es infizierten sich nach der WHO bis Oktober 2022 Gber 620 Millionen Menschen und
es starben Uber 6,5 Millionen Menschen weltweit (World Health Organization, 2020).

Die Infektionen mit dem SARS-CoV-2-Virus fuhren zu zellularen und humoralen
Reaktionen des menschlichen Immunsystems (Galipeau et al., 2020). Systematische
Vergleiche nach SARS-CoV-2-Infektion und -Impfung in gut definierten Populationen
sind notwendig, um klinische Faktoren, die die zellulare und humorale Reaktion des
Immunsystems nach Infektion bzw. Impfung regulieren, besser nachzuvollziehen.
Das Ziel der vorliegenden Studie war es zu verstehen, welche klinischen Faktoren in
einer europaischen Population von Gesundheitsfachkraften mittleren Alters
(Mitarbeiter des Ernst-von-Bergmann-Klinikum/EvB, Potsdam, Deutschland), die
langfristige zellulare und humorale Reaktion auf eine SARS-CoV-2-Infektion oder auf
eine Impfung gegen SARS-CoV-2 beeinflussen. Besonderes Interesse bestand an den
Auswirkungen von Bluthochdruck auf die langfristige humorale und zellulare Reaktion
auf eine SARS-CoV-2-Virusinfektion, da gezeigt wurde, dass Bluthochdruck / arterielle
Hypertonie die COVID-19 Virusclearance verzdogert und die Inflammation der
Atemwege bei Patienten mit Atemwegsinfektion verschlimmert (Trump et al., 2021).

1.1 Aufbau des SARS-CoV-2

Coronaviren sind umhullte RNA-Viren, die unter Menschen, anderen Saugetieren und
Vogeln weit verbreitet sind und Atemwegs-, Darm-, Leber- und neurologische
Erkrankungen verursachen (Masters and Perlman, 2013; Weiss and Leibowitz, 2011).
Bekannt waren bisher sechs Coronavirus-Spezies, die Krankheiten beim Menschen
verursachen konnen (Hamid et al., 2020).

Vier Virenstamme — 229E, OC43, NL63 und HKU1 — sind weit verbreitet und
verursachen typischerweise Erkaltungssymptome bei immunkompetenten Personen
(Read et al., 2021).

In den letzten zwei Jahrzehnten gab es zudem Coronaviren zoonotischen Ursprungs
mit schweren bis todlichem Krankheitsverlauf, wie das schwere akute respiratorische
Syndrom (SARS-CoV) 2002/2003 in der Provinz Guangdong, China und das Middle
East Respiratory Syndrome (MERS) 2012 im Nahen Osten (Cui et al., 2019; Drosten
et al., 2003; Ksiazek et al., 2003; Zaki et al., 2012; Zhong et al., 2003).

Das aktuelle Coronavirus, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) ist der siebte Virusstamm der Coronaviren, der Menschen infiziert und
unterscheidet sich von MERS und SARS-CoV.

Die phylogenetische Analyse des vollstandigen viralen Genoms ergab eine
Verwandtschaft mit einer Gruppe von SARS-ahnlichen Coronaviren der Gattung
Betacoronavirus, Untergattung Sarbecovirus (89,1 % Nukleotidahnlichkeit) (Zhu et al.,
2020).



Das Genom von SARS-CoV-2 umfasst 29.903 Nukleotide. Daraus werden folgende
Proteine  codiert: ein  ORF1ab-Polyprotein  (Replikase-Komplex)  sowie
Strukturproteine, wie ein S-Glykoprotein, auch als Spike-Protein (S) bezeichnet, ein
Hullprotein (E fur engl. Envelope), ein Membran-Glykoprotein (M) und ein
Nukleokapsid-Phosphoprotein (N) sowie weitere Proteine (z.B. ORF3a, ORFG,
ORF7a, ORF8 und ORF10) (Hu et al., 2018; Wu et al., 2020).

Die S-, E- und M- Proteine sind in die Virusmembran eingelagert, die das Nucleokapsid
umhullt, welches sich aus N-Protein (Nucleokapsid-Phosphoprotein) und Virusgenom
zusammensetzt (Abb.1) (Fehr and Perlman, 2015).

Membran-Glykoprotein (M)

Nucleokapsid (N)

Envelope (E)

S2 vom Spike-Protein (S)
RBD vom Spike-Protein 7 S1 vom Spike-Protein (S)

Abbildung 1: SARS-CoV-2

RBD — Rezeptorbindungsdoméane, S1 und S2 — Spike-Protein Untereinheit 1 und 2 (Heinz and Stiasny,
2020).

An der Oberflache des Virions wird durch lange Spike-Proteine eine kronenartige
Struktur gebildet, welche der Virusfamilie inren Namen gibt (Corona = Krone). Das
multifunktionale Spike-Protein ist fur den Eintritt in die Wirtszelle verantwortlich und
das Hauptziel fur das Immunsystem des Wirts (Laue et al., 2021; Sigrist et al., 2020).
Das Spike-Protein besteht aus zwei Untereinheiten. Die S1-Untereinheit enthalt eine
Rezeptor-Bindungsdoméane (RBD), die fur die Bindung an den Wirtszellrezeptor
Angiotensin-Converting-Enzym 2 (ACEZ2) verantwortlich ist. Die S2-Untereinheit
vermittelt die Fusion zwischen der Virus- und der Wirtszellmembran (Hoffmann et al.,
2020).

1.2 Immunreaktion

Wie oben beschrieben verursacht eine Infektion mit und eine Impfung gegen SARS-
CoV-2 komplexe B-Zell- und T-Zell-Reaktionen.

Die verschiedenen Antikorper IgM, IgA und/oder IgG gegen SARS-CoV-2 werden in
der Routine-Labordiagnostik regelmafig bestimmt. Zur Beantwortung der Frage der
durchgemachten Infektion sowie der Frage nach erwunschter Antikdrperbildung nach
Impfung ist das ausreichend. Eine Einschatzung der tatsachlichen Schutzwirkung
(nach Infektion oder Impfung) ist durch die Antikdrperbestimmung allein aber nur
eingeschrankt moglich. Denn nur ein Teil der Antikorper ist in der Lage, hemmend auf
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die biologische Aktivitat des Virus zu wirken. Diese Antikdrper werden neutralisierende
Antikorper genannt (IMD Labor Berlin, o0.J.-b). Diese binden an zentrale
Oberflachenstrukturen des Virus und blockieren so die Bindung der Viren an die
menschliche Wirtszelle. So werden die zellulare Infiltration und die Virus-Replikation
vermieden. Allerdings entwickeln nicht alle Patienten nach Viruskontakt eine messbare
AntikOrpermenge, vor allem nicht bei asymptomatischen oder auch milden Verlaufen
(Long et al., 2020; Mallapaty, 2020). Zudem sind die Antikorpertestergebnisse schwer
zu interpretieren, da von Person zu Person unterschiedlich. Es bestehen
unterschiedliche Nachweismethoden und es ist unklar wie lang die Antikdrperantwort
vorhanden ist (Scheiblauer et al., 2022).

Die T-zellulare Antwort spielt hingegen eine zentrale Rolle bei der Virusabwehr. Das
T-Zell-Gedachtnis kann Uber mehrere Jahre persistieren, um gegen schwere
Reinfektionen zu schitzen (Channappanavar et al., 2014).

Auch die Produktion von IgG-Antikdrpern aus B-Zellen erfordert die Zusammenarbeit
von T-Zellen, die auch SARS-CoV-2-Antigene erkennen (,T-Zell-Hilfe“). Gleichzeitig
konnen T-Zellen virusinfizierte Zellen lysieren und tragen dazu bei, SARS-CoV-2 aus
dem Organismus zu entfernen (Mahajan et al., 2021; Winkler et al., 2021). Nach
derzeitigem Verstandnis ist eine robuste SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort
wichtig, um schwere Erkrankungen vorzubeugen (Cassaniti et al., 2021; Jung and
Shin, 2021; Zuo et al., 2021).

