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Referat

Wenig ist bisher bekannt zur Dynamik der SARS-CoV-2-spike-Protein-Antikdrper und
zur zelluldren Immunantwort auf eine COVID-19-Impfung bei hdmatoonkologischen
Patient*innen. Ziel dieser multizentrischen, prospektiven Langsschnittstudie der
Ostdeutschen Studiengruppe fur Hdmatologie und Onkologie (DRKS00027372) war die
Beurteilung von Patient*innen mit myeloischen (M, n=131) und lymphatischen (L,
n=104) Neoplasien, sowie soliden Tumoren unter Checkpoint-Inhibitor-Therapie (PD-
L1i, n=17) hinsichtlich der Dynamik ihrer humoralen Immunantwort, sowie der
Generierung einer zellularen Immunitat auf eine COVID-19-Impfung im Vergleich zu
einer gesunden Referenzkohorte. Methodik: Eingeschlossen wurden 398 Individuen im
Verhaltnis 2 Patient*innen (n=262) zu 1 Kontrolle (K, n=136). Blutproben wurden vor
Impfung, 35 (+/-7) Tage (d35) und 120 (+/-14) Tage (d120) nach Impfung entnommen.
Zu allen Zeitpunkten erfolgte eine Bestimmung der Anti-SARS-CoV-2-1gG-Titer mittels
ELISA-Verfahren. Die zellulare Immunitét wurde an d120 ermittelt, indem Covid-19-
spezifische, triple-positive  (IL2 INFy*'TNFo®) CD4" und CD8*-T-Zellen
(CovCD4*/CovCD8") via Durchflusszytometrie-Verfahren bestimmt wurden. Die
Labore waren verblindet bezuglich Patient*innen und Kontrollen. Ergebnisse: K zeigten
bessere d35 Serokonversionsraten (98%) als die Patient*innen (68%) (p<0.001). Die
d120 Serokonversionsraten verbesserten sich tber alle Patientenkohorten hinweg (PD-
L1i 81% auf 100%, M 82% auf 97% und L 48% auf 66%). CovCD4" und CovCD8"* waren
vergleichbar in L (71%/31%) und K (74%/32%), aber deutlich geringer vertreten in M
(53%, p = 0.003 /24%, p = 0.03). Die humoralen und zellularen Immunantworten d120
waren nicht korreliert. Ein erheblicher Anteil der lymphatischen Patient*innen ohne
nachweisbare Anti-SARS-CoV-2-1gG-Titer wies trotzdem zelluldre Immunantworten

auf. Zusammenfassung: Die meisten Patient*innen entwickeln eine humorale und/oder

zelluldare Immunantwort auf eine COVID-19-Impfung. Dabei ist es essenziell, immer
beide Komponenten der Immunreaktion zu untersuchen, da trotz fehlender Antikorper
eine Schutzwirkung durch T-Zell-Antworten bestehen kann. Diese Ergebnisse haben
Bedeutung fur die Ableitung von spezifischen Impfempfehlungen beziglich SARS-CoV-
2-Auffrischungsimpfungen bei hdmatoonkologischen Patient*innen und Patient*innen
unter Checkpoint-Inhibitor-Therapie.
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hédmatoonkologischen Patient*innen mit myeloischer oder lymphatischer Neoplasie und bei
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1. Einleitung und Zielstellung

1.1 Die Corona-Pandemie im zeitlichen Verlauf und Bedeutung fiir

hdamatoonkologische Patient*innen

Seit der Erklarung der pandemischen Lage durch die World Health Organization (WHO)
am 11. Marz 2020! wurden weltweit etwa 465 Mio. COVID-19-Félle bis Mérz 2022
registriert, darunter 18 Mio. allein in Deutschland, zudem Uber 6 Mio. Todesfalle im
Zusammenhang mit dem Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus Type 2
(SARS-CoV-2).2 Somit gilt die COVID-19-Pandemie als bisher gréRtes und
bedrohlichstes Infektionsgeschehen des 21. Jahrhunderts, weit vor der Influenza
A(H1N1) -Virus-Pandemie in den Jahren 2009-2010, welche weniger als ein Zehntel an
Todesopfern forderte.?

Auch nach uber 2 Jahren ist die Corona-Pandemie ein allgegenwartiges Thema. Die
Angst der Bevolkerung vor einer Ansteckung mit dem neuartigen SARS-CoV-2 ist nach
wie vor groR. Wéhrend zu Beginn der Pandemie vor allem schwere Krankheitsverlaufe
mit Intensivbehandlung oder sogar Todesfolge gefurchtet waren, hielten sich mit
Einfuhrung der Schutzimpfungen und dem Auftreten neuer Virus-Varianten wie Omikron
(B.1.1.529) seit November 2021 vor allem Bedenken hinsichtlich vielfach berichteter
Langzeitfolgen nach Genesung.* Kommt es zur Symptompersistenz tiber 4 Wochen nach
Krankheitsbeginn, spricht man von ,,Long COVID*, nach tber 12 vom ,,Post-COVID-
Syndrom*. Haufig berichtet werden Erschdpfung, eingeschriankte Belastbarkeit,

Kurzatmigkeit und Einschrankungen der Konzentrations- und Merkfahigkeit.®

Besonders gefdhrdet hinsichtlich eines schweren Krankheitsverlaufes und/oder
Langzeitfolgen sind Bevolkerungsgruppen mit chronischen Erkrankungen und é&ltere
Menschen. Noch immer werden groRe Hoffnungen in die bereits verfigbaren und sich
aktuell in der Entwicklung befindlichen COVID-19-Schutzimpfungen gesetzt. Bereits am
21.12.2020 erhielt der mRNA-Impfstoff BNT162b2 der Firma BioNtech/Pfizer als erster
COVID-19-Impfstoff seine Zulassung in Europa, gefolgt von den Impfstoffen mRNA-
1273 der Firma Moderna Biotech, ChAdOx1-S von AstraZeneca und Ad26.COV2.S der
Firma Janssen Cilag International Anfang des Jahres 2021.°

Aufgrund der Dringlichkeit der Zulassung war es vorab nicht mdglich, alle
Bevolkerungsgruppen hinsichtlich der Wirksamkeit und Sicherheit der COVID-19-

Impfstoffe in klinischen Studien zu testen. Doch ob bei allen Menschen eine adaquate



Immunantwort und damit ausreichende Schutzwirkung zu erwarten sein wurde, konnte

aufgrund fehlender Daten nicht sicher vorausgesagt werden.

Hé&matoonkologische Patient*innen und Tumorpatient*innen unter Checkpoint-
Inhibitor-Therapie stellen kritische Subpopulationen dar. Fur diese wurde ein friiherer
Impfstart im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung ermdglicht, indem sie im Stufenplan
der Standigen Impfkommission (STIKO) vom Robert-Koch-Institut auf Stufe 3 unter der
Kategorie ,,Personen mit hdmatologischer Krebserkrankung und Krebspatient*innen
ohne Remission* subsummiert und priorisiert wurden. Damit erfolgte eine Gleichstellung
mit Personen zwischen 70 und 74 Jahren, Menschen nach Organtransplantation und
Personen mit anderen chronischen Erkrankungen wie chronisch obstruktiver
Lungenerkrankung oder chronischer Nierenerkrankung, direkt nach Personen > 75Jahren,
Bewohner*innen von Pflege- oder Seniorenheimen und medizinischem Personal auf den
Stufen 1 und 2.” Eine ausreichende Datengrundlage fehlte jedoch zum damaligen
Zeitpunkt, sodass diese Priorisierung ausschlieBlich auf Annahmen fur ein erhohtes
Risiko bezlglich einer COVID-19-Erkrankung beruhte.

In einer systematischen Ubersichtsarbeit von Vijenthira et al. aus dem Jahr 2020 wurden
3377 Patient*innen mit hamatoonkologischer Diagnose weltweit hinsichtlich ihres
Outcomes bei COVID-19-Infektion untersucht. Die Uber alle Einzelstudien gemittelte
Mortalitat ergab 34%, das Risiko fur eine intensivmedizinische Behandlung 21% und fiir
kinstliche Beatmung 17%. Die Mortalitat beziglich der einzelnen hdmatoonkologischen
Entitaten, gemittelt Gber alle in die Analyse eingeschlossenen Publikationen, ergab 41%
flr akute Leukamien (AL), 34% flr myeloproliferative Erkrankungen (MPN), 32% fiir
Lymphome und 31% fiir chronisch lymphatische Leukamien (CLL). 8

Bisherige Forschungsergebnisse beziglich Impfungen bei ha&matoonkologischen
Patient*innen sind heterogen. Viele Studien sind alt, in ihrer Methodik uneinheitlich oder

weisen nur kleine Patientenkohorten auf, 9101112

Impfleitlinien fir Tumorpatienten reichen von ,Empfehlungsgrad A - starke
Empfehlung®, beispielsweise fiir die Influenza-Vakzinierung bei AL, Lymphomen, MPN
oder soliden Tumoren, bis hin zu ,,Grad D - Empfehlung gegen den Einsatz* fiir
Lebendimpfstoffe gegen Masern, Mumps, Roteln, bei allen zuvor genannten
Krankheitsentitdten unter aktiver Chemotherapie.!>®* Des Weiteren gibt es
therapiespezifische Impfempfehlungen von der Deutschen Gesellschaft fir Hadmatologie

und Medizinische Onkologie (DGHO). So sei insbesondere bei monoklonalen Anti-



CD20-Antikorpertherapien mit einer erheblichen Einschrankung der Immunantwort zu
rechnen, sodass Impfungen innerhalb der ersten 6 Monate nach einer solchen Therapie
generell nicht durchgefithrt werden sollten.!*® Eine Datengrundlage bezuiglich der
erstmalig eingesetzten mRNA-Impfstoffe fehlte génzlich. So entstand im Januar 2021 die
Idee fur das Projekt ,Immunantwort auf eine COVID-19-Impfung bei
hamatoonkologischen Patient*innen (ImV-HONQ)“ des Krukenberg Krebszentrums
Halle.

Das Ziel stellte eine umfassende Beurteilung der Immunantwort von
hamatoonkologischen Patient*innen auf humoraler und zellularer Ebene dar, aber auch
das Ermitteln pradiktiver klinischer und/oder laboratorischer Parameter zur Abschétzung
der Immunantwort, sowie die Beurteilung der Dauer des Schutzes. Die ImV-HOnNg-Studie
leistet somit einen wichtigen Beitrag zur Ableitung spezifischer Impfempfehlungen fiir

diese Bevolkerungsgruppe.



1.2 Die COVID-19-Impfkampagne in Deutschland

Mehr als ein Jahr nach Zulassung der ersten Impfstoffe sind Uber 75% der deutschen
Bevolkerung grundimmunisiert, fast 60% erhielten bereits eine oder zwei

Auffrischungsimpfungen. Doch noch immer sind 22% der Bevélkerung nicht geimpft.14

In der Européischen Union zugelassen sind bislang 5 Impfstoffe. Neben den bereits
eingangs erwéhnten und in unserer Studie betrachteten mRNA- und vektorbasierten
Impfungen, ist seit dem 20.12.2021 NV X-CoV2373, ein adjuvantierter Proteinimpfstoff
der Firma Novavax, fir die Grundimmunisierung zugelassen und seit Februar 2022 in
Deutschland verfligbar. Doch die erhoffte Nachfrage blieb aus, die Zahl der Neu- und
Auffrischungsimpfungen stagniert seit Monaten. Ein denkbarer Grund koénnte der
Widerspruch zwischen hoher Impfquote und weiterhin hohen Infektionszahlen sein. Die
bundesweite 7-Tage-Inzidenz fiir Deutschland lag Anfang des Jahres 2022 tiber Wochen
auf Rekordniveau (1734,2 Stand 23. Marz 2022).® Die Zahl der Neu- und
Auffrischungsimpfungen bleibt deutlich hinter der Zahl der Neuinfektionen zurlck,
besonders deutlich zu sehen im Zeitraum der 5. Infektionswelle, dominiert von der
Omikron-Variante (B.1.1.529), von Januar bis Mai 2022. *41° Dass neue Virusvarianten
entstehen, gegen die nur ein begrenzter Impfschutz besteht, ist langst bekannt. Zwar
befinden sich aktuell 149 COVID-19-Impfstoffe in klinischer und 195 in préklinischer
Entwicklung, doch ob ihre Anpassung an die neuen Varianten schnell und effizient genug
erfolgen kann, bleibt fraglich.®

Seit Ende September 2021 empfiehlt die STIKO Personen mit Immundefizienz und seit
Ende Oktober 2021 Personen im Alter > 70Jahren, Bewohner*innen in
Pflegeeinrichtungen und medizinischem Personal eine Auffrischungsimpfung nach
abgeschlossener Grundimmunisierung. Ab November 2021 wurde diese Empfehlung auf
alle Personen > 18Jahre ausgeweitet. Dartiber hinaus wurde der Mindestabstand fir eine
Auffrischungsimpfung von 6 auf 3 Monate verkiirzt.t” Obwohl mit der Omikron-Variante
(B.1.1.529) deutlich hohere Inzidenzen erreicht wurden als mit der vorangegangenen
Delta-Variante (B.1.617.2), kam es zu einem kontinuierlichen Rickgang der
Hospitalisierungsraten. Fir Deutschland konnte eine mittlere Hospitalisierungsrate von
nur noch 0,9% fir B.1.1.529 ermittelt werden, dies entspricht einem Riickgang von 40-
80% im Vergleich zu B.1.617.2.17 B.1.1.529 zeichnet sich durch erhéhte Ubertragbarkeit,
auch unter Geimpften, aus. Im Vergleich zu B.1.617.2 ist B.1.1.529 einer déanischen
Studie zufolge 2,6 - 3,6fach infektioser.!® Signifikanter Impfschutz nach



Grundimmunisierung sei bereits nach wenigen Wochen nicht mehr gegeben und bessere
sich auch nach Auffrischungsimpfung nur moderat, aber nicht langfristig. Aktuelle
Studien zeigen, dass der Impfschutz gegen eine symptomatische B.1.1.529 - Infektion 2
- 4 Wochen nach Auffrischungsimpfung wieder 65-75% erreicht, doch nach nur 15
Wochen bereits wieder auf 25-40% abfallt.!® Im Falle einer Immundefizienz, wie bei
unseren hamatoonkologischen Patient*innen, fallen diese Werte noch schlechter aus.?

Am 02.01.2022 begann deshalb die Kampagne zur 2. Auffrischungsimpfung, aktuell
empfohlen fir alle > 70-J&hrigen, Bewohner*innen von Pflegeeinrichtungen und
Personen mit erhohtem Risiko fur einen schweren Krankheitsverlauf und Menschen mit
Immundefizienz. Die zweite Auffrischungsimpfung wird nicht empfohlen im Falle einer
durchgemachten SARS-CoV-2-Infektion nach erster Auffrischungsimpfung. Sie sollte

nur mit mRNA-Impfstoffen durchgefiihrt werden.!’

Standige Anderungen der Impfempfehlungen und die mittlerweile sehr heterogene
Datenlage erschweren es, den Uberblick zu behalten und selbstbestimmt eine

Entscheidung fiur oder gegen eine (weitere) COVID-19-Impfung zu treffen.

Das Vertrauen der Bevolkerung in die Impfkampagne wurde zudem durch kontroverse
Diskussionen unter Expert*innen und Anderungen in den Zulassungsbeschrankungen
weiter gemindert. Ein bekanntes Beispiel ist der vektorbasierte Impfstoff ChAdOx1-S,
der zu Anfang in allen Altersgruppen uneingeschrankt eingesetzt wurde, bis gehduft in
zeitlichem Zusammenhang mit der Impfung seltene Hirnvenenthrombosen auftraten, teils
mit Todesfolge. Seit dem 01.April 2021 war ChAdOx1-S deshalb nur noch fiir > 60-
Jahrige zugelassen und seit dem 01. Dezember 2021 kam der Impfstoff in Deutschland
gar nicht mehr zum Einsatz.?® Weiterhin wurde eine Haufung von Peri- und
Myokarditiden bei jingeren Menschen, die eine Impfung mit mMRNA-1273 der Firma
Moderna erhalten hatten, beobachtet, sodass die Zulassung von mMRNA-1273 seit dem 18.

November 2021 von der STIKO auf Personen ab 30 Jahren beschrankt wurde. %

Anhand dieser Beispiele wird die enorme Bedeutung klinischer Anwendungsstudien
deutlich, wie sie auch unsere ,, ImV-HOng“-Studie darstellt. Nur durch diese kénnen
seltene und sehr seltene unerwiinschte Wirkungen aufgedeckt, spezielle
Impfempfehlungen, angepasst an die verschiedenen Bevolkerungsgruppen,

ausgesprochen und damit die Sicherheit der Impfungen gewahrleistet werden.



1.3 Ablauf der Immunreaktion bei einer SARS-CoV-2-Infektion und Rolle der

Antikorper und T-Zellen in der Immunabwehr

Der Verlauf einer SARS-CoV-2-Infektion ist individuell, von latenten Verl&ufen bis hin
zu schwerer Pneumonie mit Sepsis und Multiorganversagen. Welche Komponenten des
Immunsystems die Weichen fur den Krankheitsverlauf stellen, wurde intensiv untersucht,

sodass die Immunreaktion auf das neuartige Coronavirus mittlerweile gut bekannt ist.

Unspezifische Immunreaktion

Die Aufnahme des Virus erfolgt Giber den Atemtrakt. Im Lungengewebe angelangt, bindet
es an den Angiotensin-Converting-Enzyme-2 (ACE 2) - Rezeptor, der sich in besonders
hoher Dichte auf den Epithelzellen der Alveolen und auf Alveolarmakrophagen befindet.
Die Dichte der ACE 2-Rezeptoren und die Expression dieses Rezeptors in anderen
Organen scheinen eine entscheidende Rolle fur den Krankheitsverlauf zu spielen. AuRer
in der Lunge gibt es ACE 2-Rezeptoren auch in der Niere, im Darm und in den

Koronararterien.

Nach dem Eintritt in die alveoldren Epithelzellen kommt es (ber Bindung an Major
Histocompatibility Complex 1 - Molekile (MHC-I) zur Prasentation von
Virusbestandteilen auf deren Oberflache. Uber Toll-like-Rezeptoren (TLR) werden
infizierte Zellen vom Immunsystem erkannt. Eine Rolle spielen dabei insbesondere
dendritische Zellen, Neutrophile und Makrophagen. Uber die Bindung an TLRs,
insbesondere an TLR-7 22 kommt es zur Auslosung intrazelluldrer Kaskaden in den
entsprechenden Immunzellen und infolgedessen tber den Transkriptionsfaktor NF-xB
zur Transkription, Translation und Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-6,
IL-1b und TNF-a.24%>2% Diese initiieren die Rekrutierung von Zellen des spezifischen
Immunsystems, wie B-Zellen, T-Zellen und Natiirliche Killer (NK)-Zellen.?"? Zytokine
spielen somit eine entscheidende Rolle bei der Verbindung zwischen unspezifischem und
dem spezifischen Immunsystem (siehe Abbildung 1, S.7 : ,Verbindung zwischen

spezifischem und unspezifischem Immunsystem Uber Zytokine®).
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Abbildung 1: Verbindung zwischen spezifischem und unspezifischem Immunsystem
Uber Zytokine

Erstellt von Sabrina Jotschke am 10.08.2022 mit dem frei zugénglichen Online-
Programm BioRender (https://biorender.com).

Doch neben proinflammatorischen Zytokinen, die in hoher Konzentration tendenziell zu
einem ungunstigen Krankheitsverlauf fihren, spielen in dieser ersten Phase der Infektion
auch antiinflammatorische Zytokine, wie die Typ I-Interferone (Typ-I-IFN), eine
entscheidende Rolle. Hauptaufgabe der Interferone ist es, in einer lokalen Reaktion
benachbarte Zellen vor einer Infektion zu schiitzen. Dazu binden die Interferone an
entsprechende Rezeptoren auf der Oberflache der noch nicht befallenen, umliegenden
Zellen und fiihren Gber den JAK-STAT-Signalweg zur Inaktivierung dieser. Durch
Hemmung von Transkription und Translation kdnnen aufgenommene Viruspartikel sich
nicht replizieren, wodurch die weitere Ausbreitung des Virus eingeddmmt werden
kann.24293931 Eg gibt Hinweise darauf, dass ein Defekt im Bereich von Typ-I-IFN zu
einer unkontrollierten Vermehrung des SARS-CoV-2 und somit zum schweren

Krankheitsverlauf fithren kann,242527.28,29.32.33



Zum anderen konnen Interferone, wie INF-y (Typ I1-INF), neben ihrer lokalen Funktion
auch systemisch wirken und dabei zur Aktivierung von zytotoxischen CD8"-T-Zellen mit

der Folge von exzessiven Lungenschaden fiihren.?*2°

Eine hohe Konzentration bestimmter proinflammatorischer Zytokine scheint mit einer
besonders ungtinstigen Prognose verknlpft zu sein, eindeutige Hinweise dafir existieren
fiir 1L-6, 1L-1b, TNF-0, und IFN-y.2324252621.2829 1| _g stellte sich dabei als stirkster
Pradiktor fiir einen ungiinstigen, multisystemischen Verlauf heraus.?>27:28:29.32343536 |y
verschiedenen Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass Patient*innen mit hoher
Viruslast oft hohe Level der o.g. Zytokine aufweisen.?’” Dem entgegen stehen
antiinflammatorische Botenstoffe, welche die weitere Zytokin-Freisetzung hemmen.
Neben den bereits erwéhnten Typ I-IFN zdhlen dazu IL-7, IL-10 und IL-4.27232 Dje
unkontrollierte und bermé&Rige Freisetzung proinflammatorischer Botenstoffe, auch als
»Zytokinsturm® bezeichnet, fiihrt zu einem immunologischen Ungleichgewicht zwischen
proinflammatorischen und antiinflammatorischen Bestandteilen des Immunsystems und
ist somit stark assoziiert mit schweren Krankheitsverlaufen.22°3137  Dieser
Pathomechanismus ist bereits von Infektionen mit dem Middle East Respiratory
Syndrome-CoV (MERS) und SARS-CoV bekannt.®

Spezifische Immunreaktion

Insbesondere die (ber CD4*-T-Zellen vermittelte Immunantwort spielt im weiteren
Verlauf eine entscheidende Rolle fir das Infektionsgeschehen. Es handelt sich um eine
uberwiegend Uber T-Helferzellen Typ I (TH1) - Zellen vermittelte Immunreaktion mit
vermehrter Freisetzung von IFN-y und IL-2, wéahrend das von TH-Zellen freigesetzte IL-
4 im Verhéltnis vermindert ist (siehe Abbildung 2, S. 9: ,.Zellulare Immunantwort auf

eine SARS-CoV-2-Infektion®).2428,33,34,3538,39,40,41



Zellullare Immunantowrt auf eine SARS-CoV-2-Infektion
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Abbildung 2: Zelluldre Immunantwort auf eine SARS-CoV-2-Infektion
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Toor et al. berichtet von verminderten T-Zell-Zahlen bei COVID-19-Patient*innen mit
schweren Verlaufen.?® Zudem sind die CD4*-T-Zellen im Verhéltnis zu den CD8*-T-

Zellen bei COVID-19-Patient*innen mit schweren Verlaufen haufig vermindert.?8:36:42

Dabei zeigen sich jedoch groRe Unterschiede in den T-Zell-Antworten der Patient*innen,
sodass die Rolle der T-Zell-lmmunantwort weiterhin nicht vollstandig geklart ist.#%42
Einerseits ist sie essentiell fir den Genesungsprozess und den Schutz vor schweren
Verldaufen, andererseits scheinen suboptimale, Uberaktive und verénderte T-Zell-
Reaktionen einen wesentlichen Beitrag zur Exazerbation der Infektion zu leisten.*
Mathew et al. definiert 3 Immuntypen, die mit schweren Krankheitsverldaufen und
Hospitalisierung assoziiert sind, wobei Typ 1 durch robuste CD4*-T-Zell-Antworten bei
gleichzeitig Gberaktiven CD8*-T-Zellen gekennzeichnet sei, Typ 2 zeige eine Schwache
in der CD4*-T-Zell-Aktivierung und Typ 3 zeige Einschrankungen sowohl in der
humoralen, als auch in der zellularen Immunantwort. Diese immunologischen

Konstellationen scheinen sich also ungiinstig auszuwirken. 43



Aufgabe der THsi-Zellen ist die weitere Koordination der Immunreaktion Uber die
freigesetzten Zytokine. Die Stimulation von B-Zellen zur Produktion von 1gG-
Antikdrpern, auch bezeichnet als Isotypenswitch der B-Zellen, wird nur teilweise von
TH:-, Uberwiegend jedoch von THz-Zellen induziert (siehe Abbildung 3, S. 10:
»Humorale Immunantwort auf eine SARS-CoV-2-Infektion®). Die im Folgenden
gebildeten Anti-SARS-CoV-2-1gG-Antikorper dienen der Neutralisation extrazelluldr
vorkommender Viruspartikel und damit einer Verminderung der Virdmie und der
weiteren systemischen Erregerausbreitung.®® Eine wichtige Rolle spielt dabei das B-Zell-
Rezeptor-Repertoire: Je monoklonar dieses aufgebaut ist, desto schwerer gestaltet sich

der Erkrankungsverlauf.*?

Humorale Immunantwort auf eine SARS-CoV-2-Infektion
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Abbildung 3: Humorale Immunantwort auf eine SARS-CoV-2-Infektion
Erstellt von Sabrina Jotschke am 10.08.2022 mit dem frei zuganglichen Online-
Programm BioRender (https://biorender.com).

Unklar ist bislang die Schutzdauer, welche durch die humorale Immunitéat vermittelt
werden kann. Auch mehrere Monate nach einer SARS-CoV-2-Infektion bilden sich im
Falle einer Reinfektion zumeist nur leichte Symptome und geringe Viruslasten bei
Betroffenen aus. Eine Antikorper-unabhdngige Immunitat, am ehesten vermittelt durch
antigenspezifische T-Zellen, scheint dabei naheliegend.**#4*® Frithe Daten von COVID-
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19-genesenen Patient*innen deuten auf eine T-Zell-vermittelte Immunantwort bei nahezu
100% der untersuchten Teilnehmer hin.®4° Escobedo et al. zufolge vermittele die T-Zell-
Antwort sogar den gréReren und langanhaltenderen Schutz gegen COVID-19, verglichen
mit den Antikorpern.?* Tay et al. berichtet von Coronavirus-spezifischen T-Gedéchtnis-
Zellen, die bei Patient*innen nach SARS-CoV-Infektion tber 2 Jahre nach Genesung
nachgewiesen werden konnten, zudem wird die Gefahr eines verstarkten
Infektionsgeschehens mit Organschaden durch nicht-neutralisierende Antikdrper
beschrieben.®® Von einer Gefahr durch Antikdrper spricht auch Shah et al.: Initial
schwache humorale Immunantworten hatten in der Vergangenheit im Falle von SARS-
CoV- und MERS-CoV-Infektionen zu besserer Viruselimination geftihrt, wéhrend starke
Antikdrperantworten eher mit schwereren Krankheitsverldufen assoziiert gewesen
seien.®! Eine weitere Studie aus China beschaftigte sich mit klinischen und
immunologischen Parametern bei asymptomatischen SARS-CoV-2-Infektionen und
untersuchte dafir die Proben von 37 symptomatischen und 37 asymptomatischen
COVID-19-Patient*innen. Das Resultat beztglich der humoralen Immunantwort zeigte,
dass Anti-SARS-CoV-2-1gG-Titer in der Gruppe symptomatischer Patient*innen
signifikant hoher waren.*® Dies verdeutlicht die teilweise Uberschitzte Rolle der
Antikorper in der Immunabwehr von SARS-CoV-2.

Die Rolle der T-Zell-vermittelten Immunantwort untersuchte Tang et al. in einem 6-
Jahres-follow-up SARS-CoV-genesener Patient*innen aus dem Jahr 2011. Hier hatten 21
von 23 Patient*innen keine nachweisbaren anti-SARS-CoV-Antikorper und kein Patient
hatte spezifische B-Gedachtniszellen, wahrend in 14 von 23 (61%) der untersuchten
Patient*innen spezifische T-Gedachtniszellen nachweisbar waren.” Wiahrend die
Antikorpertiter nach (berstandener Infektion kontinuierlich fallen, konnen virus-

spezifische T-Gedachtniszellen demzufolge tiber Jahre persistieren.*

Prognostisch bedeutsam fir den Erkrankungsverlauf ist auch das Verhaltnis von
Neutrophilen zu Lymphozyten. Ein Zytokinsturm kann begtinstigt werden durch eine
hohe Zahl an Neutrophilen bei gleichzeitig vorliegender Lymphopenie.?®2"
28,34,3536394042 Djeses Phanomen ist von verschiedenen respiratorischen Virusinfekten
bereits bekannt, so kommen Lymphopenien auch bei Infektionen mit Influenza A H3N2,
dem humanen Rhinovirus oder dem Respiratory Synctial Virus vor, allerdings
regenerieren sich die Lymphozyten hier zumeist innerhalb weniger Tage. Die COVID-
19-assoziierte Lymphopenie hingegen persistiert (ber einen deutlich l&ngeren
Zeitraum.*®*3 Neu ist zudem, dass der Mangel an Lymphozyten selektiv die T-Zell-Linien
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zu betreffen scheint, dabei wurde insbesondere ein Mangel an multifunktionalen CD4"-
T-Zellen in verschiedenen Untersuchungen festgestellt.242728.29.37.4042 ym dies zu
quantifizieren, kann auch das sog. Neutrophilen-T-Lymphozyten-Ratio (NTR) bestimmt
werden, welches nach Kuri-Cervantes et al. bei schwer erkrankten COVID-19-
Patient*innen um ein Vielfaches hoher ausfiele, als bei Patient*innen mit milden

Verlaufen.*?

Interessanterweise ist eine negative Korrelation zwischen TNF-a- und IL-6-Levels und
T-Zell-Zahlen in der Literatur beschrieben.?®3* Dies legt eine Beeinflussung der T-Zell-
Zahlen durch die genannten Zytokine nahe.3* Nach Wang et al. wiirden CD4*- und CD8*-
T-Zellzahlen zwischen dem 4. und 6. Erkrankungstag ihren Tiefpunkt erreichen, wahrend

die Zytokine in dieser Zeit auf dem héchsten Level seien.?®

Fur den Funktionsverlust von T-Zellen gibt es aber auch noch weitere Theorien. So wird
auch die vermehrte Expression inhibitorischer Rezeptoren, wie PD-1, auf der Oberflache
von T-Zellen diskutiert, ebenfalls vermittelt Gber die Zytokine 1L-6, IL-10 und TNF-
028313445 Dies ware eine mogliche Erklarung fur die guten Ergebnisse in den
Immunantworten der Patient*innen mit soliden Tumoren unter Checkpoint-Inhibitor-
Therapie, die wir in unserer ImV-HONg-Studie ermitteln konnten, denn bei dieser

Therapieform wird der genannte T-Zell-supprimierende Mechanismus ausgeschaltet.
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1.4 Immunreaktion bei Patient*innen mit hamatoonkologischer Erkrankung

Sowohl die hdmatoonkologische Erkrankung und damit die betroffene(n) Zelllinie(n), als
auch die Art und Dauer der aktiven systemischen onkologischen Therapie, nehmen
mafRgeblich Einfluss auf das Immunsystem. Auch das oftmals hohe Alter der
Patient*innen beeinflusst die Fahigkeit zur Generierung einer effizienten Immunantwort

auf Impfungen.

Chemotherapien, Radiotherapien oder Infektionen verursachen Stress fur die
hamatopoetischen Stammzellen, die sich infolgedessen in ihrer Anzahl vermindern und
ihre Fahigkeit zur adaquaten Regeneration verlieren. Bei den Zellen der unspezifischen
Immunabwehr (v.a. Neutrophile, NK-Zellen, Monozyten) kommt es relativ schnell zur
Regeneration nach akuten Stressereignissen, waéhrend insbesondere die T-Zellen als
Bestandteil des spezifischen Immunsystems viel mehr Zeit benétigen, um quantitativ und
qualitativ wieder das Ausgangsniveau zu erreichen. Diese gestorte T-Zell-Regeneration
steht maRgeblich in Zusammenhang mit opportunistischen Infektionen.>*#8 Wie bereits
im Abschnitt 1.3 beschrieben, fiihrt eine Lymphopenie, verursacht durch
proinflammatorische Zytokine, und insbesondere die Verminderung von CD4*-T-Zellen,
zu schweren Verlaufen von SARS-CoV-2-Infektionen,2427:28.:29:37.48

Die Regeneration des B-Zell-Kompartimentes wird negativ beeinflusst durch
immunsuppressive  Therapien, Graft-versus-host disease (GvHD) und B-Zell-
depletierende Therapien, dazu gehoéren monoklonale Anti-CD20-Antikdérper, wie
Rituximab. Nach allogener Stammzelltransplantation kann es bis zu 2 Jahre dauern, bis
sich die B-Zellen vollstandig erholt haben. Fir die Produktion von Antikdérpern ist zudem
immer ein Zusammenwirken mit CD4*-T-Zellen erforderlich. Sind diese in ihrer Zahl
vermindert oder in ihrer Funktion eingeschrénkt, kommt es ebenfalls zur Einschrankung
der humoralen Immunantwort. Analog zu den T-Zellen ist auch bei den B-Zellen eine

Verminderung in der zellularen Reserve mit zunehmendem Alter zu verzeichnen.3048

Zusammenfassend ist bei hamatoonkologischen Diagnosen insbesondere die spezifische
Immunabwehr mit den B- und T-Zell-Linien betroffen. Die Verminderung peripherer,
insbesondere CD4-postiver T-Zellen, ist im Allgemeinen der Hauptgrund fur die

Immundefizienz von Krebspatient*innen.*®

Infolge der 0.g. das Immunsystem betreffenden Pathomechanismen sind respiratorische
Virusinfekte hdufige Grinde fur die erhohte Morbiditdt und Mortalitat
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hamatoonkologischer Patient*innen. In einer Ubersichtsarbeit zu respiratorischen
Virusinfekten bei Stammzelltransplantierten und hamatoonkologischen Patient*innen
wurden hohes Alter, Lymphopenie, zytoreduktive Therapien oder GvHD als
Risikofaktoren fur Infekte der unteren Atemwege (Pneumonien) genannt, welche mit
hoher Mortalitat assoziiert sind. Virale respiratorische Infekte sind sehr haufig. Mit
groRer Bandbreite angegeben sind die jeweils virusspezifischen Risiken fir eine
Progression von einem harmlosen Infekt der oberen zu einem komplizierten Infekt der
unteren Atemwege und die jeweilige Mortalitat. Flr das Influenzavirus beispielsweise
wurde eine Mortalitat von bis zu 28%, fur das Adenovirus sogar bis zu 73% angegeben,
was deutlich tiber der Mortalitat im Falle einer Ansteckung mit dem entsprechenden Virus

durch Immunkompetente liegt. 4°

Wenige Studien beleuchten die impfinduzierte Immunantwort hamatoonkologischer
Patient*innen. Es ergeben sich grofle Schwierigkeiten bei der Interpretation der
publizierten Daten durch Verwendung verschiedener Untersuchungsmethoden und

Endpunkte, sowie unterschiedlicher Definitionen beztglich positiver Immunantworten.