Umgekehrt ist es sehr wahrscheinlich, dass T-Zellen zu den schweren
Gewebeschaden beitragen, die in den Lungen von beatmeten Patienten beobachtet
werden. Dies kann darauf zurlickzufihren sein, dass in bisher nicht exponierten Fallen,
ohne humane Coronavirus (HCoV) induzierte kreuzreaktive T-Immunitat oder solche
mit geschwachtem Immunsystem, die T-Zell-Antwort erst dann in vollem Gange ist,
wenn das Virus die Lunge erreicht hat. Im Gegensatz dazu konnte eine robuste SARS-
CoV-2-spezifische (oder kreuzreaktive) T-Zell-Antwort vor der Infektion verhindern,
dass das Virus uberhaupt so weit vordringt (Chu et al., 2022).

Autoren einer aktuellen Studie asymptomatischer Falle glauben, dass starke
kreuzreaktive T-Zell-Antworten erklaren konnen, dass einige Personen exponiert und
infiziert werden konnen, ohne jemals Symptome oder sogar einen positiven PCR-Test
zu zeigen (Swadling et al., 2022). Die T-Zellantwort auf humane Coronaviren, die eine
Erkaltung verursachen, tragt also aufgrund von einer Kreuzreaktivitat zum Schutz bei
(Loyal et al., 2021).

Es sind mehrere Methoden zur Analyse der T-Zell-Antwort auf eine SARS-CoV-2-
Infektion und Impfung beschrieben (Brand et al., 2021; Dalai et al., 2022; Huzly et al.,
2021; Jaganathan et al.,, 2021; Kruse et al., 2021; Martinez-Gallo et al., 2022;
Murugesan et al., 2021; Petrone et al., 2021; Riou et al., 2022; Sheridan, 2021; Tan et
al., 2021; Zelba et al., 2021).

In der vorliegenden Studie wird ein neuentwickelter und validierter Test zum Nachweis
von SARS-CoV-2-spezifischen T-Zellen genutzt, der auf einem traditionellen T-Zell-
Proliferationstest basiert und als Lymphozytentransformationstest (LTT) bezeichnet
wird. Dieser Test wurde vom IMD Labor Berlin etabliert.

Das LTT-Format wird seit mehreren Jahrzehnten zur Messung der T-Zell-Immunitat
gegen eine Reihe verschiedener T-Zell-Zielantigene verwendet (Sachs et al., 2021).



1.3 Atrterielle Hypertonie

Etwa ein Viertel der Weltbevolkerung hat einen zu hohen Blutdruck. Nach der Studie
GEDA 2014/2015 in Deutschland fast jeder dritte Erwachsene (Hochdruckliga,
4/2015).

Neben dem Risiko fur eine Herz-Kreislauf-Erkrankung im Rahmen einer arteriellen
Hypertonie identifizieren Studien die arterielle Hypertonie als einen Hauptrisikofaktor
fur einen schweren COVID-19 Erkrankungsverlauf (Liang et al., 2020; Mancia et al.,
2020). Bluthochdruckpatient*innen mit COVID-19 entwickeln eher eine schwere
Lungenentziundung oder Organschaden und haben somit ein hoheres Mortalitatsrisiko
als Patient*innen ohne eine arterielle Hypertonie. Es zeigt sich eine verstarkte
Entzindungsreaktion und eine verzogerte virale Clearance der Atemwege (Trump et
al., 2021).

SARS-CoV-2 nutzt fur die Zellanhaftung und den Zelleintritt den ACE2-Rezeptor, der
auf Epithelzellen im Atmungssystem exprimiert wird (Hoffmann et al., 2020).

Das Angiotensin-Converting-Enzym 2 (ACEZ2) ist ein wesentlicher Bestandteil des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), welches fur die Regulation des
Blutdruckes mitverantwortlich ist (Chu et al., 2021; Ravichandran et al., 2021).



2 TEILNEHMENDE UND METHODEN

Die vorliegende Studie wurde in Zusammenarbeit des IMD Labors Berlin und des
Ernst-von-Bergmann-Klinikums Potsdam durchgefuhrt.

2.1 Studiendesign

Es handelt sich um eine retrospektive Beobachtungsstudie, bei der die humorale und
zellulare Immunantwort von Mitarbeiter*innen des Gesundheitswesens (HCWs) nach
Infektion mit bzw. Impfung gegen SARS-CoV-2 beurteilt wurden.

2.2 Studienablauf und Teilnehmende

Nach dem COVID-19-Ausbruch im Ernst-von-Bergmann-Klinikum, Potsdam,
Deutschland, im Marz und April 2020 erhielten alle Mitarbeiter*innen des
Gesundheitswesens (HCWSs) zweimal wochentlich einen Nasen-Mund-Abstrich, der
mittels PCR auf mogliche SARS-CoV-2-Infektionen analysiert wurde.

Via Ausschreibung im klinikeigenen Intranet boten wir sechzehn Monate spater noch
nicht geimpftem SARS-CoV-2 Genesenen sowie geimpftem Personal an, die humorale
und zellulare Immunreaktion untersuchen zu lassen.

Als Voraussetzung fur die Aufnahme in diese Studie musste in der infizierten Kohorte
ein mindestens 4 Monate zuruckliegender positiver RNA-Nachweis mittels PCR-Test
auf SARS-CoV-2 bestehen.

Die Einschlusskriterien der zweiten, geimpften Gruppe der HCWs waren, dass diese
sich im Beobachtungszeitraum nicht infiziert hatten und zwischen Mai und Juli 2021
vollstandig gegen SARS-CoV-2 geimpft wurden.

Eine komplette Impfung bedeutete zwei Dosen eines von der Europaischen
Kommission zugelassenen COVID-19-Impfstoffes. Zugelassen waren die mRNA-
Impfstoffe BNT162b2 (Comirnaty, BioNTech, Mainz, Deutschland) und CX-024414
(Moderna, Cambridge, MA, USA) sowie die Adenovirus Impfstoffe ChAdOx1-S
(Vaxzevria, AstraZeneca, Oxford, UK) und Ad26.Cov2.S (Janssen-Cilag International
NV, Beerse, Belgien).

Nach Empfehlung zustandiger Behorden erfolgte die Verabreichung sowohl von
MmRNA-Impfstoffen als auch von ChAdOx1-S nach einem homologen Schema
(sequenzielle Verabreichung desselben Impfstoffs) und nach heterologen
Impfschemata (eine Mischimpfung unterschiedlicher Impfstoffe).

Den geimpften Probanden wurde vier bis zwoIlf Wochen nach der Impfung Blut
abgenommen.

Vor Einschluss erfolgte bei allen Teilnehmenden eine internistische Beurteilung sowie
eine ausfuhrliche muandliche und schriftliche Aufklarung Uber den Studienablauf und
die Erhebung der Studiendaten.



Mittels eines selbsterstellten Fragebogens (siehe Anhang) wurden alle Teilnehmende

zu folgenden Parametern befragt:

Alter,

Geschlecht,

BMI,

Diabetes Typ 1 oder 2 (ja/nein),

Bluthochdruck (hypertensive Blutdruckwerte nach den Leitlinien der European
= Society of Hypertension (Stergiou et al., 2021) oder

medikamentose Behandlung bekannter Hypertonie (ja/nein),

= Rauchen (ja/nein),

= Chronisch obstruktive Lungenerkrankung / COPD (ja/nein) und

= Asthma (ja/nein)

Zusatzlich erfasste der Fragebogen, ob die teilnehmenden Personen nach der
Infektion symptomatisch wurden. Neben der Benennung der Symptome, erfolgte die
Einteilung nach Schweregrad in: keine, milde, deutliche bis zur Luftnot und
schwerwiegende Symptome mit Hospitalisierung. Ob und welche Art von
Impfreaktionen auftraten, wurde ebenso evaluiert.

Das einzige Ausschlusskriterium zur Teilnahme an dieser Studie war eine aktive
onkologische Erkrankung unter Chemotherapie.

Allen Teilnehmenden wurde Blut abgenommen.

Der Zeitpunkt der SARS-CoV-2-Infektion und der vollstandigen Impfung bis zur
Blutentnahme wurden dokumentiert.