In einer systematischen Ubersichtsarbeit von La Torre et al. zu Influenza- und
Pneumokokkenimpfungen bei hamatoonkologischen Patient*innen wird von einer
deutlich reduzierten Mortalitat im Falle einer Influenza-Infektion bei geimpften vs. nicht
geimpften Patient*innen (0% vs. 27%) berichtet, wobei die hierfur zitierte Studie eine
Kohorte von lediglich 47 hamatoonkologischen und 18 Patient*innen mit soliden
Tumoren umfasste.®® Eine weitere in dieser Ubersichtsarbeit aufgefiihrte Studie von
Llupia et al. zur Pneumokokkenimpfung bei splenektomierten Patient*innen ermittelte
Ansprechraten von 70%, unabhéngig vom Grund der Splenektomie (hd&matoonkologische
Diagnose vs. nicht-maligne hamatologische Erkrankung).* Eine weitere hier zitierte,
altere Studie von Braconier et al. zur Pneumokokken-Impfung konnte lediglich bei
Hodgkin-Patient*innen eine eingeschrankte Immunantwort feststellen, nicht aber bei
anderen hamatoonkologischen Diagnosen, wahrend Robertson et al. eine eingeschrankte
humorale Immunantwort fir Patient*innen mit Multiplem Myelom (MM) nachwies.>*3
Zusammenfassend wurde jedoch eine Empfehlung fur beide Impfungen und fur alle

hamatoonkologischen Diagnosen bzw. Therapien ausgesprochen. °

Eine weitere Studie zur Influenza-Impfung beschreibt eine deutlich eingeschrénkte
Serokonversion beziglich aller im trivalenten Impfstoff verwendeten Virusvarianten bei

hamatoonkologischen Patient*innen im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Trotzdem
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senke die Influenza-Impfung die Mortalitat laut dieser Studie erheblich. Entscheidend sei
dabei vor allem der Zeitpunkt der Impfung, wobei dieser mindestens 2 Wochen vor

Beginn der Chemotherapie liegen sollte.>

Ljungman et al. untersuchte in einer kleinen Kohorte 70 hamatoonkologische
Patient*innen mit Lymphom, Myelodysplastischem Syndrom (MDS), AL, MM oder
MPN, dahingehend, ob eine zweite Dosis Influenza-Vakzin zu einer Verbesserung der
humoralen Immunantwort flihre, was im Fazit klar negiert wurde. Hierbei zu beachten
sind die Kleine, sehr heterogene Studienpopulation und die Definition einer positiven
Impfreaktion, fir die Ljungman einen Anstieg des Titers um mindestens das 4fache
voraussetzte.!! Trotzdem konnte dieses Ergebnis auch in anderen Studien und fiir andere
Impfungen, beispielsweise fir die Pneumokokken-Impfung, bestatigt werden.%
Dennoch empfiehlt die DGHO in ihren Leitlinien zur Impfung bei Tumorpatient*innen
die 2. Influenza-Impfung fir akute lymphatische Leukdmie (ALL)-, Lymphom-, MM-
und MPN-Patient*innen, verweist dabei aber auf die schwache Evidenz dieser

Empfehlung.?

Vijenthira et al. untersuchte in einer systematischen Ubersichtsarbeit und Metaanalyse
die Immunantwort auf verschiedene Impfungen bei insgesamt 905 Patient*innen unter
Anti-CD20-Therapie. Patient*innen unter aktiver Therapie (vor < 3 Monate beendet)
zeigten stark verminderte Serokonversionsraten fur alle untersuchten Impfungen
(Influenza, Diphterie, Pertussis, Tetanus, Haemophilus influenzae B, Hepaitis B und A,
Polio und Pneumokokken) mit Serokonversionsraten zwischen 0 und 25%. Patient*innen
mit lymphoproliferativer Erkrankung ohne Anti-CD20-Therapie zeigten dagegen
deutlich hohere Serokonversionsraten, teilweise bis zu 80%. Eindeutige Aussagen zur

zellularen Immunantwort konnten hingegen nicht getroffen werden. >

CLL- und Patient*innen mit Lymphoplasmozytischem Lymphom (M. Waldenstrom)
unter Bruton-Tyrosinkinase-Inhibitor (BTKi)-Therapie wurden in einer Studie nach Zent
et al. auf ihre Immunantwort nach zweifacher Impfung mit rekombinantem Varizella-
Zoster-Glykoprotein-E (VZgE)-Impfstoff hin untersucht. Auch unter dieser Therapie
kam es zu Einschrankungen der humoralen Immunantwort: Nur 24 von 32 Patient*innen
erreichten positive Titer. Die Halfte der 8 seronegativen Patient*innen hatte trotzdem eine
nachweisbare zelluldare Immunantwort mit VZgE-spezifischen CD4*-T-Zellen, was
erneut die Rolle der T-Zellen in der Immunreaktion verdeutlicht. Ein weiteres Resultat
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der genannten Studie war die signifikante Assoziation zwischen Dauer der BTKi-
Therapie und niedrigen VVZ-spezifischen IgG-Titern.>®

Ein anderes Fazit wurde in einer Studie nach Pleyer et al. gezogen, in der die
Immunantwort auf rekombinante Hepatitis B- und Varizella Zoster-Impfungen von CLL-
Patient*innen ohne Therapie mit der von CLL-Patient*innen unter BTKi verglichen
wurde. Eine deutlich eingeschrankte Serokonversion bei Patient*innen unter BTKi
konnte hier nur fur die Hepatitis-B-Impfung gezeigt werden. Hier wurde nur ein Patient
seropositiv, wéahrend in der Kontrollgruppe ohne Behandlung immerhin 9 Patient*innen
(28,1%) positive Titer erreichten. Fur die Varizella-Zoster-Impfung konnte dagegen kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen festgestellt werden, ganz im

Gegensatz zu den Resultaten der zuvor genannten Studie.®’

Ganz anders verhalt es sich bei den Patient*innen mit soliden Tumoren unter Checkpoint-
Inhibitor-Therapie. In einer Studie von Bersanelli et al. zeigten diese ausgezeichnete
Serokonversionsraten auf die Influenza-Impfung, die nicht nur besser waren als die
anderer Krebspatient*innen, sondern teilweise auch besser als die von gesunden
Kontrollen. Zuriickzufuhren ist dies auf die Aktivierung von unter normalen
Bedingungen uber Programmed cell death ligand (PD-L1) gehemmten T-Zellen.
Umgekehrt beobachtete man aber auch das paradoxe immunologische Phdnomen, dass
trotz besserer Immunantworten auf die Impfungen mehr Influenza-Infektionen unter den
geimpften Immun-Checkpoint-Inhibitor-Therapie (ICI) -Patient*innen auftraten, wohl
verursacht ~ durch  verminderte  T-Zell-Regulation,  vermehrte  Sekretion

proinflammatorischer Zytokine und Hyperinflammation.%®

Zusammenfassend ist bei hamatoonkologischen Patient*innen und Patient*innen unter
soliden Tumoren mit Einschrdnkungen der Immunantwort zu rechnen. Trotzdem oder
gerade deswegen sind Impfungen fir diese Menschen von enormer Bedeutung, um
zumindest schwere oder todliche Krankheitsverlaufe zu reduzieren, wenngleich dies nicht
bei allen Patient*innen gelingt. Mdgliche Strategien zur Verbesserung der Immunantwort
sind Auffrischungsimpfungen, die Verwendung hoher dosierter Impfdosen oder der
Zusatz von Adjuvantien, wozu die Datenlage jedoch teilweise widersprichlich
ist.%11.125455 Ejnzelne Therapien mussen besonders in den Fokus genommen werden, dazu
zéhlen die B-Zell-depletierenden Therapien, allogene Stammzelltransplantation und ICI.
Ob und wie diese Aussagen sich in unserer Studie widerspiegeln, soll im Folgenden

beleuchtet werden.
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1.5 Vorstellung der ImV-HONg-Studie (DRKS00027372)

Studiendesign

ImV-HONg ist eine prospektive, multizentrische Studie unter dem Dach der Ostdeutschen
Studiengruppe fir Hamatologie und Onkologie (OSHO). Neben der Studienzentrale, dem
Krukenberg Krebszentrum Halle, waren 6 weitere Zentren aus Sachsen und Sachsen-
Anhalt  vertreten, so das Carl-von-Basedow-Klinikum  Merseburg, die
Gemeinschaftspraxis Dr. med. Gabriele Prange-Krex und Dr.med. Johannes Mohm aus
Dresden, die Internistisch-onkologische Praxis Dr. med. Bettina Peuser aus Leipzig, das
MVZ mit Schwerpunkt Hamatologie und Onkologie (Dr. med. Maik Schwarz) aus
Schoneck, die hdmatologisch-onkologische Gemeinschaftspraxis Dr. med. Claudia
Spohn und Dr. med. Regina Moeller aus Halle (Saale) und die Gemeinschaftspraxis fur
Hé&matologie, Onkologie und Gastroenterologie (Dr. med. Timo Behlendorf) aus Halle
(Saale).

Die Studie wurde von den Ethikkommissionen der L&nder Sachsen-Anhalt und Sachsen,
sowie des Universitatsklinikums Halle begutachtet und bewilligt. Zudem erfolgte eine
Registrierung im Paul-Ehrlich-Institut (NIS 584) und im Deutschen Register Klinischer
Studien (DRKS00027372). Finanzielle Unterstitzung erhielt das Projekt von der
Deutschen Leuk&mie- und Lymphomstiftung.

Endpunkte

Primérer Endpunkt der Studie stellte die Ermittlung der humoralen Immunantwort bei
Patient*innen mit hdmatoonkologischer Erkrankung am Tag 35 (+/- 7) nach erster
COVID-19-Impfung im Vergleich zu einer Referenzkohorte, bestehend aus

Proband*innen ohne Tumorerkrankung, dar.

Zudem wurden zahlreiche sekundére Endpunkte betrachtet. IgG-Antikorper-Titer gegen
das SARS-CoV-2-spike-Protein wurden zuséatzlich vor Impfung und am Tag 120 (+/-14
Tage) nach 1. Impfung bestimmt, um zum einen eine latente SARS-CoV-2-Infektion vor
Impfung als Einflussfaktor auf die humorale Immunantwort zu ermitteln, und zum
anderen um die Persistenz der SARS-CoV-2-spezifischen 1gGs Uber eine Dauer von 4
Monaten zu untersuchen. Zusatzlich lieBen wir COVID-19-spezifische T-Zellen
(CovCD4" und CovCD8") als Ausdruck der zelluldaren Immunantwort zum Tag 120
(+/14) nach 1. Impfung bestimmen, um eine umfassendere Beurteilung der

Immunreaktion vornehmen und gleichzeitig mogliche Korrelationen zwischen humoraler
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und zelluldrer Ebene ermitteln zu konnen. Daruber hinaus nahmen wir
subgruppenspezifische Analysen der Immunantwort vor, unterteilt nach Krankheitsentitat
und Therapie.

Ein- und Ausschlusskriterien

Zwischen Mérz und Dezember 2021 wurden 398 Studienteilnehmer eingeschlossen,
darunter 262 Patient*innen (n=135 mit myeloischer, n=108 mit lymphatischer und n=19
Patient*innen unter PD-L1-Inhibior-Therapie). Zu den myeloischen Erkrankungen
wurden die akute myeloische Leukdamie, MDS und MPN gezahlt. In die Gruppe der
lymphatischen Gruppe zahlten Lymphome (Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) oder
Hodgkin-Lymphom (HL)), CLL und das MM. Zudem wurden 136 Proband*innen ohne
Tumorerkrankung eingeschlossen, welche die Kontrollgruppe darstellten. Zu weiteren

Einschluss- und Ausschlusskriterien siehe Tabelle 1.

Tabelle 1: Ein- und Ausschlusskriterien fiir Patienten und Probanden

Patienten Kontrollen
Einschlusskriterien Alter = 18 Jahre Alter = 18 Jahre
Eine der folgenden Diagnosen zutreffend: | Keine aktive Krebserkrankung in den
Myeloische Erkrankung letzten 5 Jahren
Lymphatische Erkrankung
Solide Tumoren unter PD-L1-
Inhibition
Ausschlusskriterien Kontraindikationen gegen emne SARS- Kontraindikationen gegen eine SARS-
CoV-2-Impfung CoV-2-Impfung
Fehlende Emnwilligung Fehlende Einwilligung
Eine der o.g Diagnosen mit Krebserkrankung in den letzten 5 Jahren
Remissionsdaver = 5 Jahre
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Methodik

GemaR der Deklaration von Helsinki gaben alle Teilnehmenden schriftlich ihr
Einverstandnis. In standardisierten Fragebdgen wurden Alter, Geschlecht, bekannte
SARS-CoV-2-Infektion in  der  Vergangenheit,  Begleiterkrankungen  und
Begleitmedikation eines jeden Teilnehmers, sowie Daten zu den COVID-19-Impfungen
erfasst. Krankheitsspezifische Daten der Patient*innen wurden aus den jeweiligen

Krankenakten entnommen.

Von jedem Teilnehmer wurde zu 3 Zeitpunkten (vor Impfung, d35 und d120 nach der 1.
Impfung) jeweils 10ml Blut entnommen. Zu allen genannten Zeitpunkten erfolgte die
Bestimmung der humoralen Immunantwort. Die zelluldre Immunreaktion wurde einmalig

zum d120 bestimmt.

Zur Bestimmung der humoralen Immunantwort wurden die IgG-Antikorper-Titer gegen
das SARS-CoV2-spike-Protein mittels Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 Assay der Firma
Roche im Zentrallabor des Universitatsklinikums Halle ermittelt. Dazu erfolgte die
Messung der Receptor-binding domain (RBD) der IgG Antikdrpertiter mittels S1 Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

Zur Beurteilung der zellularen Immunantwort erfolgte die Bestimmung der triple-
positiven (TNFa*, IFNy*, 1l-2*) COVID-19-spezifischen T-Zellen (CovCD4* und
CovCD8") aus der Blutprobe zum Zeitpunkt d120 (+/-14) nach 1. Impfung via

Durchflusszytometrie im Zentrallabor der Universitatsmedizin Rostock.

Daneben wurde der Immunstatus der Patient*innen, sofern er maximal 3 Monate vor
Erstimpfung bestimmt worden war, in die Betrachtung aufgenommen. Daraus ermittelt
wurden u.a. die absoluten und relativen Zahlen der B-Zellen, sowie der CD4*-T-
Helferzellen und der CD8* zytotoxischen T-Zellen.

Zur detaillierten Betrachtung des Ablaufes der ImV-HOnNg-Studie sei auf Abbildung 4, S.

20: ,,Flieschema zum Ablauf der ImV-HOnNg-Studie®, verwiesen.
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Datenerhebung
via CRF

~

Bestimmung der Anti-SARS-
CoV-2-1gG via Roche
Elecsys® Anti-SARS-CoV-2
Assay im Zentrallabor des
Universitatsklinikums Halle

Bestimmung der Anti-SARS-
CoV-2-1gG via Roche
Elecsys® Anti-SARS-CoV-2
Assay im Zentrallabor des

Universitatsklinikums Halle

; Bestimmung der Anti-SARS-

Bestimmung CovCD4+ und CoV-2-1gG via Roche
CovCD8+ via Elecsys® Anti-SARS-CoV-2

Assay im Zentrallabor des
Universitatsklinikums Halle

Durchflusszytometrie-Verfahren

Abbildung 4: Flie}schema zum Ablauf der ImVV-HOng-Studie
Erstellt von Sabrina Jotschke am 16.08.2022 mit PowerPoint.

Patientencharakteristika

Insgesamt eingeschlossen wurden 398 Studienteilnehmer, davon erhielten nur 385
tatsachlich eine Impfung und konnten somit in die Auswertung einbezogen werden
(Patienten n=252 und Kontrollen n=133). Die Patient*innen hatten ein héheres medianes
Alter als die Kontrollen (62 vs. 54 Jahre).