2.3 Labor

Die Untersuchung der immunologischen Parameter erfolgte im IMD Berlin (www.imd-
berlin.de). Hierfur wurde jedem Teilnehmenden 5 ml Serum und 20 ml Heparin-Vollblut
abgenommen.

2.3.1 Messung der T-Zellantwort auf SARS-CoV-2 mittels
Lymphozytentransformationstest (Lymphozytenproliferationstest /LTT)

Heparinisiertes, venoses Blut wurde durch eine Dichtegradientenzentrifugation
verarbeitet, um periphere mononukleare Blutzellen (PBMCs) zu erhalten.

Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS
SIGMA-Aldrich) wurde das Zellpellet resuspendiert, um eine Zellzahl von 1x108/ml im
Zellkulturmedium (RPMI 1640; Biowest) zu erhalten.

Erganzt wurden 2mM L-Glutamin, 100mg/ml Gentamicin (alle von Biowest) und 5%
autologes Serum.

Die Bewertung der spezifischen T-Zell-Reaktionen der PBMCs erfolgte durch einen
Lymphozytenproliferationsassay (LTT). Dieser wurde im Frahjahr 2020 im IMD Berlin
etabliert und klinisch validiert (Chu et al., 2022).

Die Stimulation der PBMCs zur Darstellung der T-Zellantwort erfolgte mit spezifischen
Peptiden (Abb. 2).

Dazu wurden 2x10° PBMCs entweder mit einem Peptidpool 1 oder 2 des SARS-CoV-
2-Spike-Glykoproteins (PM-WCPV-S von JPT) inkubiert, wobei eine Konzentration von
1pg/ml pro Peptid zusammen mit 1ug/ml Anti-CD28 Antikorper verwendet wurde (Klon
CD28.2 von BD Biosciences). Anti-CD28 Antikorper unterstutzen als zusatzliches ,Co-
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Signal“ der Antigen-prasentierenden Zelle (APZ) die vollstandige Aktivierung der T-
Zelle. Beide Pools enthielten 15-mer-Peptide, die in jeweils 11 Aminosauren
Uberlappten und insgesamt das gesamte SARS-CoV-2-Spike-Glykoprotein
uberspannten. Der N-terminale Teil, der die Rezeptorbindungsdomanen-Region
enthalt, wurde von Pool 1 (N-Term) abgedeckt und der C-terminale Teil des Proteins
wurde von Pool 2 (C-Term) abgedeckt.

antiCD28

CD28

T-Zelle EEE TCR

SARS-CoV-2-
spezifisches Peptid

Abbildung 2: Darstellung der T-Zell-Aktivierung durch Peptide

Das wichtigste Signal fur die Aktivierung einer T-Zelle ist die spezifische Erkennung eines Peptids mit
dem T-Zell-Rezeptor (TCR). Hierbei muss das Peptid genau ,passen®, es gilt also das Schlissel-
Schloss-Prinzip. Fir eine vollstandige Aktivierung bendtigt die T-Zelle zusatzlich noch ,Co-Signale® der
Antigen-prasentierenden Zelle (APZ) mit dem major histocompatibility complex (MHC). Dieses Signal
wird in vitro bei Peptid-Stimulation unterstltzt durch die Gabe von anti-CD28-Antikérpern. (IMD Labor
Berlin, 0.J.-a).

Detaillierte Informationen Uber die Peptidpools werden unten angegeben und wurden
veroffentlicht (Braun et al., 2020).

Es wurden zwei Positivkontrollexperimente durchgefuhrt (Abb.3):

a) durch Stimulieren von Zellen mit einer Mischung von Recall-Antigenen, enthaltend
Tetanus, Influenza und Candida albicans (Antigenkontrolle), und

b) durch Stimulieren von Zellen mit ,pokeweed” Mitogen (Mitogenkontrolle).

Zur Messung der Proliferation auf Basisniveau wurden Kontrollzellen unstimuliert
gelassen.

Alle Stimulationen wurden immer dreifach in einer Platte mit 96 Vertiefungen fur 5 Tage
bei 37°C und 5% CO2 Atmosphare durchgefuhrt.

Die Zellen wurden 12 Stunden vor der Zellernte mit 3H-Thymidin (1pCi/ml,
HARTMANN ANALYTIC) markiert. Ein Zellernter (PerkinEImer) wurde verwendet, um
Zellen auf Glasfaserfiltern zu ernten. Die eingebaute 3H-Thymidin-Aktivitat wurde als
"Counts per Minute" (cpm) unter Verwendung eines Festphasen-Betazahlers
(PerkinElmer) gemessen.



Zur Analyse wurden Mittelwerte der Triplikate berechnet. Die Ergebnisse fur jede
Stimulation wurden schliel3lich als Stimulationsindex (SI; Verhaltnis von cpm von
Zellkultur mit und ohne Stimulation) angegeben.

Ein Sl-Verhaltnis von >2 wurde als positiver SARS-CoV-2-
Lymphozytentransformationstest gewertet. In einer Kontrollkohorte von 88 Personen
ohne klinische oder labortechnische Hinweise auf eine SARS-CoV-2-Infektion lagen
alle SI-Werte unter 2. Die Kriterien der Kontrollkohorte fur diesen Test waren keine
Kontakte zu Patienten*innen mit nachgewiesener SARS-CoV-2-Infektion, keine
Symptome einer SARS-CoV-2-Infektion, kein Nachweis von Virus-RNA in einem
Nasenabstrich mittels PCR und kein Nachweis von SARS-CoV-2-Antikorpern.

4 N\

we | hﬂPﬂ _— Arztlicher Befundbericht

Lymphozytentransformationstest LTT SARS-CoV-2

SARS-CoV2-spezifische Peptide S

| Spike-N-Term | Antwort entsteht

durch Infektion
oder Impfung

| Spike-C-Term NN (T2}

|antiCD28 | (11— Negativkontrolle
|Positivk0ntro[le (Antigen) [17.5 — Positivkontrolle 1
| Mitogenkontrolle (PWM) [42.0 — Positivkontrolle 2
| Leerwert (Negativkontrolle) 1349 |

(N

Abbildung 3: Beispielbefund fur einen positiven LTT auf SARS-CoV-2 Spike
Protein nach vollzogener Impfung

Das N-Terminal (N-Term) des Spike-Proteins ist sehr spezifisch fir SARS-CoV-2. Eine positive
Reaktion im LTT beweist eine Immunantwort auf das SARS-CoV-2-Virus oder das durch die Impfung
induzierte Spike-Protein. Im C-Terminal (C-Term) sind hdhere Homologien zu anderen Beta-
Coronaviren vorhanden, weshalb eine isolierte Reaktivitat auf den C-Term eher auf eine Kreuzreaktivitat
zu endemisch zirkulierenden Erkaltungscoronaviren (229E, OC43, NL63 und HUK1) hindeutet. (IMD
Labor Berlin, 0.J.-a).
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2.2.2 PepMix™-Peptidpools

Zwei verschiedene Peptid-Pools wurden wie folgt hergestellt: Einzelne Peptide wurden
durch Standard-Festphasen-Peptidsynthese (SPPS) (Made et al., 2014) synthetisiert.
Jedes Peptid wurde durch HPLC (High Performance Liquid Chromatography) unter
Verwendung verschiedener Gradienten von Losungsmittel A (0,1% TFA
[Trifluoressigsaure] in Wasser) und Losungsmittel B (0,1% TFA in MeCN [Methyl
cyanide]) auf einem praparativen HPLC-System gereinigt. Nach dem Trocknen der
einzelnen Peptide durch Gefriertrocknung wurden die Peptide wieder aufgelost,
vereinigt und erneut lyophilisiert, um Peptidpools bereitzustellen, die die gleiche
Mengen jedes Peptids enthielten. Dies ergab die Peptidpools fur die folgenden
Antigene: Spike-Glycoprotein N-Term und Spike-Glycoprotein C-Term (158 und 157
Peptide, Reinheit > 90 %).

2.2.3 Messung der humoralen Immunantwort auf SARS-CoV-2

Die Serumproben wurden mit kommerziellen Kits auf das Vorhandensein von Anti-
SARS-CoV-2-IgG gemessen. Zum quantitativen Nachweis von IgG gegen SARS-CoV-
2 Spike-Glycoprotein 1 (S1-Untereinheit) wurde ein Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA; EUROIMMUN) auf einem automatisierten ANALYZER-System
(QuantiVac, EUROIMMUN) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Der Assay basiert
auf 6 Kalibratoren zur Quantifizierung der IgG (S1)-Konzentration, angegeben in
BAU/ml (Binding Antibody Units/ml) und korreliert stark mit dem ,First WHO
International Standard” (NIBSC-Code: 20/136). Werte zwischen 25,6 und 35,2 BAU/ml
gelten als grenzwertig, Werte Uber 35,2 BAU/ml wurden als positiv interpretiert. Der
Assay basiert auf dem etablierten semiquantitativen Assay, der 2020 beschrieben
wurde (Okba et al., 2020).

2.2.4 Surrogat-Virus-Neutralisationstest (SVNT)

Der SARS-CoV-2-sVNT Kit (cPass von Genscript) wurde verwendet, um die
Neutralisationskapazitat von im Serum vorhandenen Anti-SARS-CoV-2-Antikdrpern zu
bewerten.

Es handelt sich um einen blockierenden Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), der die Virus-Wirt-Interaktion nachahmt. Die ELISA Platte ist mit dem
humanen ACE2-Rezeptor beschichtet. Das Serum der Teilnehmenden wird mit einem
,horseradish“-konjugierten Rezeptorbindungsdomane-Fragment des SARS-CoV-2
(HRP-RBD) des viralen S1-Proteins inkubiert. Die Bindung des HRP-RBD-Fragments
im Serum oder Plasma an den ACE2-Rezeptor des menschlichen Wirts kann durch
neutralisierende Antikorper gegen das SARS-CoV-2-Spike-Protein blockiert werden
(Abb. 4).

Sofern somitim Serum der Teilnehmenden Antikdrper vorhanden sind, welche das S1-
Protein binden (,neutralisieren®) konnen, wird im 2. Schritt die Bindung an die ACE2-
Rezeptoren verhindert. Nach mehreren Waschschritten, der Farbereaktion mit
3,3',5,5-Tetramethylbenzidin/TMB und der photometrischen Messung wird die
Hemmung der HRP-RBD-Fragment-Bindung in Prozent berechnet.

Die Starke des HRP-RBD-Signals zeigt den Grad der Blockade und damit indirekt die
Neutralisationskapazitat an. Der sVNT-Assay von Genscript wurde validiert und zuvor
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in mehreren Studien beschrieben (Tan et al., 2020; Taylor et al., 2021; VanBlargan et
al., 2016; von Rhein et al., 2021).

Enzym-konjugierte RBD-Region
des S1-Proteins

v 9 &
TMB + H,0, — keine Hemmung der Bindung

an ACE-2-Rezeptor
=» negatives Ergebnis

YYYYYY

Zugabe von Patientenserum mit
neutralisiarenden Antikérparn

Hemmung der Bindung
neutralisierende { an ACE-2-Rezeptor

Antikbrper > positives Ergabnis

B 7
SYYVYVYY

Abbildung 4: Testprinzip des Surrogat-Virus-Neutralisationstests

Wenn im Probandenserum Antikérper enthalten sind, welche die Rezeptorbindungsregion (RBD) des
S1-Proteins erkennen und ,abdecken®, wird die Bindung an den ACE-2-Rezeptor im Test verhindert.
TMB (3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin) Farbung. (IMD Labor Berlin, 0.J.-b).

2.3  Statistik

Eine Spearman-Korrelationsanalyse wurde durchgefuhrt, um die Korrelation fur
zellulare und humorale Reaktionsparameter zu beurteilen. Es wurde eine multivariate
lineare Regressionsanalyse durchgefuhrt, um die zelluldaren und humoralen
Reaktionsparameter-Koeffizienten der 11 klinischen Faktoren zu bestimmen, das heift
Alter (Jahre), Geschlecht (mannlich [M]/weiblich [W]), Body-Mass-Index (BMI),
Diabetes (ja/nein), Bluthochdruck (ja/nein), Herzinsuffizienz (NYHA-Stadium), COPD
(ja/nein), Asthma (ja/nein), Rauchen (ja/nein), COVID-19-Symptome (ja/nein), Zeit von
der Infektion bzw. Impfung bis zur Blutentnahme.

Alle statistischen Analysen wurden mit der Software SPSS 25.0 (SPSS, Chicago, IL,
USA) durchgefuhrt.

Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.
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2.4 Datenschutz

Die Ethikkommission der Arztekammer Brandenburg genehmigte den Studienantrag
und damit die Durchfuhrung der Studie (Aktenzeichen: S 14(bB)/2021). Alle
Studienteilnehmer*innen gaben ihr schriftliches Einverstandnis zur Studie.

Die geltenden Vorschriften des Umgangs mit personenbezogenen Daten des Landes

Brandenburg wurden eingehalten. Mit Einschluss in die Studie wurden alle Probanden
mittels eines Codes pseudonymisiert, welcher nur der Studienleiterin zuganglich war.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Studienkollektiv

Insgesamt nahmen 159 Probanden aus dem Ernst-von-Bergmann-Klinikum an
unserer Studie teil.

88 Pflegekrafte wurden ohne Impfung mit Nachweis einer SARS-CoV-2-Infektion
eingeschlossen (n=88).

71 HCW waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme vollstandig geimpft (2 Impfdosen),
aber bisher nicht infiziert (n=71).

Unter den geimpften medizinische Fachkraften hatten 37 AstraZeneca, 31 BioNTech,
2 hatten Moderna als erste Impfung und 47 hatten BioNTech, 19 AstraZeneca, 4
Moderna als zweite Impfung, einer von den 71 HCWs hatte Johnson.

Es bestand kein signifikanter statistischer Unterschied in der antihypertensiven
Behandlung zwischen hypertensiven medizinischen Fachkraften in der Gruppe nach
SARS-CoV-2 Infektion und in der Gruppe nach Impfung.

Die klinischen Daten, die humorale und zellulare Immunantwort von SARS-CoV-2-
infizierten HCWs mit und ohne arterielle Hypertonie sind in Tabelle 1 dargestellt.
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- Infizierte p Wert
Infizierte :gxlse:: ¢ HCWs
Parameter HCWs Hypertonie ohne _
(n=88) (n=25) Hypertonie
(n=63)
46.0 (34.0, 60.0 (51.0, 41.0 (31.0,  p<0.0001
Alter (Jahre)
59.0) 66.0) 51.0)
Geschlecht (M/W) 30/58 14/11 16/47 p=0.007
BMI 24.8 (22.8, 27.5 (24.4, 241 (227, p=0.006
28.4) 32.8) 26.7)
Diabetes (ja/nein) 8/80 7/18 1/62 p=0.0001
Arterielle Hypertonie (ja/nein) 25/63 25/0 0/63 -
COPD (ja/nein) 2/86 2/23 0/63 p=0.024
Asthma (ja/nein) 9/78 3/22 6/56 p=0.749
Raucher (ja/nein) 6/82 3/22 3/60 p=0.227
SARS-CoV-2 IgG-Antikdrper (S1) 116.0 (47.3, 224.0 (79.5, 85.9 (39.7, p=0.003
(BAU/m) 265.0) 768,0) 207.0)
o 63.5 (41.0, 83.0 (49.8, 57.5 (37.3, p=0.009
SARS-Surrogate-Neutralizationtest (%)
88.5) 94.0) 83.5)
T Zell Antwort auf SARS-CoV-2-Spike-
N-Term (SI) 54(2.8,9.2) 9.1(4.5,20.6) 4.1(24,6.6) p=0.001
T Zell Antwort auf SARS-CoV-2-Spike-
C-Term (SI) 41(27,7.8) 75(4.0,12.0) 35(2.1,51) p=0.001
Zeit zw. Infektion bis Blutentnahme
(Tagen) 204 (144, 432) 188 (131,429) 204 (162, 436) p=0.266

Tabelle 1: Merkmale von SARS-CoV-2-infizierten Mitarbeitern des

Gesundheitswesens (HCWs)

Die SARS-CoV-2-Infektion wurde durch einen PCR-Test bestatigt. Kontinuierliche Variablen werden
als Mediane (Interquartilsabstand) oder Zahlen angegeben. Der Body-Mass-Index (BMI) wurde als
Geuwicht in Kilogramm geteilt durch die Kérpergréf3e in Metern zum Quadrat berechnet. COPD /
chronisch obstruktive Lungenerkrankung. Daten zu Asthma einer Person ohne arterielle Hypertonie

fehlte. Der Vergleich zwischen der Gruppe mit Hypertonie und der Gruppe ohne Hypertonie wurde mit
dem Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt.