Die groRte Patientengruppe war die der myeloisch Erkrankten (n=131), gefolgt von der
Gruppe lymphatisch Erkrankter (n=108). Die kleinste Subgruppe wurde durch die
Patient*innen mit soliden Tumoren unter Checkpoint-Inhibitor-Therapie reprasentiert
(n=17). Zur Verteilung der Krankheitsentitaten, der spezifischen onkologischen
Therapien innerhalb der Patientengruppen, stattgehabten COVID-19-Infektionen vor
Impfung und impfkorrelierten Faktoren siehe , Table 2: Baseline characteristics of
vaccinated study population“ nach Jotschke et al. (Publikationsteil, Publikation 1).
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2. Diskussion

2.1 Humorale Immunantwort unter COVID-19-Impfung bei hdmatoonkologischen

Patient*innen

Die Ergebnisse der ImV-HONg-Studie zeigten Uber die Beobachtungszeit konstante oder
sogar verbesserte Serokonversionsraten und mediane Anti-spike-1gG-Titer in allen
untersuchten Kohorten. Erwartungsgemal konnten fir die Kontrollgruppe hohere
Serokonversionsraten an d35 im Vergleich zur Patientengruppe ermittelt werden (98%
vs. 68%, p < 0.001). Allerdings kam es (ber alle Patientenkohorten hinweg zu einer
deutlichen Steigerung der Serokonversionsraten an d120 (fur Patient*innen unter PD-L1-
Therapie von 81% auf 100%, myeloische Patient*innen von 82% auf 97% und
lymphatische Patient*innen von 48% auf 66%). Die myeloischen und Patient*innen unter
PD-L1-Therapie erzielten damit an d120 vergleichbar gute Serokonversionsraten wie die
Kontrollgruppe. Obwohl sie die Kohorte mit dem schlechtesten Ergebnis beziglich der
humoralen Immunantwort darstellten, zeigten auch die lymphatisch Erkrankten
uberraschenderweise eine deutliche Verbesserung von d35 zu d120, sodass auch fur diese
Kohorte zeitlich stabile und sogar steigende humorale Immunitéat nachgewiesen werden
konnte. Die schlechteren Resultate dieser Kohorte sind dabei vor allem auf die
lymphatischen Patient*innen unter B-Zell-depletierenden Therapien zurlickzufiihren, die
an d35 eine Serokonversionsrate von nur 13% aufwiesen und damit das Gesamtergebnis
der Kohorte malgeblich negativ beeinflussten. Im Gegensatz zum (Ublicherweise
beobachteten Anstieg der 1gG-Titer von d35 zu d120, erzielte zudem kein/e einzige/r
Patient*in unter B-Zell-depletierender Therapie positive Anti-SARS-CoV-2-1gG-Titer an
d120. Diese Ergebnisse waren unabhangig vom Impfintervall und dem verwendeten
Impfstoff, sodass impfkorrelierte Faktoren keinen Einfluss auf die humorale

Immunantworten zu haben schienen.

Weltweit wurde die humorale Immunantwort auf die COVID-19-Impfstoffe bei
h&matoonkologischen Patient*innen in verschiedenen Studien untersucht. Die hierbeli
erzielten Ergebnisse sollen im Folgenden vergleichend zu unseren Ergebnissen der ImV-

HOnNg-Studie betrachtet werden.

Die humorale Immunantwort auf die COVID-19-Impfstoffe bei Krebspatient*innen im
Allgemeinen wurde einer Studie von Addeo et al. untersucht. Hierbei wurden die Anti-
SARS-CoV-2-Antikorpertiter bei 131 Krebspatient*innen nach Erstimpfung und ein
zweites Mal 22 bis 24 Tage nach Zweitimpfung gemessen. Neben soliden Tumoren
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befanden sich 25 Patient*innen mit h&matoonkologischer Erkrankung unter den
Teilnehmern. Wéhrend die mittlere Serokonversionsrate aller Patient*innen bei 94% lag,
war sie mit nur 77% bei den hamatoonkologisch Erkrankten signifikant niedriger, was
die Notwendigkeit weiterfihrender Untersuchungen der Immunantwort von

hamatoonkologischen Patient*innen verdeutlicht.>®

Die auch in unserer ImV-HOng-Studie ermittelte Einschrankung der humoralen
Immunantwort bei hdmatoonkologischen Patient*innen wurde unter anderem in einer
Studie nach Diefenbach et al. mit 53 NHL-, HL- und CLL-Patient*innen nachgewiesen.
Am starksten eingeschrénkt schien auch hier die Immunantwort bei Patient*innen unter
Anti-CD20-Antikdrpertherapie zu sein. Wie in der ImV-HONg-Studie erzielten in dieser
Studie nur 13% der Patient*innen neutralisierende Antikorper. Zu beméngeln ist die

fehlende gesunde Referenzkohorte und die kleine Stichprobenzahl.

Herishanu et al. untersuchte 167 CLL-Patient*innen im Vergleich zu 52 gesunden
Kontrollsubjekten hinsichtlich ihrer humoralen Immunreaktion 2 bis 3 Wochen nach
zweiter Impfdosis. Auch bei dieser Untersuchung zeigten sich signifikant geringere
Serokonversionsraten als bei den gesunden Kontrollen und besonders geringe
Ansprechraten bei Patient*innen unter Anti-CD20-Antikdrper-Therapien, was sich

erneut mit unseren Beobachtungen deckt.®*

Untersuchungen nach Parry et al. mit 299 CLL-Patient*innen und 93 gesunden
Kontrollen fiihrten zu &hnlichen Ergebnissen, wobei hier, wie in der ImV-HONg-Studie,
neben dem BNT162b2-Impfstoff auch Impfungen mit ChAdOx1 bericksichtigt

wurden.%?

Ebenfalls deutlich erniedrigte 1gG-Titer bei Patient*innen im Vergleich zu Kontrollen
wurden in einer Studie von Maneikis et al. gefunden, wobei hier eine groRe Kohorte von
857 h&matoonkologischen Patient*innen, darunter MDS-, CLL, MM-, NHL-, MPN- und
HL-Erkrankte, untersucht wurde, indem Anti-S1-1gG-Titer am Tag der Zweitimpfung mit
BNT162b2 und 7 - 21 Tage danach im Vergleich zu Titern 68 gesunder Kontrollen
bestimmt wurden. Es zeigte sich zudem eine deutlich heterogene humorale
Immunantwort unter den h&matoonkologisch Erkrankten aufgrund der Vielfalt an
Krankheitsentitaten. Zu dieser wichtigen Erkenntnis waren wir auch in der ImV-HOnNg-

Studie gelangt.®®
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2.2 Zelluldare Immunantwort unter COVID-19-Impfung bei hdmatoonkologischen

Patient*innen

Beziglich der zellularen Immunantwort konnten in unserer ImV-HOng-Studie
weitgehend unabhédngig von der Serokonversion gebildete COVID-19-spezifische
IL2*INFy*TNFa*- CD4*/CD8*-T-Zellen (CovCD4* und CovCD8") in allen untersuchten
Kohorten gefunden werden. Hervorzuheben ist dabei die Kohorte der lymphatischen
Patient*innen, die bei der humoralen Immunantwort zwar die schlechtesten Ergebnisse
erzielt hatten, sich bezuglich der zellularen Immunantwort jedoch vergleichbar gut wie
die Kontrollgruppe préasentierten. 71% der lymphatischen Patient*innen erzielten
CovCD4" und 31% CovCDS8*, im Vergleich zu 74% CovCD4" und 42% CovCD8* bei
den Kontrollen. Erwahnenswert ist zudem, dass ein betréchtlicher Teil der lymphatisch
Erkrankten ohne nachweisbare Anti-SARS-CoV-2-Antikérper an d120 trotzdem
zelluldre Immunantworten aufwies. Auffallend ist, dass sich die CD4*-T-Zellen tber alle
Kohorten hinweg zahlenmalig tberlegen gegeniiber den CD8*-T-Zellen zeigten. Dies
kann als Indiz fiir die wichtige Rolle der COVID-19-spezifischen T-Helferzellen in der
Immunabwehr gegen SARS-CoV-2 gewertet werden.

Die Entwicklung einer zellularen Immunitat auf eine COVID-19-Impfung bei
hamatoonkologischen Patient*innen wurde neben der ImV-HONg-Studie in einer bisher
uberschaubaren Anzahl von weiteren Studien untersucht. Die Ergebnisse dieser Projekte

sollen im Folgenden vergleichend zu unseren beleuchtet werden.

Nach Kwok et al. weist eine Reihe von COVID-19-genesenen Patient*innen keine
neutralisierenden Anti-SARS-CoV-2-Antikorper auf, bei der Mehrzahl sind jedoch
CD4*- und/oder CD8"-T-Gedéachtniszellen nachweisbar. Dies verdeutlicht die wichtige
Rolle der zellulér vermittelten Immunitat. Die COVID-19-Impfungen sollten demzufolge
nicht ausschliellich auf Grundlage des Antikorpertiters, sondern immer unter
Berlcksichtigung der T-Zell-Antwort hinsichtlich ihrer Effektivitat beurteilt werden.
Hamatoonkologischen Patient*innen wird dabei eine besondere Rolle zugesprochen.

14 h&matoonkologische Patient*innen mit NHL, CLL, Morbus Waldenstrom und ALL,
welche nach COVID-19-Impfung seronegativ geblieben waren, wurden in einer Studie
nach Albichr et al. hinsichtlich ihrer zellularen Immunitat untersucht. 9 dieser 14
Patient*innen hatten nachweisbare zelluldre Immunantworten, sodass hier die
Schlussfolgerung gezogen wurde, dass es keine Korrelation zwischen zelluldrer und

humoraler Immunantwort gibt und ein betrachtlicher Anteil seronegativer Patient*innen
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trotzdem eine Immunitat gegen COVID-19 auf zellulérer Ebene entwickeln kann. Alle
14 Patient*innen waren unter Therapie mit dem BTKi Ibrutinib und/oder unter Anti-
CD20-Antikorpertherapie, z.B. mit Rituximab. Obwohl die Antikérperantworten
signifikant geringer waren als bei den gesunden Kontrollen, so zeigten sich die zellularen
Immunantworten in ihrer Intensitét etwa vergleichbar. Trotz der kleinen Kohorte decken

sich die Erkenntnisse dieser Studie gut mit den von uns gemachten Beobachtungen.®®

Malard et al. berichtet lber eine Studie mit 239 hdmatoonkologischen Patient*innen,
darunter 136 lymphatisch und 59 myeloisch Erkrankte, in der nach BNT162b2-Impfung
neben der humoralen auch die T-Zell-Antwort am Tag 42 nach Zweitimpfung untersucht
wurde. Mit den Ergebnissen der ImV-HONg-Studie Gbereinstimmend ist die ermittelte
Steigerung der T-Zell-Aktivitditen nach Impfung, die auch bei einem Teil der
Patient*innen ohne schutzenden 1gG-Titer nachgewiesen wurde. Abweichend ist dagegen
das hier formulierte Resultat, dass nur in 66% aller Patient*innen humorale und/oder
zelluldre Immunantworten nachgewiesen werden konnten. Zudem wird Uber eine
eindeutige Korrelation zwischen Anti-S-IgG-Titer an Tag 42 und der T-Zell-Antwort
berichtet, die wir nicht finden konnten. Eine mdgliche Erklarung fur die schlechteren
Resultate in der humoralen Immunantwort dieser Studie liegt im hier definierten Cut-off-
Wert von > 3100 U/ml fir einen ausreichend hohen IgG-Titer, wahrend in der ImV-
HONg-Studie ein Cut-off-Wert fiir positive IgG-Titer von > 0.8 U/ml Anwendung fand.
Grinde fur die Unterschiede in den Ergebnissen zur zelluldaren Immunantwort kénnten in
den unterschiedlichen Analysezeitpunkten (d42 nach Zweitimpfung vs. d120 nach

Erstimpfung) liegen. %

270 hamatoonkologische Patient*innen wurden in einer Studie nach Jiménez et al. einen
Monat nach zweiter mMRNA-1273-Impfung hinsichtlich ihrer humoralen und zelluldren
Immunantwort untersucht, dabei zeigten 76,3% eine humorale und 79% der Patient*innen
eine zelluldre Immunantwort. Eine deutlich beeintréchtigte Serokonversionsrate zeigte
sich wieder bei Lymphom-Patient*innen unter Anti-CD20-Therapie. Die zelluldre
Immunreaktion schien durch diese Therapieform jedoch unbeeinflusst zu bleiben, denn
bei 71% dieser Patient*innen war trotzdem eine zellulare Immunantwort nachweisbar.
Somit zeigte sich fir Patient*innen unter Anti-CD20-Therapie die grofite Dissoziation
zwischen humoraler und zelluldrer Immunitat. Dies entspricht den Erkenntnissen
bezuglich Lymphom-Patient*innen unter Anti-CD20-Therapie, die wir auch in der ImV-

HONg-Studie mit unseren Untersuchungen erzielt haben.®’
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Eine Kohorte ausschlieRlich bestehend aus Lymphom-Patient*innen unter Anti-CD20-
Antikorpertherapie wurde in einer Studie nach Liebers et al. untersucht. Bezuglich der
Serokonversionsrate wurden &hnliche Ergebnisse erzielt, wie in der Kohorte der
lymphatisch erkrankten Patient*innen der ImV-HOnNg-Studie an d35 (41% vs. 48%). Der
Nachweis von COVID-19-spezifischen T-Zellen lag etwas unter dem Wert der ImV-
HOnNg-Studie fir lymphatisch Erkrankte (58% vs. 71%), allerdings unterschieden sich
auch die Zeitpunkte der Bestimmung (d17 nach Zweitimpfung vs. d120 nach
Erstimpfung). Zudem wurde Uber positive T-Zell-Antworten in Patient*innen ohne
Serokonversion berichtet, hier in etwa 50% der Félle. Die T-Zell-Antwort wurde, im
Gegensatz zu humoralen Immunantwort, als unabhé&ngig von Chemotherapie oder der
Behandlung mit Anti-CD20-Antikdrpern beschrieben, was sich mit den Erkenntnissen
aus der zuvor beschriebenen Studie nach Jiménez et al. und auch mit den Erkenntnissen
unserer ImV-HONg-Studie deckt.®®

Stark von den in unserer ImV-HOng-Studie ermittelten Ergebnisse abweichende
Resultate wurden in einer Untersuchung nach Harrington et al. ermittelt. Hier wurde
kleine Kohorte von 16 CML-Patient*innen 21 Tage nach Erstimpfung mit BNT162b2 auf
ihre humorale und zelluldre Antwort hin begutachtet. 14/16 Patient*innen (87,5%)
entwickelten Anti-Spike-IgGs und 14/15 (93,3%) zeigten T-Zell-Antworten. Triple-
positive (TNF-a*, IL-2*, IFN-y") COVID-19-spezifische CD4*-T-Zellen wurden in 80%,
CD8*-T-Zellen in 60% der Patient*innen gefunden. Diese herausragenden Ergebnisse
beruhen wohl auf der kleinen Kohorte und dem jungen Alter der ausgewahlten
Patient*innen (Durchschnitt: 45 Jahre), was die Realitdt mit haufig eher alten und

multimorbiden Patient*innen nicht gut abbildet.5®

Die Rolle der zytotoxischen = COVID-19-spezifischen = CD8"-Zellen in
h&matoonkologischen Patient*innen wurde unter anderem von Bange et al. untersucht.
Hier stellte man fest, dass hdmatoonkologisch erkrankte Personen zwar im Allgemeinen
eine geringere SARS-CoV-2-spezifische Antikorperantwort aufweisen, allerdings
trotzdem in 77% dieser Patient*innen COVID-19-spezifische T-Zellen gefunden werden
konnten, sogar unter Anti-CD20-Therapie. Dies deckt sich erneut gut mit den von uns

gemachten Beobachtungen.”

Zusammenfassend stimmen die in der ImV-HONg-Studie ermittelten Ergebnisse vielfach
mit den bisher in der Literatur beschriebenen Gberein, insbesondere beziglich des
Einflusses der Krankheitsentitdten auf die Serokonversion und die COVID-19-
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spezifischen T-Zell-Antworten. Die von uns getroffene Annahme, dass Impfungen auch
bei fehlender humoraler Antwort einen gewissen Schutz uUber T-Zell-Antwort bieten
kdnnten, lasst sich mit den Ergebnissen verschiedener Studien stiitzen. Aufgrund der zu
kleinen Kohorten konnten die verschiedenen Therapiegruppen der ImV-HOnNg-Studie
zwar nur explorativ analysiert werden, doch auch die dabei erzielten Erkenntnisse decken
sich gut mit den bisher in der Literatur publizierten Daten. Groliere Abweichungen sind
in den meisten Fallen durch abweichende Zusammensetzungen der Kohorten,
unterschiedliche StichprobengroRen, das Verwenden unterschiedlicher Cut-off-Werte flr
humorale und/oder zellulare Immunantworten oder unterschiedliche Analysezeitpunkte
in Bezug auf die COVID-19-Impfstoffe erklarbar.
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2.3 Limitationen der Studie

Obwohl als Goldstandard fir die Anti-SARS-CoV-2-1gG-Messung beschrieben, fuhrten
wir keine spezifische Messung der neutralisierenden Antikérper (NAbs) durch, sondern
bezogen uns auf den von der Firma Roche empfohlenen und wissenschaftlich fundierten
Grenzwert von 15 U/ml fur die Ausbildung von NAbs, um Vorhersagen beztiglich dieser

abzuleiten zu kénnen.®°

Des Weiteren kam es nach Studienstart im Marz 2021 zu einer politisch angeordneten
Anderung der Impfintervalle von 21 auf bis zu 42 Tage. Dies hatte Einfluss auf die
gemessenen Anti-SARS-CoV-2-1gG-Titer an Tag 35. Nach Rucksprache mit dem
Statistiker wurde deshalb das Impfintervall als separate Variable in die Auswertung
aufgenommen und ein Regressionsmodell erstellt. Uber das Aufteilen der
Studienteilnehmer in 2 nahezu gleich grof’e Gruppen (Impfintervall > 35 Tage und < 35

Tage) lief sich die entstandene Beeinflussung der Ergebnisse herausrechnen.

Das mediane Alter der Patientengruppe war signifikant hoher als das der Kontrollgruppe
(62 vs. 54 Jahre, p < 0.001). Dies fuhrte zwar einerseits zur Ungleichheit zwischen den
beiden Gruppen und kann als Kritikpunkt an der Vergleichbarkeit beider Gruppen
beziiglich ihrer Immunantwort gesehen werden. Andererseits ist das hohere mediane
Alter der Patient*innen im Vergleich zur gesunden Kohorte aber reprasentativ fur die
Verhaltnisse in der Gesamtbevolkerung, da hamatoonkologische Diagnosen zumeist in
einem hoheren Alter gestellt werden. Die Variable ,,Alter” ist entsprechend in die

Analysen aufgenommen und als moglicher Einflussfaktor bertcksichtigt worden.