Manner machten 34,1% der infizierten Kohorte aus (30 Manner, 58 Frauen). Die
zugrunde liegenden Vorerkrankungen waren Diabetes in 8 Fallen (9,1%),
Bluthochdruck in 25 Fallen (28,4%), COPD in 2 Fallen (2,3%), Asthma in 9 Fallen
(11,5%).

Alter und BMI dieser Kohorte mit einem insgesamt mittleren Gesamtalter von 46
Jahren, einem mittleren BMI von 24,8kg/m? unterschied sich in der ohne Hypertonie-
zur Hypertoniegruppe. Die infizierte Kohorte mit Hypertonie mit einem mittleren
Gesamtalter von 60Jahren und einen BMI von 27,5kg/m? war etwas héher. Zudem
bestanden bei bestehender arteriellen Hypertonie etwas mehr Komorbiditaten.
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Die Blutentnahme erfolgte im Median 6,8 (4,8; 14,4) Monate nach einer SARS-CoV-2-
Infektion, die durch eine validierte PCR nachgewiesen war.

Die zellulare (T-Zell-Reaktion auf SARS-CoV-2) und die humorale Reaktion (sowohl
S1-1gG- als auch SARS-CoV-2-neutralisierende Antikorper) waren in der infizierten
Gruppe mit arterielle Hypertonie gegenuber der infizierten Gruppe ohne arterielle
Hypertonie signifikant hoher.
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Grundlegende klinischen Merkmale sowie die humorale und zellulare Immunantwort
gegen SARS-CoV2-geimpfter Probanden mit oder ohne arterielle Hypertonie sind in
Tabelle 2 zusammengefasst.

Geimpfte Geimpfte p Wert
Geimpfte HCWs HCWs
Parameter HCWs mit ohne
(n=71) Hypertonie = Hypertonie
(n=15) (n=60)
44.0 (32.0, 57.0 (54.0, 37.0(31.3, p<0.0001
Alter (Jahre)
55.0) 65.0) 50.5)
Geschlecht (M/W) 21/50 2/13 21/39 p=0.123
BMI 24.9 (22.3, 28.4 (25.0, 23.7 (21.6, p=0.001
28.0) 31.2) 26.9)
Diabetes (ja/nein) 4/67 4/11 0/60 p<0.0001
Arterielle Hypertonie (ja/nein) 15/56 15/0 0/60 -
COPD (ja/nein) 0/71 0/15 0/60 p=1.000
Asthma (ja/nein) 8/63 3112 6/54 p=0.232
Raucher (ja/nein) 15/56 4/11 13/47 p=0.557
SARS-CoV-2 IgG-Antikdrper (S1) 768.0 (218.3, 233.0 (120.0, 768.0(290.0, p=0.006
(BAU/m) 768.0) 768.0) 768.0)
o 93.5 (71.0, 79.0 (60.0, 95.0 (78.0, p=0.048
SARS-Surrogate-Neutralizationtest (%)
97.0) 96.0) 97.0)
T Zell Antwort auf SARS-CoV-2-Spike- p=0.088
N-Term (SI) 5.6 (3.4, 8.9) 42(2.1,58) 6.0(3.9,9.8)
T Zell Antwort auf SARS-CoV-2-Spike-
C-Term (SI) 4.4(2.6,6.7) 44(22,79) 45(2.8,6.7) p=0.464
Zeit zw. Impfung bis Blutentnahme
(Tage) 71 (54, 77) 71 (62, 99) 70 (53, 77) p=0.747

Tabelle 2: Merkmale von SARS-CoV-2-geimpften Mitarbeitern des
Gesundheitswesens (HCWs)

Keine SARS-CoV-2-Infektionen wurden durch regelmafige Kontroll PCR-Tests bestatigt.
Kontinuierliche Variablen werden als Mediane (Interquartilsabstand) oder Zahlen angegeben. Der
Body-Mass-Index (BMI) wurde als Gewicht in Kilogramm geteilt durch die KérpergrofRe in Metern zum
Quadrat berechnet. COPD / chronisch obstruktive Lungenerkrankung. Der Vergleich zwischen der
Gruppe mit Hypertonie und der Gruppe ohne Hypertonie wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test
durchgefihrt.

Von den 71 Probanden waren 21 Manner (29,6%) und 50 Frauen. Diabetes trat in 4
Fallen (5,6%), Bluthochdruck in 15 Fallen (21,1%), Asthma in 8 Fallen (11,3%) auf.

Wie in der infizierten Kohorte mit arterieller Hypertonie lag die geimpfte Gruppe mit
arterieller Hypertonie mit einem mittlere Gesamtalter von 57Jahren und der BMI von
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28,4kg/m? ebenso etwas hoher im Vergleich zur geimpften Gruppe ohne arterielle
Hypertonie.
Blut wurde in dieser geimpften Kohorte im Median 71 Tage nach der Impfung
entnommen.

Daten zu Symptomen und der Dauer zwischen Infektion und Blutentnahme bei SARS-
CoV-2-infizierten medizinischen Fachkraften stellt Tabelle 3 zusammen und deutet
darauf hin, dass infizierte hypertensive medizinische Fachkrafte haufiger ins
Krankenhaus eingeliefert werden mussten, im Vergleich zu infizierten medizinische
Fachkrafte ohne arterielle Hypertonie. Zudem entwickelten infizierte HCWs mit
arterieller Hypertonie mit geringerer Wahrscheinlichkeit eine Anosmie und Myalgie.

Probanden mit Probanden ohne

Parameter p Wert
Hypertonie (n=25) Hypertonie (n=63)

Symptome (ja/nein) 25/0 57/5 0.316
Anosmia (ja/nein) 8/17 36/26 0.034
Kopfschmerz (ja/nein) 8/17 22/40 0.757
Fieber (ja/nein) 12/13 25/37 0.512
Dyspnoe (ja/nein) 7/18 8/54 0.092
Muskelschmerz (ja/nein) 1/24 15/47 0.032
Stationar (ja/nein) 9/16 3/59 0.0005
Zeit von der Infektion bis zur

236.7+146.3 272.1£146.9 0.266

Blutentnahme (Tagen)

Tabelle 3: Vergleich der Ausgangssymptome und die Dauer der Blutenthahme
zwischen SARS-CoV-2-infizierten Probanden mit und ohne Bluthochdruck

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwert £+ SD angegeben. Daten zu den klinischen Symptomen
eines Probanden ohne Bluthochdruck fehlten. Vergleiche wurden mit dem y2-Test bewertet.
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Spearmans Korrelationen zwischen humoralen und zelluldren Reaktionsparametern
sind in Tabelle 4 dargestellt. Eine hochsignifikante Korrelation bestand zwischen
SARS-CoV-2-IgG-Antikorper (S1) (BAU/ml) und dem SARS-CoV-2-Surrogat-
Neutralisationstest (%) (rho=0,887) sowie zwischen T-Zell-Antworten auf SARS-CoV-
2 Spike-N-Term LTT (Sl) und Spike-C- Term LTT (SI) (rho=0,828). Daruber hinaus
zeigten sowohl der SARS-CoV-2-IgG-Antikorper (Sl) als auch der SARS-CoV-2-
Surrogat-Neutralisationstest (%) eine moderate, aber signifikante Korrelation mit
entweder SARS-CoV-2 Spike-N-Term LTT (SI) fur den Antikorper (rho=0,455) und fur
den Neutralisationstest (rho=0,451) oder Spike-C- Term LTT (SI) fur den Antikorper
(rho=0,37) und fur den Neutralisationstest (rho=0,363).

Korrelationsanalyse

SARS-
SARS . .
o swmogae  Spher Sped
(S1) neutralizatio LTT (SI) LTT (SI)
(BAU/mI) n test (%)

SARS-CoV-2 Korrelations-

IgG-Ab  (S1 yKoeffizient rho 0.455 0.370
SARS- Korrelations-

Surrogate-  koeffizient rho 0.451 0.363
t':i;‘t(';zl;zat"’”' Sig. (2-seitig) <0.0001 <0.0001

Korrelations-

Spike-N-Term koeffizient tho 010 0.451 -

LTTSD sig. (2-seitig)  <0.0001 <0.0001
Korrelations-

Spike-C-Term koeffizient rho 0>’ © 0.363

LTTSD sig. (2-seitig)  <0.0001 <0.0001

Tabelle 4: Bivariate Assoziationen zwischen humoralen und zellularen
Reaktionsparametern

Die Spearman-Rangkorrelationsanalyse wurde verwendet, um die Korrelationen zwischen humoralen
und zellularen Reaktionsparametern zu bestimmen. Sig. entspricht der Signifikanz. Ak bedeutet
Antikorper.

3.2 Humorale und zellulare Immunantwort auf SARS-CoV-2

Die humorale Reaktion auf eine SARS-CoV-2-Infektion bei HCWs wurde durch die
Messung von SARS-CoV-2-IgG-Antikorper (S1) und dem SARS-CoV-2-Surrogat-
Neutralisationstest analysiert. Beide Tests zeigten durchweg eine deutlich verstarkte
Aktivierung des humoralen Immunsystems bei infizieten HCWs mit arterieller
Hypertonie, im Vergleich zu infizierten HCWs ohne arterielle Hypertonie. (Tabelle 1
und Abbildung 5).
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Abbildung 5: Aktivierung des humoralen und zellulairen Immunsystems bei
infizierten HCWs mit und ohne arterielle Hypertonie

(A) SARS-CoV-2-1IgG-Ak (S1) (BAU/mI) bei infizierten Gesundheitspersonal (HCWs) mit und ohne
Bluthochdruck. (B) SARS-Surrogat-Neutralisationstest (%) bei infizieten HCWs mit und ohne
Bluthochdruck. (C) Spike-N-Term LTT (SI) bei infizierten HCWs mit und ohne Bluthochdruck. (D) Spike-
C-Term LTT (SI) bei infizierten HCWs mit und ohne Bluthochdruck. Die Linien zeigen das Median. Der
Vergleich wurde durch den Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt.

Die zellulare Reaktion auf eine SARS-CoV-2-Infektion bei den HCWs wurde mit dem
Lymphozytentransformationstest (LTT) analysiert, bei dem entweder Peptide vom N-
oder C-Terminus des Spike-Proteins zu den gereinigten Lymphozyten des Patienten
hinzugefugt wurden. Diese Analyse zeigte ebenfalls eine signifikant verstarkte
Aktivierung des spezifischen zellularen Immunsystems bei infizierten HCWs mit
arterieller Hypertonie (Tabelle 1 und Abbildung 5).
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Die Analyse des humoralen und zellularen Immunsystems bei vollstandig geimpftem
Gesundheitspersonal zeigte eine erhohte humorale Reaktion auf SARS-CoV-2,
sowohl SARS-CoV-2-IgG-Antikorper (S1) als auch SARS-CoV-2-Surrogat-
Neutralisationstest bei geimpften HCWs ohne arterieller Hypertonie im Vergleich zu
den Geimpften mit arterieller Hypertonie, wahrend die zellulare Antwort, beide LTTs,
keine Unterschiede zwischen geimpft hypertensiven und normotensiven HCWSs
zeigten (Tabelle 2 und Abbildung 6).
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Abbildung 6: Aktivierung des humoralen und zellulire Immunsystems bei
geimpften HCWs mit und ohne arterielle Hypertonie

(A) SARS-CoV-2-1gG-Ak (S1) (BAU/mI) bei geimpften Gesundheitsfachkraften (HCWs) mit und ohne
Bluthochdruck. (B) SARS-Surrogat-Neutralisationstest (%) bei geimpften HCWs mit und ohne
Bluthochdruck. (C) Spike-N-Term LTT (SI) bei geimpften HCWs mit und ohne Bluthochdruck. (D) Spike-
C-Term LTT (SI) bei geimpften HCWs mit und ohne Bluthochdruck. Linien zeigen Median. Der Vergleich
wurde durch den Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt.
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3.3 Multivariate Regressionsanalyse

Die humorale und zellulare Immunantwort war bei infizierten HCWs mit arterieller Hypertonie gegenuber infizierten HCWs ohne
Bluthochdruck signifikant hoher (Abbildung 5). Die multivariate Regressionsanalyse ergab, dass ausschlieBlich der Parameter
Bluthochdruck unabhangig mit allen humoralen und zellularen Reaktionen auf eine SARS-CoV-2-Infektion assoziiert war (Tabelle 5).
Der SARS-CoV-2-19G-Ak (S1) und der SARS-CoV-2-Surrogat-Neutralisationstest waren bei geimpften HCWs ohne arterielle
Hypertonie im Vergleich zu geimpften Gesundheitspersonal mit arterieller Hypertonie signifikant hoher (Abbildung 6). In der
multivariaten Regressionsanalyse war Bluthochdruck jedoch nicht signifikant mit irgendeinem der humoralen und zellularen
Reaktionsparameter bei geimpftem Gesundheitspersonal assoziiert (Tabelle 6).

. . BCa 95%
Zelluldre und humorale B Bias Std.fehler Sig. Konfidenzintervall
Reaktionsparameter Obere

Untere Grenze
SARS-CoV-2 IgG-Ak (S1) (BAU/mI) @ 238.119  -5462  80.72 0.013 91.835 376.501
SARS-Surrogate-Neutralizationstest (%) ?  16.544 -.891 6.747 0.020 4.892 26.704
Spike-N-Term LTT (SI) © 6.599 0.062 3.153 0.078 0.325 12.943
Spike-C-Term LTT (SI) @ 4.792 0.058 2.456 0.066 0.045 9.805

Tabelle 5: Multivariate lineare Regressionsberechnung der Hypertonie mit Parametern der humoralen und zellularen
Reaktion als abhangige Variablen bei infizierten HCWs

Die multiplen Regressionsmodelle wurden mit humoralen und zelluldren Reaktionsparametern als jeweils eine abhangige Variable durchgefihrt, d. h.
SARS-CoV-2-1gG-Ak (S1) (BAU/mI) in Modell a und R? des Modells ist 0,255;

SARS-Surrogat-Neutralisationstest (%) in Modell b und R? des Modells ist 0,194;

Spike-N-Term LTT (SI) in Modell ¢ und R? des Modells ist 0,304;

Spike-C-Term LTT (SI) in Modell d und R? des Modells ist 0,260.

Wir beziehen Storfaktoren wie Alter (Jahre), Geschlecht (M/W), BMI (Body-Mass-Index, berechnet als Gewicht in Kilogramm dividiert durch KérpergrofRe in
Metern zum Quadrat), Diabetes (ja/nein), Bluthochdruck (ja/nein), chronisch obstruktive Lungenerkrankung / COPD (ja/nein), Asthma (ja/nein), Rauchen
(ja/nein), Zeit von der Ansteckung bis zur Blutentnahme (Tage) in die Modelle mit ein.