Ein weiteres Problem stellte die Vielfalt an tumorentitatsspezifischen Therapien dar. Die
Kohorten fur die jeweils spezifischen Therapie waren zu klein, um hier deskriptiv
analysieren zu konnen, stattdessen erfolgte ein exploratives VVorgehen. Zu betonen ist,
dass die Untersuchung des Einflusses verschiedener Therapien auf die Immunantwort
lediglich einen sekundéren Endpunkt unserer Studie darstellte und nicht unser Primérziel
war. Um fundiertere Aussagen bezuglich der Immunantwort unter einzelnen Therapien
bei hdmatoonkologischen Patient*innen treffen zu konnen, sind also weiterfiihrende

Studien obligat.
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Diese Studie untersuchte lediglich die Immunreaktion auf eine SARS-CoV-2-Impfung,
woraus nicht direkt auf eine Schutzwirkung geschlossen werden kann. Noch immer
fehlen Antikorper- und Grenzwerte fur T-Zell-Aktivitat, die den Schutz vor einer
Infektion und/oder einem schweren Krankheitsverlauf zuverldssig vorhersagen.’ Um
auch eine Aussage bezuglich der anhaltenden Schutzwirkung durch die COVID-19-
Impftoffe treffen zu kdnnen, ist ab Herbst 2022 eine weitere Bestimmung des humoralen
und zelluldaren Immunstatus 12 (+/- 6) Monate nach Erstimpfung bei den bereits
eingeschlossenen Patient*innen des Universitatsklinikums Halle (monozentrisch) in
Planung. Erfasst werden sollen hierbei auch die eventuell in der Zwischenzeit erfolgten
Auffrischungsimpfungen und durchgemachten SARS-CoV-2-Infektionen. Ein
entsprechendes Amendment des ImV-HOnNg-Studienprotokolls wurde durch die
Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Martin-Luther-Universitat Halle-

Wittenberg im Juli 2022 bewilligt.
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2.4 Bedeutung und Zusammenfassung

Die ImV-HOnNg-Studie ist eine prospektive, multizentrische Studie und zahlt mit einer
StichprobengroRe von 398, darunter 262 Patient*innen, bis dato zu einer der groRten auf
ihrem Themengebiet. Darliber hinaus handelt es sich um eine Longitudinalstudie, welche
die Beurteilung der Immunreaktion nicht nur zu einem konkreten Zeitpunkt, sondern auch
im zeitlichen Verlauf, ermdglicht. Zudem erfolgte eine umfassende Beurteilung der
Immunreaktion, die nicht nur die humorale Achse und damit die B-Zell-Linie mit der
Antikdrperproduktion in den Fokus nahm, sondern Gber die Bestimmung von CovCD4"*
und CovCD8" auch die zellulare Immunitat. Alle bis zum Dezember 2021 auf dem
deutschen Markt verfligbaren Impfstoffe wurden in unseren Analysen beriicksichtigt,
ebenso  verschiedenste  Krankheitsentititen und Therapieformen aus dem

hamatoonkologischen Bereich.

Die zahlreichen, bereits zum Thema publizierten und hier teilweise zitierten Studien
weisen deutliche Limitationen auf, die jeweils genannt sind. So wurde oft nur mit kleinen
Patientenkohorten gearbeitet. Viele Studien zu Impfungen bei Krebspatient*innen im
Allgemeinen sind alt und methodisch uneinheitlich. Die Datenlage ist heterogen und die

Ergebnisse stehen teilweise im Widerspruch zueinander.

Die ImV-HONg-Studie leistet einen wichtigen Beitrag zur Thematik ,,COVID-19-
Impfung bei hamatoonkologischen Patient*innen. Es fanden sich vielfach
Ubereinstimmungen zwischen den bereits in der Literatur beschriebenen und unseren in
der ImV-HOng-Studie erzielten Ergebnissen, zudem konnten auch einige neue
Erkenntnisse, insbesondere beziglich der tumorentitatsspezifischen Immunantworten,

gewonnen werden.

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse zwar fur eine leicht eingeschrankte
Immunreaktion h&matoonkologisch erkrankter Patient*innen im Vergleich zur
Allgemeinbevolkerung, besonders, was die humorale Immunantwort betrifft.
Uberraschenderweise entwickelten aber fast alle Patient*innen, tber alle Alters-,
Diagnose- und Therapiegruppen hinweg, bis zum d120 humorale und/oder zellulare
Immunantworten. Was dies fur die Schutzwirkung und -dauer bezuglich einer SARS-
CoV-2-Infektion Dbedeutet, muss in fortlaufenden Studien untersucht werden.
Erkenntnisse dazu wird auch die Fortsetzung unserer ImV-HOnNg-Studie mit der
Betrachtung der Immunantwort und durchgemachten Infektionen 12 (+/- 6) Monate nach

Erstimpfung leisten.
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4. Thesen

Bei hamatoonkologischen Patient*innen ist mit einer humoralen und/oder zelluléren
Immunantwort auf eine COVID-19-Impfung bis 120 Tage nach Erstimpfung zu rechnen,
wobei die humorale Immunantwort auf eine COVID-19-Impfung nicht mit der zelluléren

Immunantwort korreliert ist.

Myeloisch Erkrankte, Patient*innen mit soliden Tumoren unter Checkpoint-Inhibitor-
Therapie und gesunde Referenzen weisen vergleichbare Ani-Spike- IgG-
Serokonversionsraten 120 Tage nach erster COVID-19-Impfung auf.

Patient*innen mit lymphatischer Erkrankung weisen eine geringere Ani-Spike- 1gG-
Serokonversionsrate und niedrigere mediane Ani-Spike -IgG-Titer auf als Patient*innen
mit myeloischer Erkrankung oder Patient*innen mit soliden Tumoren unter Checkpoint-

Inhibitor-Therapie.

Der Anteil lymphatischer Patient*innen mit nachweisbarer zellulérer Immunantwort auf
eine COVID-19-Impfung ist vergleichbar mit dem Anteil innerhalb der gesunden
Referenzkohorte und damit gréRer als der Anteil myeloisch erkrankter Patient*innen mit

nachweisbarer zellularer Immunantwort.

In Bezug auf die zelluldre Immunantwort sind die COVID-19-spezifischen CD4*- T-
Zellen (CovCD4Y) in allen untersuchten Kohorten dominant gegeniiber den CD8*- T-
Zellen (CovCD8").

Alter, Geschlecht, B- und T-Zell-Zahlen vor Impfung, verwendeter Impfstoff und das
Impfintervall haben keinen Einfluss auf die humorale und/oder zelluldre Immunantwort
auf eine COVID-19-Impfung.

Unter den onkologischen Therapien haben B-Zell-depletierende Medikamente und die
Behandlung mit Bruton-Tyrosinkinase-Inhibitoren den stérksten negativen Einfluss auf

die humorale Immunantwort.

Die zeitliche Dynamik der Anti-SARS-CoV2-1gG-Antikérper wird multifaktoriell
beeinflusst und ist nicht allein durch Grunderkrankung oder Therapie vorhersagbar.
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Simple Summary: The kinetics of SARS-CoV-2 spike-protein antibodies and the cellular immune
landscape following vaccination in patients with hematologic neoplasms are poorly understood. The
aim of our prospective and longitudinal study, which included 398 adults, was to compare day 35 and
day 120 anti-spike-IgG antibody and day 120 SARS-CoV-2-specific T-cell responses in patients with
hematologic malignancies to a reference cohort. Although day 35 seroconversion in controls (98%)
was higher compared to patients with myeloid (82%) and lymphoid (48%) neoplasms, substantial
increases in day 120 seroconversion were seen in both the myeloid (97%) and lymphoid (66%) cohorts.
Remarkably, spike-specific CD4*- and CD8"-cells in the lymphoid (71%/31%) and control (74%/42%)
cohorts were comparable. We provide strong evidence of vaccine-elicited immunogenicity in most
patients with hematologic malignancies. Both kinetics of seroconversion and cellular responses are
crucial to determine which patients with hematologic malignancies will generate immunity. The
findings have implications on public health policy regarding recommendations for SARS-CoV-2
booster doses.

Abstract: Purpose: To assess humoral responses longitudinally and cellular immunogenicity fol-
lowing SARS-CoV-2-vaccination in patients with hematologic and oncologic malignancies receiving
checkpoint-inhibitors. Methods: This prospective multicenter trial of the East-German-Study-Group-
for-Hematology-and-Oncology, enrolled 398 adults in a two (patients; n = 262) to one (controls;
n = 136) ratio. Pre-vaccination, day 35 (d35), and day 120 (d120) blood samples were analyzed for
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anti-spike antibodies and d120 IL-2*IFNy*TNFa*-CD4*- and CD8*-cells. Laboratories were blinded
for patients and controls. Results: Patients belonged to the myeloid (1 = 131), lymphoid (n = 104),
and checkpoint-inhibitor (n = 17) cohorts. While d35 seroconversion was higher in controls (98%)
compared to patients (68%) (p < 0.001), d120 seroconversion improved across all patient cohorts
[checkpoint-inhibitors (81% to 100%), myeloid (82% to 97%), lymphoid (48% to 66%)]. CD4*- and
CovCD8*-cells in the lymphoid (71%/31%) and control (74%/42%) cohorts were comparable but
fewer in the myeloid cohort (53%, p = 0.003 /24%, p = 0.03). In patients with hematologic malignancies,
no correlation between d120 humoral and cellular responses was found. A sizeable fraction of lym-
phoid patients demonstrated T-cell responses without detectable spike-specific-IgGs. Conclusions:
Evidence of vaccine-elicited humoral and/or cellular immunogenicity in most patients is provided.
Both humoral and cellular responses are crucial to determine which patients will generate/maintain
immunity. The findings have implications on public health policy regarding recommendations for
SARS-CoV-2 booster doses.

Keywords: SARS-CoV-2 vaccination; myeloid neoplasms; lymphoid neoplasms; seroconversion;
anti-spike-IgG; T-cells; CD4*-cells; CD8"-cells

1. Introduction

Published data indicate that mortality from SARS-CoV-2 infections in patients with
cancer is mainly associated with general risk factors such as older age and comorbidi-
ties [1,2]. Patients with hematologic malignancies have a particular high risk of COVID-19
related death with ~40% mortality rate [3,4]. COVID-19 vaccines have been developed
and deployed with remarkable speed [5-8]. However, patients with malignancy were
excluded from pivotal vaccination trials. Recent data indicate that active cancer therapy
receiving patients with solid tumors develop adequate antibody responses to vaccination
(although the magnitude of these responses is diminished relative to control cohorts) [9,10].
Depending on the type and activity of the disease, there is accumulating evidence that
humoral immunity up to 42 days after the second dose of SARS-CoV-2 vaccines is im-
paired in patients with hematologic malignancies, especially if they were treated with
B-cell depleting therapies such as anti-CD20 antibodies [11-26]. These data raised con-
cerns about the efficacy of vaccines in generating humoral immunity in patients with
hematologic malignancies, particularly in those with lymphoid neoplasms. However, little
is known to the durability of vaccine-elicited antibody responses in patients with hema-
tologic neoplasms. Although neutralizing antibodies are important in vaccine-induced
protection as evidenced by the correlations of antibody responses and clinical outcome
of COVID-19 infections [27-29], growing evidence points towards an equally important
role for T-cells [30-33]. Circulating SARS-CoV-2-specific CD8* and CD4" T-cells were
identified in ~70% and 100% of COVID-19 convalescent patients, respectively [34]. These
T-cell responses were shown to be associated with improved survival after infections
even in patients with hematologic neoplasms [35,36]. Similarly, early polyfunctional spike
protein-specific T-cell responses were described after COVID-19 vaccination [37-40]. In-
deed, stable and functional CD8"-T-cell responses could be mobilized one week after prime
vaccination with BNT162b2 when circulating CD4*-T-cells and neutralizing antibodies
were still weakly detectable [40]. mRNA-based vaccination generated robust CD4*- and
CD8*-T-cell responses could be generated, despite poor antibody responses, in patients
with multiple sclerosis on anti-CD20 antibody therapy after mRNA-based vaccination [41].
Liebers, et al. detected spike protein-specific T-cells 17 days after the second dose of vaccine
using an IFNy ELISPOT in 29/50 (58%) lymphoma patients who had received anti-CD20
treatments [24]. Using an intracellular cytokine assay for IFNy, TNFx and IL2, Harrington,
et al. reported polyfunctional CD8*- and CD4*-T-cells of 35% and 75%, respectively, in
21 patients with BCR-ABL1-negative myeloproliferative neoplasms (MPN) after a median
of 21 days after a single dose of BNT162b2 vaccine [15].
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Despite the relatively small sample sizes, the lack of a predefined sample collection,
and the lack of large reference cohorts, these initial results suggest that patients with
hematologic malignancies with insufficient humoral responses might still benefit from
vaccinations through cellular responses, considering that effective T-cell responses are
essential for SARS-CoV-2 clearance [42]. Indeed, a significant portion of antigen-specific
T-cell responses may be missed if only IFNy-related readouts are used and IL-2 is not
taken into consideration [43]. Further, little is known about the longevity of vaccine-elicited
cellular immunogenicity in large cohorts of patients with hematologic neoplasms.

In order to investigate the kinetics of IgG responses and relationship to specific T-cell
responses, days 35 and 120 vaccine-induced humoral and day 120 cellular responses in
patients with hematologic and oncologic malignancies receiving checkpoint inhibitors
(PD-L1-inhibitors) were compared to a reference cohort.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design

ImV-HOng (OSHO#98) is a longitudinal, prospective, multicenter, non-interventional
study which compared day 35 (d35) and day 120 (d120) vaccine-elicited spike protein-
specific humoral and d120 T-cell responses between patients and controls. The trial was
conducted from 17 March 2021 to 6 December 2021 across seven centers of the East-German-
Study-Group-for-Hematology-and-Oncology (OSHO). The trial was approved by the Eth-
ical Review Boards and registered at the Paul-Ehrlich Institute (NIS-584) and Deutsches
Register Klinischer Studien (DRKS00027372). The study received a grant from the German
Leukemia and Lymphoma Foundation.

2.2. Study Cohorts

The study population comprised adult individuals willing to receive a SARS-CoV-2
vaccination. Participants were enrolled per random sampling after written informed
consent into two cohorts at a 1 (controls) to 2 (patients) ratio. The control group included
individuals without active cancer in the last five years. In addition to patients with myeloid
and lymphoid neoplasms, patients with solid tumors receiving PD-L1 inhibition were also
eligible for enrollment in the patient cohort in order to assess the impact of PD-L1 inhibition
on immune response after vaccination. The inclusion and exclusion criteria are shown in
Table 1.

Table 1. Inclusion and exclusion criteria.

Patients Controls

Age > 18 years
Presence of one of the
following diagnoses:

Age > 18 years
No active malignancy in the

last 5 years
- myeloid neoplasm

- lymphoid neoplasm
- solidtumor under
PD-L1 * inhibition

Inclusion criteria

° Willing to receive a

Exclusion criteria .

Willing to receive a
SARS-CoV-2 vaccination

Contraindication to a
SARS-CoV-2 vaccination
Limited legal capacity to
consent

SARS-CoV-2 vaccination

Contraindication to a
SARS-CoV-2 vaccination
Limited legal capacity
to consent

* PD-L1, programmed death ligand 1.
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2.3. Outcomes

The primary outcome was d35 SARS-CoV-2 spike-specific antibody concentrations
in patients compared to controls following the first vaccination dose. The WHO launched
the first International Standard for anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin (IgG), wherein the
neat sample was assigned to contain 1000 binding antibody units (BAU)/mL [44,45],
and BAU/mL were subsequently converted to U/mL (U/mL = 0.972 x BAU/mL). Key
secondary outcomes were d120 spike-specific humoral and T-cell responses in patients com-
pared to controls. Baseline patient-, disease-, vaccination-, and laboratory-characteristics
and any potential associations with vaccine-elicited responses were explored.

2.4. Procedures

Blood samples were drawn up to three weeks prior to vaccination, on d35 (+7), and
d120 (£14) after the first vaccination dose. The pseudonymized samples were serially
analyzed for SARS-CoV-2 spike-specific-IgGs in the Central Laboratory of the University
Hospital Halle (Saale). T-cell responses were analyzed at the Special Hematology Lab-
oratory, Rostock University Medical Center. Laboratories were blinded for patient and
control groups.

2.5. Laboratory Measurements
2.5.1. Measurement of SARS-CoV-2 Spike Protein Antibodies

The quantitative determination of IgG antibodies to the SARS-CoV-2 spike protein
was carried out using the Roche Elecsys® Anti-SARS-CoV-2 S assay (Roche Diagnostics
International Ltd., Rotkreuz, Switzerland). The assay is based on a recombinant pro-
tein representing the receptor binding domain of the spike antigen in a double-antigen
sandwich assay format, with a high specificity and sensitivity [46]. Antibody titers were
measured on a Roche Cobas e 801 analyzer integrated in a fully automated Roche Cobas
8000 platform. A concentration of IgG SARS-CoV-2 spike protein antibodies of >0.8 U/mL
is considered positive.

2.5.2. SARS-CoV-2 Spike-Specific T-Cell Response

Heparinized whole blood was either left unstimulated (negative control), stimulated
with 0.5 pg/mL Staphylococcus enterotoxin B (SEB, positive control) or stimulated us-
ing 0.6 nmol of (approximately 1 pg) wild-type spike protein of SARS-CoV2 peptides
(SARS-CoV2 Prot_S Complete, REF: 130-127-953, Miltenyi Biotec [MB], Bergisch Gladbach,
Germany) per ml blood for 4 h at 37 °C in the presence of Breveldin A. After incuba-
tion, bulk lysis, surface and intracellular staining were performed according to EuroFlow
guidelines [47].

The panel comprised the following antibodies IL-2:BV421 (clone: MQ1-17H12, Bi-
olegend, San Diego, CA, USA), CD45RA:VioGreen (clone: REA1047), CCR7:FITC (clone:
READB46), IFNY:PE (clone: 45-15), CD4:PE-Vio615 (clone: REA623), CD8:PE-Vio770 (clone:
REA734), TNFa-APC (clone: REA656), and CD3:APC-Vio770 (clone: REA613) that were
purchased from MB, unless stated otherwise. A median 2,660,024 nucleated cells per sample
were acquired on Becton Dickinsion (FACS Lyric) or MB (MACS Quant) flow cytometers.
Primary data were analyzed in Infinicyt (v2.0.4b, Cytognos SL, Salamanca, Spain). Gating
was in line with recommended standards for ICS assays [48,49].

Raw event numbers and frequencies per population were exported and analyzed
using R (v4.1.1). Normalized percentages of SEB-activated and spike-specific T-cells were
calculated by subtracting the respective frequencies of the negative control measured
for the same sample and expressed as percentage of total CD4" and CD8" T-cells of the
sample [37,38]. A cohort of 14 not vaccinated and self-reportedly non-infected controls was
used to calculate the limit of detection as follows: the z-score for each control sample was
calculated per parameter. Samples with a z-score above two were considered as outlier
for that parameter and removed (one outlier per parameter was detected). The limit of
detection (LOD) was calculated as mean +25SD. All samples above the LOD [0.00459% for
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CD4 + IL-2 + IFENy + TNF« + (CovCD4) and 0.00287% for CD8 + IL-2 + IFNy + TNF« +
(CovCD8) T-cells] were considered positive.

2.6. Statistical Analysis

Sample size was calculated based on published data to the immune response after
30 ng BNT162b2 (Comirnaty ©Biontech/Pfizer) vaccine [37]. Assuming a standard devi-
ation of 0.9 for the logarithm of geometric mean concentrations, enrollment of 236 and
118 evaluable patients and controls respectively would provide 80% power (alpha error,
5%) to detect a significant difference in d35 seroconversions between patients and controls.

Continuous covariates were summarized as medians and interquartile ranges (IQRs)
and categorical parameters as absolute and relative frequencies. Humoral responses (i.e.,
anti-Spike IgG concentrations > 0.8 U/mL) on d35 and d120 were compared between
patients and controls by evaluating the mean difference in concentrations using t-tests
and reporting the 95% confidence interval (CI). Cellular responses on d120 (i.e., CovCD4"
and CovCD+ above the LOD) were similarly compared and expressed. Vaccine-elicited
seroconversion and cellular response rates in patient cohorts (i.e., type of diagnosis; cancer
therapy vs. none) were evaluated in subgroup analyses. Regression models were used to
test the association of baseline characteristics with vaccine-induced humoral and cellular
responses. Baseline patient-related factors included age [continuous variable, 5- and
10-years frequency-matching], gender, baseline B- and T-cell counts, pre-vaccination anti-
spike-IgGs, and cohort category. Vaccine-related variables were type of vaccine, number of
injections, and interval between injections (continuous variable; interval <35 vs. >35 days).

Secondary endpoint analyses were explorative. Statistical tests were two-tailed and
p values < 0.05 were considered significant. Analyses were performed using IBM Corp. Re-
leased 2021. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 28.0. Armonk, NY, USA: IBM Corp.

3. Results
3.1. Patient Characteristics

A total of 398 adults were enrolled [controls, n = 136; patients, n = 262]. Patients
had myeloid (n = 135) and lymphoid (n = 108) neoplasms, and cancer under checkpoint
inhibition (1 = 19). A CONSORT-Flowchart of participants is shown in Figure 1. This
analysis comprises 385 participants who actually received the first vaccination [patients
n = 252 (96.2%); controls n = 133 (97.8%)]. Table 2 illustrates the characteristics of vaccinated
participants. Patients in the myeloid cohort were most frequently diagnosed with BCR-
ABL1-positive (n = 29) and negative myeloproliferative neoplasms (n = 57). Compared to
controls, patients were older (p < 0.001). Prior to vaccination, 186 (76.2%) patients were
on active cancer therapy. An allogeneic hematopoietic-cell-transplantation (HCT) was
documented in 32 participants. The majority of participants (82.6%) received mRNA-
based vaccines. A second dose was given to 230 (91.3%) patients and 107 (80.5%) controls
after a median of 40 days for patients and 33 days for controls (p = 0.2). Reasons for
only one injection were vaccination with the vector-based COVID-19 Vaccine Janssen by
©Johnsoné&Johnson (1 = 21), a history of a SARS-CoV2 infection prior to vaccination (n = 17),
and others (n = 10). Due to health authority guidelines, ~50% of participants received the
second dose 42 days after the first. A history of a SARS-CoV2 infection prior to vaccination
with a median of 7 months and a median pre-vaccination anti-spike-IgG concentration
of 122 U/mL (IQR 23.9-480) was documented in 20 (5.2%) subjects. No antibodies were
detected in one patient and one control. Anti-spike-IgGs prior to vaccination were detected
in 11 participants (9 patients and 2 controls) with no history of a previous infection.
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Table 2. Baseline characteristics of vaccinated study population.

Total Patient

Myeloid

Lymphoid

Solid

Parameter Cohort Neoplasms Neoplasms Tumors Controls
n =252 n =131 n =104 n=17 n =133
Age (y) median (IQR) 62 (52-71) 61 (52-68) 66 (51-74) 61 (57-68) 54 (42-67)
>60 years 1 (%) 146 (57.9) 70 (53.4) 66 (63.5) 10 (58.8) 49 (36.8)
Gender, male 1 (%) 139 (55.2) 69 (52.7) 60 (57.7) 10 (58.8) 54 (40.6)
Diagnosis N/A
MPN 1 (%) 91 (69.5) N/A N/A
AML 1 (%) 10 (7.5) N/A N/A
MDS 1 (%) 15 (11.5) N/A N/A
Lymphoma n (%) N/A 40 (38.5) N/A
CLL 1 (%) N/A 32 (30.8) N/A
Multiple myeloma n (%) N/A 22 (21.2) N/A
Others 1 (%) 15 (11.5) 10 (9.6) 17 (100)
Baseline lab values N/A
V‘QZC; fg;leOf 1 (%) 25/193 (13) 12/105 (11.4)  12/74 (16.2) 1/14 (7.1)
Grf;‘ilgczt‘i%; /ELN 1 (%) 19/177 (10.7) 7/101 (6.9) 12/66 (18.2) 0
Lyrg‘f?cl’cztif)j /IiLN 1 (%) 56,180 (31.1) 30/102 (29.4)  21/68 (30.9) 5/10 (50)
B'Ceu%j EN of (%) 26/100(239)  12/66(182)  12/39 (30.8) 2/4 (50)
T'Cegg 6< /fiN of 1 (%) 41/109 (37.6) 23/66 (34.8) 15/39 (38.5) 3/4 (75)
.
Ch4 Og;;ellisuiLLN 1 (%) 49/108 (45.4) 25/66 (37.9) 21/38 (55.3) 3/4(75)
h
ch8 OfTi‘;ezlisuiLLN 1 (%) 21/108 (19.4) 15/66 (22.7) 4/38 (10.5) 2/4 (50)
LT; ;lgltL}\iOf 1 (%) 53/175 (30.3) 35/98 (35.7) 12/64 (18.8) 6/13 (46.2)
P“"irnfe(c)t‘i’:f 19 1 (%) 11 (4.4) 5(3.8) 6 (5.8) 0(0) 9(6.8)
Type of vaccine *
mRNA-based 1 (%) 215 (85.3) 108 (82.5) 91 (87.5) 16 (94.1) 103 (77.4)
Vector-based 1 (%) 35 (13.9) 21 (16) 13 (12.5) 1(5.9) 29 (21.8)
Missing 1 (%) 2(0.8) 2 (1.5) 0 (0) 1(0.8)
Interval between 1st =230 n=118 n=95 n=17 n=107
and 2nd vaccination
Median Interval d (IQR) 40 (22-42) 40 (22-42) 42 (21-42) 29 (21-42) 33 (21-42)
<35 days 1 (%) 110 (47.8) 55 (46.6) 45 (47.4) 10 (58.8) 58 (54.2)
>35 days 1 (%) 120 (52.2) 63 (53.4) 50 (52.6) 7 (41.2) 49 (45.8)
A““t’;:g;‘;}"g‘c n (%) 171 (67.9) 91 (69.5) 63 (60.6) 17 (100) N/A
Type of active
oncologic therapy
TKI 1 (%) 44 (48.3) N/A N/A
INF 1 (%) 9 (9.9) N/A N/A
BTK-inhibitor 1 (%) N/A 15 (23.8) N/A
Breell-depleting 7 (%) N/A 15 (23.8) N/A
Py
Chemotherapy n (%) 18 (19.8) 6 (9.5) N/A
Checkpoint inhibitor n (%) N/A 1(1.6) 17 (100)
Others 1 (%) 20 (22) 26 (41.3) N/A

* mRNA-based vaccines: BNT162b2 Comirnaty ©Biontech/Pfizer or mRNA-1273 vaccine ©Moderna; vector-based
vaccines: Vaxzevria ©AstraZeneca or COVID-19 Vaccine Janssen by ©Johnson&Johnson. Abbreviations: AML,
acute myeloid leukemia; BTK, bruton tyrosine kinase; CLL, chronic lymphatic leukemia; d, days; INF, interferone;
IQR, interquartile range; LDH, lactatdehydrogenase; LLN, lower limit of normal; MDS, myelodysplastic syndrome;
MPN, myeloproliferative neoplasm; N/A, not applicable; TKI, tyrosine kinase inhibitor; ULN, upper limit of
normal; WBC, white blood cell count.
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Mo vaccination due to SARS-CoV-2 infection (n=4)
Mo vaccination appointment (n=3)
Refused vaccination (n=1)

Death prior to vaccination (n=1)
Withdrawn informed consent (n=1}

* No vaccination due to SARS-CoV-2
infection (n=2})
= No vaccination appeintment (n=1)

-

Figure 1. CONSORT flowchart of study population.

3.2. SARS-CoV-2 Spike-Specific Humoral Response
3.2.1. Day 35 Spike-Specific Seroconversion

Though no difference in d35 anti-spike-IgG mean values between patients and controls
(95% CI, —1438.5-559.8) were detected, anti-spike-IgGs >0.8 U/mL were measured in 121
(98%) controls and 162 (68%) patients (p < 0.001). Seroconversion rates in both the myeloid
(82%) and lymphoid cohorts (48%) were lower compared to controls (p < 0.001) (Table 3;
Figure 2). The same trends were seen when median titers were considered. Seroconversion
occurred in 13 (81%) patients under checkpoint inhibitor therapy.

3.2.2. Day 120 Spike-Specific Seroconversion

The difference in d120 mean IgG values between patients and controls was not sig-
nificant (95% CI, —639.4-889.1). However, mean values on d120 were significantly higher
across all study participants compared to d35 with a mean difference of 477 U/mL (95% CI,
92.4-861.6). Seroconversion in controls was maintained (98%) and substantial increases in
the myeloid (97%) and checkpoint inhibitor (100%) cohorts were seen. These response rates
were higher compared to those seen in the lymphoid group (66%) (p < 0.001). Similarly,
median IgG levels were highest in controls (1212 U/mL) and lowest in the lymphoid cohort
(88.3U/mL) (p < 0.001) (Table 3). Overall, 76% of controls and patients maintained humoral
immunogenicity over time (Figure 2). An association between d35 and d120 anti-spike-IgGs
in 333 paired samples [controls (1 = 117); patients (n = 216)] was found (R? =0.34; p < 0.001).
Seroconversion on d120, despite d35 IgGs < 0.8 U/mL was documented in 18/20 (90%) and
22/49 (45%) patients with myeloid and lymphoid neoplasms respectively. Five of six sub-
jects who lost d35 response belonged to the lymphoid group. Anti-spike-IgGs > 0.8 U/mL
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on d120 were detected in 30/33 (91%) subjects including 14 patients who received only one
vaccine injection.

Table 3. Humoral and T-cell response to vaccination in controls and patient cohorts.

Anti-spike IgG

n (%) 121 100 * 49 *# 13
day 35 ? (98%) (82%) (48%) (81%)
Median 166 27.98 0.59 84 22458
(IQR) [U/mL] (32-1558) (2.4-466) (0.39-30) (1.1-462)
n (%) 120 113 63 +# 15
day 120 ¢ (98%) (97%) (66%) (100%)
Median 1212 8748 88.3 84 1308
(IQR) [U/mL] (506-2854) (149-2063) (0.39-535) (52-1153)
SARS-CoV2
specific T cells
n (%) 68 46 * 307% B
CovCD4+t (740/0) (530/0) (710/0)
Median (IQR) 0.0091 0.0057 0.012 &
[% of CD4* T cells] (0.0044-0.0189) (0.0015-0.0178) (0.0039-0.029) B
n (%) 39 24 * 13 _
CovCD8* (42%) (28%) (31%)
Median (IQR) 0.0016 0.0031 8 0.0011
[% of CD8* T cells] (0.0005-0.0064) (0.0001-0.0035) (0.0001-0.0039) B
Numbers (and %) of subjects with IgG concentrations >0.8 U/mL, CovCD4*, and CovCD8* responses above the
limit of detection (LOD) per parameter. Medians and interquartile ranges (IQR) by parameter and cohort. 8
significantly different from control; #&: significantly different from myeloid neoplasms.
control n = 133 lymphoid neoplasms n = 104 myeloid neoplasms n = 131 solid tumors n = 17
100
100
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g
2
E S
E 50
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Figure 2. Humoral anti-spike-specific responses in patients and controls on day 35 and day 120 after
vaccination. Specific IgG responses were maintained at high rates in controls (98%) and increased in
patients with oncologic malignancies on checkpoint inhibitors (81% to 100%), lymphoid (48% to 66%),
and myeloid neoplasms (82% to 97%). A complete loss of the anti-spike IgG was rarely seen.

3.3. Day 120 SARS-CoV-2 Spike-Specific T-Cell Response

CovCD4 and/or CovCD8 were detected in 155/223 (69.5%) subjects [controls: 81.5%;
patients 61% (p = 0.02)] with CovCD4 being more frequent than CovCD8 responses
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(p < 0.001) (Table 3, Figure 3). The differences in mean values of CovCD4 (95% CI, —0.00-0.02)
and CovCDS8 (95% CI, —0.00-0.02) between patients and controls were not significant.
CovCD#4 cells were more frequently detected in the control (74%) and lymphoid (71%)
cohorts compared to the myeloid cohort (53%, p = 0.003 vs. controls), mirrored by a similar
trend for CovCDB8 cells (myeloid 28%, controls 42%, p = 0.03, Table 3). For controls, signif-
icant, but relatively weak pair-wise correlations were seen between d120 IgG responses,
CovCD4, and CovCDS8 cells (Figure 3). Such a correlation could not be detected in the
myeloid or lymphoid cohorts. A sizeable fraction of patients in the lymphoid cohort
demonstrated CovCD4 and/or CovCDS8 responses without detectable spike-specific IgGs
(Figure 3).

3.4. Predictors of Spike-Specific Immune Responses

Both patient- and vaccine-related factors were evaluated for a potential impact on
humoral and cellular immune responses. Patient-related variables included age [continuous
variable, 5- and 10-years frequency-matching], gender, baseline B- and T-cell counts, pre-
vaccination anti-spike-IgGs, cohort category [controls vs. patients], and diagnosis [myeloid
neoplasm vs. lymphoid neoplasm vs. solid tumor receiving PD-L1 inhibition]. Vaccine-
related factors were the type of vaccine, number of injections (one versus two), and interval
between injections [continuous variable; interval <35 vs. >35 days].

For the entire study cohort, with the exception of pre-vaccination anti-spike-IgGs
(R? =0.2; p < 0.001), no relationship was found between d35 and d120 humoral responses
and patient-related variables, including older age and vaccine-related factors. In the
myeloid group, only pre-vaccination anti-spike-IgGs were associated with higher d35
and d120 humoral responses. The interval between injections had no significant impact
on vaccine-induced humoral or cellular responses. Although statistically not significant
(p = 0.05), an interval >35 days between injections tended to be associated with lower
d35 but not d120 humoral responses in the lymphoid cohort only. In the myeloid and
lymphoid cohorts, CovCD4 and CovCD8-cell responses were not associated with patient-
or vaccine-related variables.

Due to the diversity of cancer therapies, the impact of treatment on vaccine-elicited
responses was explored without regression models. For the myeloid cohort, d35 (83%)
and d120 (97.4%) humoral as well as CovCD4 (53%) and CovCD8 (28%) responses were
comparable in patients receiving tyrosine-kinase-inhibitors for BCR-ABLI-positive CML,
JAK-inhibitors for myeloproliferative neoplasms, and other therapies to those on no treat-
ment (p = 0.3). For the lymphoid group, d35 seroconversion was lowest in the B-cell de-
pleting therapy (13%) or bruton-tyrosine-kinase-inhibitor (BTKi) (21.4%) groups compared
to other (58%) or no (62.5%) treatment groups (p < 0.001). No patient on B-cell depleting
therapy had detectable d120 anti-spike-IgGs compared to positive seroconversions in the
BTKi [7/15; (47%)], other treatment [23/30; (77%)], and no therapy [33/38; (87%)] groups
(p <0.001). CovCD4 [30/42 (71.4%)] and CovCD8 [13/42 (31%)] were detected across all
treatment categories.