Std.fehler steht fur Standardfehler.
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BCa 95%

Zelluldre und humorale B Bias Std.fehler  Sig. Konfidenzintervall
Reaktionsparameter Obere
Untere
Grenze
SARS-CoV-2 IgG-Ak (S1) (BAU/mI) @ -55.970 1.539 123.554 0.703 -307.785 191.153
SARS-Surrogate-Neutralizationstest (%) ? 6.722 0.292 9.690 0.533 -11.061 25.611
Spike-N-Term LTT (SI) © 1.1099 0.142 3.742 0.838 -6.060 8.434
Spike-C-Term LTT (SI) @ 1.264 0.013 2.890 0.727 -4.129 6.811

Tabelle 6: Multivariate lineare Regressionsberechnung der Hypertonie mit Parametern der humoralen und zellularen
Reaktion als abhangige Variablen bei geimpften HCWs

Die multiplen Regressionsmodelle wurden mit humoralen und zelluldren Reaktionsparametern als jeweils eine abhangige Variable durchgefihrt, d. h.
SARS-CoV-2-1gG-Ak (S1) (BAU/mI) in Modell a und R? des Modells ist 0,285;

SARS-Surrogat-Neutralisationstest (%) in Modell b und R? des Modells ist 0,227;

Spike-N-Term LTT (SI) in Modell ¢ und R? des Modells ist 0,114;

Spike-C-Term LTT (SI) in Modell d und R? des Modells ist 0,135.

Wir beziehen Storfaktoren wie Alter (Jahre), Geschlecht (M/W), BMI (Body-Mass-Index, berechnet als Gewicht in Kilogramm dividiert durch KérpergrofRe in
Metern zum Quadrat), Diabetes (ja/nein), Bluthochdruck (ja/nein), chronisch obstruktive Lungenerkrankung / COPD (ja/nein), Asthma (ja/nein), Rauchen
(ja/nein), Zeit von der Impfung bis zur Blutentnahme (Tage) und die Art der Impfungen in die Modelle mit ein. Std.fehler steht fir Standardfehler.
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4 DISKUSSION

Eine verlassliche Feststellung, ob eine vergleichbare Immunitat bei Geimpften und bei
Personen nach COVID-Infektion vorliegt, ob es Unterschiede zwischen verschiedenen
Impfstoffen gibt oder ob gegebenenfalls auch nach COVID-Infektion eine Impfung
erfolgen sollte, ist fur Genesene und Impfkandidaten von grof3er Bedeutung.

Ziel der Studie war es, Faktoren zu charakterisieren, die die langfristige humorale und
zellulare Reaktion des Immunsystems nach einer SARS-CoV-2-Infektion in einer
genau definierten Population von Gesundheitspersonal aus einem Krankenhaus mit
einem SARS-CoV-2-Ausbruch zu bestimmen. Berucksichtigt wurden Faktoren wie
Alter, BMI, Geschlecht, Diabetes, Bluthochdruck, Rauchen, COPD, Asthma und die
Zeit von der Ansteckung oder Impfung bis zur Blutentnahme. Die Untersuchung der
Teilnehmenden im Median von 6,8 Monaten nach der Infektion zeigte, dass sowohl
die humorale als auch die zellulare Immunitat nach einer SARS-CoV-2-Infektion
malfdgeblich durch einen vorbestehenden Bluthochdruck bestimmt wurden. Bei
Personen mit arterieller Hypertonie waren sowohl die humorale als auch die zellulare
Immunantwort nach der Infektion signifikant verstarkt. Der Bluthochdruck-Effekt war
unabhangig von Faktoren wie Alter, BMI, Geschlecht, Diabetes, Rauchen, COPD,
Asthma und Zeit nach der Infektion.

Mit anderen Worten, hat diese Studie deutlich gezeigt, dass die langfristige Reaktion
des Immunsystems auf eine SARS-CoV-2-Infektion signifikant durch die Erkrankung
arterielle  Hypertonie beeinflusst wird. Interessanterweise wurde dieser
Zusammenhang zwischen Bluthochdruck und Immunantwort bei geimpften
Gesundheitspersonal (HCWs) nicht gefunden, dies stimmt mit einer frGheren Studie
uberein. Diese berichtete, dass BMI und Bluthochdruck nicht mit unterschiedlichen
Immunantworten bei geimpften HCWs assoziiert sind (Pellini et al., 2021).

Bisher wurde nur die entgegengesetzte wissenschaftliche Frage gut untersucht,
namlich die Rolle des Immunsystems und sein Einfluss auf die Blutdruckregulation. In
den vergangenen Jahren wurde die Beteiligung sowohl des angeborenen als auch des
adaptiven Immunsystems an der Pathogenese der Hypertonie nachgewiesen (Trott
and Harrison, 2014).

Das Konzept, dass das Immunsystem Auswirkungen auf den Blutdruck hat, wurde vor
mehr als 50 Jahren von Grollman et al. (Okuda and Grollman, 1967; White and
Grollman, 1964) postuliert. Grollman et al. zeigten, dass die Immunsuppression den
Bluthochdruck in einem Niereninfarktmodell dampfte und dass die Ubertragung von
Lymphozyten auf Ratten mit Niereninfarkt ohne Bluthochdruck, Bluthochdruck bei
diesen Tieren induziert. Spater wurde gezeigt, dass Mause, denen adaptive
Immunzellen fehlen, einschliellich rekombinaseaktivierender Gen-defizienter Mause
und Ratten, und Mause mit schwerer kombinierter Immunschwache, abgestumpfte
Blutdruckreaktionen auf klassische Stimuli haben. Stimuli, die Bluthochdruck
verursachen, waren Angiotensin |l, hohe Salzkonzentration und Noradrenalin.
(Rodriguez-lturbe et al., 2017; Trott and Harrison, 2014).

Fur die SARS-CoV-2-Infektionen wurde gezeigt, dass arterielle Hypertonie ein
wesentlicher Risikofaktor fur ein schlechtes Outcome ist (Chu et al., 2021; de Almeida-
Pititto et al., 2020; Pranata et al., 2020; Schiffrin et al., 2020).

Eine Studie von Trump et al. (Trump et al., 2021), die klinische Daten und Einzelzell-
RNA-Sequenzierungsdaten von Atemwegsproben in-vitro-Experimenten verwendete,
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lieferte gute Beweise dafur, dass Bluthochdruck die Virusclearance verzogert und die
Inflammation der Atemwege bei Patienten*innen mit SARS-CoV-2-Infektion
verschlimmert. Die Autoren schlugen vor, dass dies zumindest teilweise erklaren
konnte, warum Bluthochdruck ein unabhangiger Risikofaktor fur ein schlechtes
klinisches Ergebnis von COVID-19-Erkrankten ist. Dies stimmt mit den Ergebnissen
der vorliegenden Studie Uberein. Die medizinischen Fachkrafte mit SARS-CoV-2-
Infektion und arterieller Hypertonie wurden ebenfalls haufiger ins Krankenhaus
eingeliefert, als die ohne Bluthochdruck. Die durch Bluthochdruck verursachte
verzogerte SARS-CoV-2-Clearance und die verstarkte Atemwegs-Inflammation
konnen ebenfalls unsere Ergebnisse erklaren, dass arterielle Hypertonie der einzige
signifikante klinische Risikofaktor ist, der mit einer verbesserten langfristigen
humoralen und zellularen Reaktion des Immunsystems auf eine SARS-CoV-2-
Infektion verbunden ist.

Es ist jedoch wichtig zu beachten, dass die verstarkte langfristige Stimulation der
humoralen und zellularen Immunantwort ein spezifische Merkmal fur die SARS-CoV-
2-Infektion der Atemwege bei Bluthochdruckpatienten*innen ist, da sie nach SARS-
CoV-2-Impfung nicht beobachtet wurde (Abbildungen 5 und 6, Tabellen 5 und 6).

Die Bluthochdruck-spezifischen Veranderungen des lokalen Immunsystems in den
Atemwegen scheinen eine Voraussetzung fur die verstarkte humorale und zellulare
Immunantwort zu sein. Findet der Kontakt viraler Antigene (Spike-Protein bei Impfung)
mit dem menschlichen Korper nicht im Atemwegssystem statt, scheint die Antwort des
Immunsystems weniger ausgepragt zu sein. Diese Hypothese passt zu den
Beobachtungen bei den geimpften HCWs (Tabelle 2 und 6 und Abb. 6). Nach der
Impfung mit einem mMRNA-Impfstoff wird das Immunsystem stimuliert durch das
exprimierte Spike-Protein auf den Muskeln, in die der Impfstoff injiziert wurde, und den
danach zirkulierenden Spike im Blut.