Humoral responses on d35 were documented in 21/30 (70%) subjects with a history
of HCT. On d120, 8/9 subjects with negative d35 antibodies seroconverted including
3/4 patients with a HCT-to-vaccination interval <12 months. CovCD4 (62.5%) and CovCD8
(29%) were measured after HCT.
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Figure 3. Correlation between spike-specific CD4 + IL-2 + IFNy + TNF«x + (CovCD4) and CD8 +
IL-2 + IFNy + TNFa + (CovCDB8) cell responses (A) and anti-spike IgG concentrations (B,C) on day
120 after vaccination. Results are shown for controls as well as for patients with lymphoid and
myeloid neoplasms. Broken lines represent the limit of detection (LOD). Regression lines, Spearman
correlation coefficients, and significance are calculated for double positive patients.
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4. Discussion

Despite the older age of patients compared to controls, sustainable and/or improve-
ments in seroconversion rates and anti-splike-IgG concentrations over time were observed
across all cohorts. As expected, d35 seroconversion was higher in controls (98%) com-
pared to patients (68%) (p < 0.001). However, d120 seroconversion improved across all
patient cohorts [oncologic malignancies under PD-L1 inhibitor therapies (81% to 100%),
myeloid neoplasms (82% to 97%), lymphoid neoplasms (48% to 66%)]. Indeed, patients with
myeloid and oncologic malignancies under PD-L1 inhibitor therapies had comparable sero-
conversion rates to the control group. The few cases with pre-vaccination anti-spike-IgGs
without a known history of COVID-19 infection might represent asymptomatic infections
or cross-reactive antibodies generated during previous infections with other coronaviral
strains [50].

Another key finding was the remarkable and largely seroconversion-independent d120
SARS-CoV-2-specific CD4*TNFa*IFNy*IL-2*- and CD8*TNFa*IFNy*IL-2*-cells across all
cohorts, particularly in the lymphoid group with the lowest seroconversion rate. Indeed,
the cellular response in patients with lymphoid neoplasms with detectable CovCD4"- in
71% and CovCD8"-cells in 31% of cases was comparable to that measured in the control
group (CovCD4"- 74% and CovCD8"-cells 42%). A sizeable fraction of lymphoid patients
demonstrated T-cell responses without detectable spike-specific-IgGs. Overall, CD4" T-cell
responses outnumbered CD8" responses in our study. This is in line with what has been
observed in immunocompetent individuals [34,51].

To our knowledge, this work is the first to describe the kinetics of SARS-CoV-2 vaccine-
induced humoral and cellular responses over time. The impaired early (d35) seroconversion
in patients with hematologic malignancies is in line with previous publications [11-26].
However, the majority of patients demonstrate sustained and /or improved humoral and/or
cellular responses if measured later (d120). These immune responses were seen irrespective
of the type of vaccine or interval between injections. In a recent longitudinal study, antibod-
ies against the SARS-CoV-2 spike antigen and specific memory cell responses were detected
in 96% and 63% of health care workers four- and eight-months post infection [52,53].

In line with the literature, our data imply that the previously reported “early” T-cell
responses [15,24,34—41] are likely to persist for several months in patients with hematologic
malignancies after vaccination similar to what has been observed in immunocompetent
individuals after COVID-19 infections [30-32,53].

Taken together, our results underscore the need for large-scale follow-up data to
establish standardized post-vaccination time-windows for humoral and cellular response
assessments to identify “true vaccination failures” in cancer patients.

However, the routine applicability of tests to measure humoral and cellular immune
responses remains challenging. Although several assays for anti-SARS-CoV-2-IgG are com-
mercially available, current assays generate discrepant results. In fact, we are still far from
the identification of optimal thresholds for IgG-positivity as a surrogate for neutralization
capacity and neutralizing antibodies (NAbs) which confer protection [29,54-57]. Further,
correlations between NAbs and clinical efficacy against infections are weak and likely rely
on the population tested [58,59].

The issue is even more complicated regarding cellular response assays. Generally,
they are not readily available and mainly used for research purpose. There is often a
preponderance of using IFNy-related readouts to assess T-cell responses [24,60]. However,
data suggest that polyfunctional T-cells have higher protective efficacy after vaccination
compared to IFNy monofunctional T-cells [61]. The true percentages of patients developing
polyfunctional vaccine-induced CD4*TNFa*IFNy*IL-2*- and CD8"TNFa*IFNy*IL-2*-cells
might be incorrectly assessed if IL-2 is not considered [43].

Although cellular responses are promising indicators of immunity, our data do not
suggest that those with a response compared to those without such a response are more
likely to be protected. Yet, even if infections cannot be prevented, it is still possible
that T-cell responses are sufficient to ensure mild courses of COVID-19 disease. Thus,
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studies are necessary to evaluate the degree of cellular-induced clinical protection. Further,
SARS-CoV-2 variants such as Omicron (B.1.1.529) with their antibody escape highlight the
importance of addressing whether T-cell recognition is also affected.

One limitation is that we did not measure NAbs with virus neutralization assays
which are considered to be the gold standard. Yet, we used an anti-SARS-CoV-2 IgG
assay with cutoffs for reasonable prediction of NAb [62]. After enrollment started, health
authorities in some federal states in Germany changed the interval between injections from
21 to 42 days. The potential impact on d35 response evaluation was discussed with the
statistician and accounted for by including the interval as a vaccine-related variable in the
regression model. As ~50% of participants across all cohorts received the second injection
42 days later, comparison between groups was feasible. Finally, despite the relatively large
number of participants, data of secondary outcomes remain explorative and need to be
confirmed in larger trials.

In summary, our longitudinal study describes the nature of SARS-CoV-2 vaccine-
induced humoral and cellular immune landscape in patients with hematologic on oncologic
malignancies under PD-L1 inhibition.

5. Conclusions

We provide strong empirical evidence of early and late SARS-CoV-2 vaccine-elicited
immunogenicity in patients with hematologic neoplasms and oncologic patients receiving
checkpoint inhibitors. Even with blunted and heterogeneous antibody responses, T-cell
priming seems to be largely intact. This study provides key information and fills knowledge
gaps with respect to T-cell responses in vulnerable persons. Both the kinetics of anti-SARS-
CoV-2 antibodies over time and cellular responses are crucial to determine which patients
will generate and maintain immunity after vaccination.

The findings have implications on clinical decision-making for designing vaccine
strategies given the current timing and recommendations for SARS-CoV-2 booster doses. It
will be important in the future to determine whether the residual humoral immunity and
sustained T-cell responses, retain the ability to respond to emerging SARS-CoV-2 variants.
Larger studies with clinical outcomes are needed.
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Vector-based SARS-CoV-2 vaccination is associated with improved
T-cell responses in hematological neoplasia
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« Vector-based SARS-
CoV-2 vaccines are
advantageous for the
generation of T-cell
responses in patients
with hematological

In order to elucidate mechanisms for severe acute respiratory syndrome coronavirus
2 vaccination success in hematological neoplasia, we, herein, provide a
comprehensive characterization of the spike-specific T-cell and serological immunity
induced in 130 patients in comparison with 91 healthy controls. We studied 121
distinct T-cell subpopulations and the vaccination schemes as putative response
predictors. In patients with lymphoid malignancies an insufficient immunoglobulin G
(IgG) response was accompanied by a healthy CD4" T-cell function. Compared with

neoplasia.

CD4" and CD8* T-cell
responses cooccur in
hematological

controls, a spike-specific CD4" response was detectable in fewer patients with myeloid
neoplasia whereas the seroconversion rate was normal. Vaccination-induced CD4"
responses were associated to CD8" and IgG responses. Vector-based AZD1222 vaccine
induced more frequently detectable specific CD4" responses in study participants

across all cohorts (96%; 27 of 28), whereas fully messenger RNA-based vaccination
schemes resulted in measurable CD4" cells in only 102 of 168 participants (61%;
P < .0001). A similar benefit of vector-based vaccination was observed for the

neoplasms, whereas
IgG titers are CD4* T
cells associated in
myeloid neoplasia only. induction of spike-specific CD8" T cells. Multivariable models confirmed vaccination
schemes that incorporated at least 1 vector-based vaccination as key feature to mount
both a spike-specific CD4" response (odds ratio, 10.67) and CD8" response (odds ratio,
6.56). Multivariable analyses identified a specific CD4" response but not the vector-
based immunization as beneficial for a strong, specific IgG titer. Our study reveals
factors associated with a T-cell response in patients with hematological neoplasia and
might pave the way toward tailored vaccination schemes for vaccinees with these
diseases. The study was registered at the German Clinical Trials Register as
#DRKS00027372.
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Introduction

On 11 March 2020 the World Health Organization declared the
novel severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) outbreak a pandemic. Ever since, 2 major factors modified
the individual risk of this disease and its general impact on health
care systems: the advent of efficacious vaccines'® and the
occurrence of novel virus variants.”'® Both factors are inter-
connected by the ability of the host to mount a protective response
against the circulating variants of the virus. Driven by the utmost
importance of SARS-CoV-2, the characterization of infection' "' and
vaccine immunity'>"'* recently attracted great interest. Animal
models and correlative data suggest that antibodies might protect
from reinfection with the same virus variant, whereas the quantity
and activity of CD8" T cells and CD4" T cells determine the
severity of the disease.”'"">?* Compared with protection by
neutralizing antibodies, T-cell-mediated protection is considered less
susceptible to immune evasion by novel virus variants.”'®"92%27 This
has already been known for SARS-CoV-12%%° and is of particular
importance for patients with hematological malignancies who are
often unable to mount an antibody response.>**® Although, more
information on serological responses and their kinetics has been
published, detailed analyses of CD8" T-cell and CD4* T-cell
responses are scarce.**

Patients with myeloid and lymphoid neoplasms are more likely to
experience a severe course of COVID-19 disease.®**° Moreover,
there are reports that vaccination might be less efficacious in these
patient populations.®'#33¢4155 Simjlar to the general population,
research among individuals with hematological malignancies has
focused on kinetics and predictors of antibody responses, whereas
less information on T-cell responses is available. We®® and
others®”°® have recently described that patients with hematologi-
cal malignancies can mount T-cell responses after vaccination
while lacking a simultaneous antibody response. This finding casts
doubts on the assumption that seroconversion alone sufficiently
mirrors the success of a vaccination. It also corroborates the
hypothesis that mechanisms of protection might differ between
patients with hematological malignancies and the general
population.

The messenger RNA (mRNA) vaccines tozinameran (BNT162b2,
Pfizer-BioNTech) and elasomeran (mMRNA-1273, Moderna) as well
as the adenoviral vector vaccine AZD1222 (ChAdOx1 nCoV-19,
AstraZeneca)”>®” are most widely used in Western Europe and
North America. Combinations of mMRNA- and vector-based vac-
cines (heterologous schemes) reportedly more efficiently induce
T-cell responses®®°* in healthy vaccinees than either principle.

In the future, vaccination strategies may be tailored based on the
needs of particular patient groups. A better understanding of the
adaptive immune responses to vaccination in patients is therefore
urgently needed. Using extensive immune monitoring data from the
prospective, multicentric ImV-HOng (OSHO#98) study, we,
herein, comprehensively compare the immune system of patients
with lymphoid and myeloid neoplasms who are SARS-CoV-2-
vaccinated with that of healthy vaccinated controls. In-depth
immunophenotyping data, demographics, clinical data, and the
type of vaccine were fitted in multivariable regression models to
study their association with vaccination-induced humoral and

3404 ENGELMANN et al

57

cellular immune responses. T-cell responses were assessed using
a SARS-CoV-2 spike peptide mix to elicit polyfunctional CD8"*
T cells and CD4™ T cells, which are considered key mediators of a
successful T-cell response.®°®”

Methods

Study cohort

ImV-HOng (OSHO#98, registered at the Paul-Ehrlich Institute
[NIS-584] and the German Clinical Trials Register
[DRKS00027372]) is a longitudinal, prospective, multicenter,
noninterventional study to compare spike protein—specific humoral
and T-cell responses between controls and patients with hemato-
logical neoplasms and solid tumors.?® The study was approved by
the ethical review boards of all participating centers. All participants
provided written informed consent.

We present an analysis of 228 participants from whom we
received peripheral blood at Special Hematology Laboratory
(Rostock University Medical Center) to evaluate the T-cell
responses 120 days after the first SARS-CoV-2 vaccination.
Patients who received their last disease-specific treatment within
6 months before first vaccination were considered to be under
current cancer treatment. Additional details on sample eligibility
and timing are provided in the supplemental Methods.

Detection of SARS-CoV-2-specific T cells

SARS-CoV-2-specific T cells were detected using intracellular
cytokine staining after stimulation with peptides covering the full-
length, wild-type spike protein of SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2
Prot_S Complete, order number 130-127-953; Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany) as previously published
(supplemental Table 1).°° In short, after adding brefeldin A, hepa-
rinized whole blood was either left unstimulated (negative control),
stimulated with Staphylococcus enterotoxin B (SEB; positive
control), or with the spike peptide mix for 4 hours at 37°C. After
incubation, bulk lysis and surface and intracellular staining were
performed per EuroFlow guidelines.®® The panel composition is
given in supplemental Table 1. Samples were measured on BD
FACS Lyric or Miltenyi MACS Quant 10 flow cytometers, which
were aligned in accordance with EuroFlow standards and sub-
jected to biannual EuroFlow quality control ring trials.®®”° Primary
flow cytometry data were analyzed using Infinicyt (version 2.0.4b;
Cytognos SL, Salamanca, Spain). Normalized proportions of SEB-
activated and spike-specific T cells (expressed as percentages of
the samples’ total CD4™ T cells and CD8" T cells, respectively)
were obtained by subtracting the respective frequencies of the
negative control in the same sample from the raw frequencies.
Fourteen unvaccinated and self-reportedly noninfected control
participants were used to calculate the limit of detection (LOD)
as the mean + 2 standard deviations. Samples >LOD (0.00459%
for CD4*TNFatIFNy*IL-2* T cells and 0.00287% for CD8*
TNFa*IFNy*IL-2* T cells) were considered positive. We report on
triple cytokine-positive, polyfunctional CD4* cells and CD8* cells
(for gating refer to supplemental Figure 1; examples shown in
supplemental Figure 2). The absolute numbers of spike-specific
and SEB-responsive T cells per pL blood were calculated back
from the numbers of T cells measured using immune monitoring
tube 1.
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Immune monitoring

The immune monitoring panel comprised 3 eight-color tubes
(supplemental Table 1) stained in accordance with the EuroFlow
guidelines®® and acquired on a MACSQuant 10. In total, 121 distinct
cell populations were identified using standardized gates and Infinicyt
software (detailed in supplemental Figures 3-5). Numbers of cells per
pL blood were derived from relative measurements of cell populations
(of total leukocytes) via flow cytometry, and the total white blood count
was determined with a Sysmex XP-300 cell counter (Sysmex Europe
GmbH, Norderstedt, Germany).

SARS-CoV-2-specific IgG

SARS-CoV-2-specific immunoglobulin G (IgG) was measured
using an enzyme-linked immunosorbent assay, as previously
described®® (Roche Elecsys Anti—-SARS-CoV-2 S assay, Roche
Diagnostics International Ltd, Rotkreuz, Switzerland). The test
detects antibodies to the receptor binding domain of the spike
protein. The assay is calibrated so that 1 U/mL directly equals 1
binding antibody unit per mL (standardized according to World
Health Organization).?® Titers >0.8 U/mL were considered positive.

Statistics

Statistical analyses were performed using R (version 4.2.1).”"
Response levels below the LOD were set to the respective LOD
if not stated otherwise. Kruskal-Wallis followed by Dunn tests were
used to detect differences in central tendency. Welch one-way
analysis of variance with subsequent Games-Howell tests were
used to detect differences in means. If not stated otherwise,
medians were reported for metric data. Count data were compared
using Fisher exact test. Robust tree-based feature selection with
Monte-Carlo methods was performed using the R package rmcfs
(version 1.35) with standard cut-offs.”>  Subsequent

multiparametric logistic regression models were generated using
the R package logistf (version 1.24.1) including all parameters
selected by rmcfs in the full cohort or the 3 subcohorts.

Results

Clinical data

We studied 91 healthy control participants, 42 patients with
lymphoid, and 88 patients with myeloid malignancies (Table 1;
detailed in supplemental Table 2). The healthy control group was
younger and comprised more women than the patient groups.
Moreover, patients with myeloid neoplasms were significantly more
often actively treated than patients with lymphoid neoplasms. We
found no significant differences in terms of prior infections, vacci-
nation type, or white blood count.

Details on disease status and detection of spike-specific IgG
before vaccination are provided in the supplemental Results.

SARS-CoV-2 specific CD8* T-cell, CD4* T-cell, and
IgG responses in patient cohorts and healthy controls

We compared SARS-CoV-2 spike-specific CD4" T-cell, CD8"
T-cell, and IgG responses between controls and both patient
cohorts (Table 2) and additionally subdivided patients who were
actively treated and those who were (at least currently) untreated
(supplemental Table 3).