Die von Trump et al. (Trump et al., 2021) und Landmesser et al. (Landmesser et al.,
2021) beschriebenen hypertoniespezifischen Atemwegsveranderungen bei der
Reaktion auf eine SARS-CoV-2-Infektion, wie die verzogerte Virusclearance und die
verschlimmerte Atemwegs-Inflammation bei Bluthochdruckpatienten*innen, sind
offensichtlich weniger wichtig, wenn das Antigen (Spike-Protein) im Blut zirkuliert oder
auf Muskelzellen exprimiert wird, wo der Impfstoff urspringlich injiziert wurde.
Naturlich kann eine mogliche pathophysiologische Rolle anderer viraler Komponenten
wie N-Protein oder M-Protein nicht ausgeschlossen werden.

Weiterhin ist zu beachten, dass die langfristige humorale und zellulare Antwort
unabhangig von den Symptomen nach der Infektion ist.

Es wird vermutet, dass eine veranderte Expression von Genen in Immun- und
Epithelzellen, die typischerweise bei Bluthochdruckpatienten*innen beobachtet wird,
fur die verstarkte Immunantwort bei SARS-CoV-2-positiven COVID-19-Erkrankten mit
Bluthochdruck verantwortlich ist (Landmesser et al., 2021). Stimmt diese Vermutung,
ist es interessant zu sehen, ob die Behandlung von hypertensiven SARS-CoV-2-
infizierten Patienten*innen mit Dexamethason, zu einer verringerten langfristigen
humoralen und zellularen Reaktion fuhrt. Studien zu Folge reduziert Dexamethason
nachweislich die verstarkte Inflammation der Atemwege bei Erkrankten mit SARS-
CoV-2-Infektion und verbessert somit das Ergebnis bei kompliziertem COVID-19-
Verlauf (Group et al., 2021).

Es ist eine offensichtliche Starke dieser Studie, dass wir eine gut kontrollierte

Studienpopulation analysieren konnten, die zweimal wochentlich Nasen-Mund-
Abstriche fur einen SARS-CoV-2-PCR-Test erhielt und nicht geimpft wurde. Dadurch
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ist sichergestellt, dass wir den Infektionszeitpunkt genau kennen (PCR-Positivitat bei
systematischer Beobachtung uUber 14 Monate). Angesichts der heutzutage guten
Verfugbarkeit von Impfstoffen sind solche gut kontrollierten Kohorten nur sehr schwer
zu etablieren.

Auf der anderen Seite gibt es auch Einschrankungen. Beispielsweise handelt es sich
um eine Single-Center-Studie mit einer Bevolkerung mittleren Alters. Da das Alter ein
wesentlicher Risikofaktor fur ein schlechtes Ergebnis und eine schlechte
Immunantwort von COVID-19 ist, waren Langzeitreaktionen bei alteren SARS-CoV-2-
infizierten Bluthochdruckpatienten*innen von Interesse. Zudem ist zu berucksichtigen,
dass die infizierte Kohorte mit arterieller Hypertonie im Durchschnitt etwas alter ist, als
die infizierte Kohorte ohne Hypertonie. Daruber hinaus fehlen bei den Teilnehmenden
aus der Gruppe der infizierten HCWs die Viruslast und einige Behandlungsdaten
bezuglich Bluthochdruck.

Es ist anzumerken, dass Bluthochdruck die Inflammation der Atemwege bei
Patienten*innen mit COVID-19 verschlimmert und dass die Behandlung mit ACE-
Hemmern die Inflammation der Atemwege lindern konnte (Trump et al., 2021). Es
wurde vermutet, dass die Inflammation der Atemwege eine wichtige
pathophysiologische Rolle fur die Schwere der COVID-19-Erkrankung und damit fur
die Mortalitat spielt. Dies konnte zumindest teilweise die klinisch vorteilhaften
Auswirkungen der ACEi/ ARB-Behandlung von hospitalisierten COVID-19-Erkrankten
auf die Mortalitat erklaren (Angeli et al., 2022; Baral et al., 2021; Chu et al., 2021;
Genet et al., 2020; Smith et al., 2022).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Ende 2019 wurde ein neues Coronavirus als SARS-CoV-2 identifiziert und I6ste eine
weltweite Pandemie aus.

Erkenntnisse Uber die humorale und zellulare Immunantwort sowie Risikofaktoren fur
einen schweren Krankheitsverlauf sollten in dieser Studie dargestellt werden.

In dieser Single-Center-Studie, wo Beschaftigte im Gesundheitswesen (HCWSs) des
Ernst-von-Bergmann-Klinikums, Potsdam nach einem Ausbruch von SARS-CoV-2-
Infektionen regelmafig mittels PCR Test gescreent wurden, konnten infizierte HCWs
ohne bisherige Impfung (Genesene), von geimpftem Personal ohne bisherige Infektion
gut unterschieden werden.

Fast sieben Monate nach dem Nachweis einer SARS-CoV-2-Infektion wurde diesen
HCWs Blut entnommen, um die humorale (S1-IgG- und SARS-CoV-2-neutralisierende
Antikorper) und zellulare Immunreaktion (T-Zell-Reaktionen auf SARS-CoV-2 mit
Lymphozytentransformationstest) zu analysieren.

Der geimpften Kohorte wurde im Median 71 Tage nach einer vollstandigen Impfung,
zwei Dosen eines von der Europaischen Kommission zugelassenen Impfstoffes, Blut
entnommen.

Um klinische Faktoren zu identifizieren, die die Immunantwort bestimmen, wurde eine
multivariate Regressionsanalyse unter Berucksichtigung von Alter, BMI, Geschlecht,
Diabetes, Bluthochdruck, Rauchen, COPD, Asthma und Zeit zwischen PCR-Positivitat
oder Impfung und Blutentnahme als Storfaktoren durchgeflhrt.

Es zeigte sich, dass vor allem eine SARS-CoV-2-Infektion bei Probanden mit arterieller
Hypertonie, selbst mit leichten oder keinen Symptomen, zu einer langanhaltenden
Stimulierung des humoralen und zellularen Immunsystems fuhrt.
Gesundheitspersonal mit bekannter arterieller Hypertonie mussten als Folge der
SARS-CoV-2-Infektion haufiger ins Krankenhaus, als infizierte HCWs ohne arterielle
Hypertonie. Zudem entwickelten die Hypertoniker*innen seltener eine Anosmie und
Myalgie. Die langfristige humorale und zellulare Immunantwort war bei hypertensiv
gegenuber normotensiv infizierten HCWs signifikant verstarkt. Wahrscheinlich weil im
Rahmen von Bluthochdruck die Virusclearance spezifisch verzogert und die
Inflammation der Atemwege verstarkt wird.

Fur andere Faktoren, wie Alter, BMI, Geschlecht, Diabetes, Rauchen, COPD und
Asthma konnte in der vorliegenden Arbeit kein Einfluss auf die humorale und zellulare
Immunantwort gezeigt werden.

Der SARS-CoV-2-S1-IgG-Test und der SARS-CoV-2-Surrogat-Neutralisationstest
waren bei geimpften Nicht-Hypertonikern im Vergleich zu geimpften
Gesundheitspersonal mit arterieller Hypertonie signifikant hoher. In der multivariaten
Regressionsanalyse war Bluthochdruck jedoch nicht signifikant mit einem der
humoralen und zellularen Reaktionsparametern bei geimpften Gesundheitspersonal
assoziiert.

Ein Zusammenhang zwischen Bluthochdruck und Immunantwort bei geimpftem
Gesundheitspersonal (HCWs) wurde somit nicht gefunden.

Es ist anzunehmen, dass eine Voraussetzung fur die verstarkte humorale und zellulare
Immunantwort der Kontakt im Atemwegssystem ist.
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Zusammenfassung

Zusammenfassend fuhrte die SARS-CoV-2-Infektion zu einer signifikant verstarkten
Stimulation des humoralen und zellularen Immunsystems bei HCWs mit arterieller
Hypertonie, unabhangig von anderen Risikofaktoren fur eine SARS-CoV-2-Infektion
und auch der Schwere der Symptome.
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