Compared with healthy controls, fewer patients with lymphoid
malignancies demonstrated a seroconversion after vaccination
(99% vs 78%; P < .001). The reduced ability to generate SARS-
CoV-2-specific IgG was similarly reflected by the antibody titers of
responders: we measured median antibody titers of 222 U/mL in
patients with lymphoid malignancies but sevenfold higher titers in

Table 1. Demographic and clinical data for controls as well as patients with lymphoid and myeloid neoplasms

Healthy controls,

Lymphoid neoplasms,

Myeloid neoplasms,

Variable n=091* n =42* n = 88" P valuet
Age (y) 52 (38; 62) 66 (48; 74) 62 (52; 67) <.001
Sex .033
Female 54 (59%) 17 (40%) 37 (42%)
Male 37 (41%) 25 (60%) 51 (58%)
WBC 6.10 (5.30; 7.75) 5.40 (4.10; 6.77) 6.00 (4.27; 8.38) 2
SARS-CoV-2 vaccination scheme .07
Vector based 13 (14%) 4 (9.5%) 11 (12%)
2x mRNA-based 62 (68%) 37 (88%) 69 (78%)
Only onet 16 (18%) 1 (2.4%) 8 (9.1%)
Prior SARS-CoV-2 infection 7
Yes 3 (3.3%) 1 (2.4%) 5 (5.7%)
No 88 (97%) 41 (98%) 83 (94%)
Current cancer treatment .04 (lymphoid vs myeloid)
Yes 0 (0%) 21 (50%) 60 (68%)
No 91 (100%) 21 (50%) 28 (32%)

WABC, white blood cell count.
*Median (Q1 and Q3); n (%).
tKruskal-Wallis rank sum test; Fisher exact test.

$Summarizes in-label Ad26.COV2.S (Janssen) and off-label single-shot immunization using either mRNA vaccine.
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Table 2. Comprehensive comparative analysis of vaccination responses in patients and healthy controls

Healthy control,

Lymphoid neoplasms,

P value healthy vs

Myeloid neoplasms,

P value

healthy vs

Variable N n=91 n=42 lymphoid neoplasms* n =288 myeloid neoplasms*

Spike-specific IgG detectable 219 90 (99%) 32 (78%) <.001 86 (99%) 1
(n [%] of participantst)

Spike-specific IgG levels (U/mL)# 208 1554 (433; 3079) 222 (92; 2115) .02 942 (144; 2384) A1

Spike-specific CD4™ T cells 221 67 (74%) 30 (71%) .8 47 (53%) .005
detectable (n [%] of participantst)

Spike-specific CD4™ T cells 144 0.166 (0.093; 0.251) 0.165 (0.061; 0.248) 7 0.111 (0.075; 0.238) 7
(cells per pL blood)*

Spike-specific CD4" T-cells 144 0.012 (0.008; 0.02) 0.024 (0.007; 0.035) 12 0.018 (0.010; 0.027) .26
(% of CD4™ T-cells)*

Activated CD4* T cells by SEB 221 81 (89%) 41 (97.6%) 2 80 (91%) .8
detectable (n [%] of participantst)

Activated CD4" T cells by SEB 202 9.9 (3.9; 17.3) 6.9 (4.3; 14.7) .6 5.7 (2; 9.8) .009
cells per 00
(cells per pL blood)+

Activated CD4" T cells by SEB 202 0.82 (0.47; 1.25) 1.71 (0.77; 2.81) <.001 0.55 (0.34; 1.20) .24
(% of CD4%)+

Spike-specific CD8" T-cells 221 38 (42%) 13 (31%) i 25 (28%) .08
detectable (n [%] of particpantst)

Spike-specific CD8" T cells 76 0.038 (0.022; 0.085) 0.085 (0.015; 0.057) 5 0.050 (0.019; 0.168) 5
(cells per pL blood)*

Spike-specific CD8" T cells 76 0.008 (0.005; 0.017) 0.009 (0.004; 0.012) 9 0.014 (0.005; 0.027) 4
(% of CD8™)+

Activated CD8" T cells by SEB 221 82 (90.1%) 41 (97.6%) 2 82 (93.2%) .6
detectable (n [%] of participantst)

Activated CD8" T cells by SEB 205 4(1.9; 7.4) 4.4 (2.7; 8.9) 5 3 (0.9; 7.3) 2
(cells per pL blood)#

Activated CD8" T cells by SEB 205 0.86 (0.36; 1.50) 1.15 (0.59; 2.01) 14 0.76 (0.26; 1.65) 6

(% of CD8%)#

Significant (<0.05) P values are highlighted in bold.

*P values calculated using Dunn post hoc test (continuous data) or Fisher exact test (categorical data).
tNumbers and percentages of participants who show a response in spike-specific IgG, CD4* T cells, and CD8" T cells as well as in SEB-activated CD4* T cells and CD8" T cells are

tabulated by patient and control groups.

#Spike-specific IgG levels are provided in U/mL, spike-specific and SEB-activated CD4* T cells and CD8" T cells, respectively, are provided as percentage of the respective T-cell
subpopulations and as counts of polyfunctional T cells per pL blood (medians, Q1 and Q3). These data were calculated based upon all participants with detectable IgG, polyfunctional CD4* T

cells, and CD8™ T cells, respectively.

healthy controls (15654 U/mL; P = .02). The reduced seroconver-
sion rate as well as reduced antibody titers affected predominantly
those patients with lymphoid neoplasms under active treatment.
Patients with myeloid malignancies showed the same high sero-
conversion rate as the control cohort and a nonsignificant trend
toward lower IgG antibody titers.

SARS-CoV-2-specific polyfunctional CD4" T cells were detect-
able in a lower proportion of patients with myeloid neoplasms
(53%) than in the control cohort (74%, P = .005), whereas no
significant difference could be observed between controls and
patients with lymphoid malignancies. Responding controls and
patients did not differ in the numbers of spike-specific CD4" T
cells: we detected at median 0.166, 0.165, and 0.111 polyfunc-
tional CD4* T cells per pL. This pattern suggests that a particular
subgroup of patients with myeloid neoplasms was unable to mount
a polyfunctional spike-specific CD4* T-cell response, whereas the
remaining patients with myeloid neoplasms and the patients with
lymphoid neoplasms showed CD4* T-cell activation at the control
level. Considering similar CD4" T-cell response rates in patients
receiving treatment and those who were not (supplemental
Table 3), active treatment apparently does not explain subgroups
with different vaccination results in myeloid malignancies.
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Fewer CD4™ T cells were activated upon T-cell receptor (TCR)-
mediated, antigen-unspecific stimulation in patients with myeloid
neoplasms compared with healthy participants (5.7 vs 9.9 poly-
functional CD4" T cells per pL), whereas the percentages of
responding CD4* T cells were comparable (0.55% vs 0.82%). In
contrast, we observed an increased percentage of CD4" T cells
activated by SEB in patients with lymphoid neoplasms as
compared with healthy controls (1.71% vs 0.82%). This suggests
that the CD4% T cells in patients with lymphoid neoplasms are
easier to activate, and this effect might compensate for the lower
numbers of CD4"* T cells. The effect might be particularly relevant
when patients are being actively treated (supplemental Table 3).

The proportion of participants with detectable SARS-CoV-2-spe-
cific polyfunctional CD8" T cells and the numbers of these cells did
not differ between controls and both patient cohorts. Moreover,
CD8" T cells from both patient groups could be as readily acti-
vated by SEB as those from control participants. Patients with
lymphoid malignancies actively undergoing treatment might even
possess an increased response to SEB (supplemental Table 3).

In summary, patients with lymphoid malignancies mounted an
insufficient 1gG response accompanied by a normal or even
improved CD4* T-cell function against SARS-CoV-2. Patients with
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myeloid neoplasia had normal spike-specific IgG levels, but a major
subpopulation of these individuals presented with a defective
CD4* T-cell response. Spike-specific CD8* T-cell immune
responses were preserved in both patient groups.

In-depth immune phenotyping in patient cohorts and
healthy controls

Having demonstrated differences in CD4* T-cell and IgG response
rates toward vaccination between patients with myeloid malig-
nancies and those with lymphoid malignancies, we searched for
mechanistic explanations and, therefore, characterized the
composition of the immune system in the cohorts.

In contrast to the largely unaffected myeloid lineage, we observed a
significant lymphopenia in both patients with myeloid malignancies
and those with lymphoid malignancies (Table 3; supplemental
Figure 6). T cells, B cells, and natural killer (NK)-cells were all
significantly reduced in both patient cohorts compared with in
healthy controls, with greater numerical reductions observed for
patients with lymphoid neoplasia.

We found a reduction in the number of CD4" T cells in both patient
cohorts. Within the CD4* T-cell compartment, all maturation steps,
except the effector memory CD4* T cells in lymphoid neoplasia were
significantly reduced. Naive CD4™ T cells were diminished the most:
patients with lymphoid neoplasms exhibited only a quarter of the
number of naive CD4" T cells compared with that in the healthy
controls (100 vs 398 cells per uL). Similarly, the controls had twice as
many naive CD4™" T cells than patients with myeloid neoplasms (398
vs 194 cells per pL). A significant overall reduction of CD8" T cells

was demonstrated in patients with myeloid neoplasms, whereas
patients with lymphoid neoplasms presented nearly normal CD8*
T-cell numbers. Nevertheless, naive CD8" T cells were reduced in
both patient cohorts when compared with the control population.

A systematic comparison of both patient cohorts with the normal
control group and between each other (supplemental Figure 6)
revealed that both patient cohorts presented similar reductions of
many different T-cell subpopulations. In lymphoid, compared with
myeloid malignancies, fewer T cells, naive regulatory T cells, and
naive CD4* T cells were detected. Patients with lymphoid neo-
plasms presented not only fewer CD4" T cells expressing inhibitory
molecules TIM3”® and LAGS3,”* but also fewer CD4* T cells
expressing the activating NKG2D molecule.”®

A complete list of all 121 investigated parameters, including
descriptive statistics, is provided in supplemental File 2.

Taken together, the immune system of patients with lymphoid or
myeloid malignancies resembled each other with an overall lym-
phopenia and a pronounced reduction in naive CD4* T cells, which
might reflect a contraction of the reservoir of CD4™ T cells that are
able to respond to vaccination. Both patient cohorts differed
between each other in the numbers of naive CD4* T cells and
regulatory T cells as well as in the expression of inhibitory and
activating receptors on CD4" T cells.

Parameters associated with spike-specific CD4*
T-cells, CD8* T-cell, and IgG responses

We investigated whether immunophenotypic or demographic
parameters or the type of vaccination were significantly associated

Table 3. Differences in major leukocyte subsets per pL blood between patients with hematological neoplasia and healthy controls

Healthy control* Lymphoid neoplasms*

P value healthy vs Myeloid neoplasms* P value healthy vs

Population (n=87) (n=41) lymphoid neoplasmst (n = 86) myeloid neoplasms+t
Myeloid cells 3424 (2737; 4775) 3461 (2680; 4286) ol 4056 (2429; 6338) .5
Neutrophils 2789 (2215; 3947) 2771 (2167; 3707) .8 3190 (1868; 56324) .6
Eosinophils 83 (46; 151) 72 (35; 102) 2 68 (35; 165) 4
Monocyten 412 (328; 612) 417 (343; 538) 1 404 (295; 633) 9
Lymphocytes 2529 (2073; 3189) 1556 (1150; 2536) <.001 2031 (1462; 2864) .002
B cells 304 (206; 462) 160 (47; 542) .03 251 (122; 384) .03
T cells 1937 (1513; 2390) 1220 (752; 1675) <.001 1520 (993; 2150) .002
CD4™ T cells 939 (643; 1293) 421 (258; 694) <.001 577 (355; 928) <.001
Naive CD4* T cells 398 (232; 641) 100 (36; 194) <.001 194 (88; 389) <.001
CM CD4* T cells 330 (218; 491) 184 (115; 306) .001 224 (141; 346) .001
EM CD4" T cells 89 (58; 144) 77 (40; 116) .06 55 (34; 88) .002
TE CD4* T cells 7 (3; 20) 2 (2;10) .02 3(2; 11) .009
CD8"* T cells 444 (277, 581) 380 (258; 532) 4 284 (178; 443) .001
Naive CD8* T cells 106 (49; 164) 35 (18; 111) .002 53 (23; 103) .002
CM CD8* T cells 43 (283; 68) 31 (17; 59) 2 28 (15; 55) .01
EM CD8" T cells 89 (47; 173) 95 (61; 150) .7 57 (33; 118) .02
TE CD8* T cells 132 (50; 203) 116 (72; 212) .6 100 (33; 168) A
NK cells 293 (182; 425) 209 (103; 292) .003 231 (122; 355) .04

CM, central memory cells (CD45RA”CCR7*); EM, effector memory cells (CD45RA™CCR77); TE, terminal effector cells (CD45RA*CCR77).

Significant (<0.05) P values are highlighted in bold.

*Median (Q1 and Q3); n (%); T-cell maturation parameters (CCR7, CD45RA) could not be assessed in 1 healthy control, 3 patients with lymphoid, and 1 patient with myeloid neoplasia

because of technical reasons.
1P values calculated using Dunn post hoc test.
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Figure 1. Parameters associated with vaccination responses. Univariate analyses of (A) vaccination response parameters, (B) clinicodemographic features, and (C) immune
signatures in study participants based on CD4" T-cell, CD8* T-cell, and IgG responses. (left) Groups of study participants with detectable spike-specific CD4* response

(n = 144) compared with those without detectable CD4* response (n = 77). Analogously, (middle) comparison of participants with spike-specific CD8" response (n = 76) with
CD8* nonresponders (n = 145); (right) participants with specific IgG levels above median (n = 109) vs participants with lower spike-specific IgG (n = 110). Each line represents a
vaccination response parameter, clinicodemographic feature, or specific population from in-depth immunophenotyping (expressed as cells per pL). Green cells denote higher age,
higher IgG titers, higher percentages of women, and of recipients of heterologous vaccination schemes, as well as higher cell numbers per pL blood for all other features in CD4*,
CD8*, and IgG responders. Red cells indicate lower respective values in responders. Shown are all parameters with at least 1 of the 3 P values < .05 and for comparison, also the
percentage of patients under active treatment. A total of 121 immunophenotypic parameters were analyzed. CD4po5meg: With/without detectable spike-specific CD4™ T-cell
response; CD8po¢/neg, With/without detectable spike-specific CD8* T-cell response; CM, central memory; CoV2Sc, after stimulation with spike peptides; cytokine™, polyfunctional
activated T cells; DN, CD4~CD8™ double-negative T cells; DP, CD4"CD8* double-positive T cells; EM, effector memory; I9Giposineg: With/without spike-specific IgG levels above

median; TE, terminal effector.

with detectable polyfunctional spike-specific CD4" T cells and Participants with detectable spike-specific CD4™ T cells (CD4p5)
CD8* T cells or with above-median spike-specific IgG titers were more frequently vaccinated with at least 1 dose of vector-
(Figure 1; detailed in supplemental File 2). based AZD1222 vaccine when compared with nonresponders
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Table 4. Demographic, clinical, and vaccination response data for
participants grouped based on the vaccination scheme

Vector 2x mRNA-
based, Only 11, based, P
Variable n=28" n = 25* n=168" valuet
Age (y) 53 (45; 60) 55 (48; 61) 60 (47; 69) .05
Sex 2
Female 13 (46%) 8 (32%) 87 (52%)
Male 15 (54%) 17 (68%) 81 (48%)
WBC 5.5 (4.5; 6.1) 5.7 (4.7; 7.1) 6.3 (4.8;8.2) A
Study cohort .07
Healthy control 13 (46%) 16 (64%) 62 (37%)
Lymphoid neoplasms 4 (14%) 1 (4%) 37 (22%)
Myeloid neoplasms 11 (39%) 8 (32%) 69 (41%)
Prior SARS-CoV-2 infection <.001
Yes 0 (0%) 7 (28%) 2 (1.2%)
No 28 (100%) 18 (72%) 166 (98.8%)
Current cancer treatment 4
Yes 11 (39%) 6 (24%) 64 (38%)
No 17 (61%) 19 (76%) 104 (62%)
Spike-specific IgG detectable 26 (93%) 23 (96%) 159 (95%) 9
(n [%] of participants)
Spike-specific CD4™ T cells 27 (96%) 15 (60%) 102 (61%) .001
detectable (n [%]
of participants)
Spike-specific CD8" T cells 20 (71%) 8 (32%) 48 (29%) <.001

detectable (n (%)
of participants)

Vaccination success is expressed as percentage of study participants with detectable
spike-specific IgG, CD4*, and CD8" responses, respectively. WBC, white blood cell count.

Significant (<0.05) P values are highlighted in bold.

*Median (Q1 and Q3); n (%).

tSummarizes in-label Ad26.COV2.S (Janssen) and off-label single-shot immunization
using either mRNA vaccine.

#Kruskal-Wallis rank sum test; Fisher exact test.

(27 of 144 vs 1 of 77; P<.001). CD4,, individuals at median had
higher spike-specific I1gG titers (1500 vs 176 U/mL; P < .001)
and more spike-specific CD8* T cells (0.019 vs 0.016 cells per pL;
P =.007). These CD4"* T-cell responders also showed a stronger
activation upon antigen-unspecific, TCR-dependent stimulation
using SEB (CD4™ T cells: 8.0 vs 4.0 cells per pL and CD8" T cells:
4.3 vs 1.9 cells per plL). CD4. participants were younger than
nonresponders (55 vs 62 years; all P<.001) and had significantly
more frequent CD4~CD8™ double-negative T cells’® lacking both
CD45RA and CCR7 and an increased frequency of HLA-DR*
among those cells.

A vector-based vaccine was more frequently used in participants
with detectable spike-specific CD8* T cells (CD8y0s, 20 of 76)
compared with nonresponders (8 of 145; P <.001). CD8,. par-
ticipants had higher IgG titers (1621 vs 623 U/mL; P <.001). As
expected from the data mentioned above, we detected more spike-
specific CD4* T cells in CD8,,s individuals (median: 0.16 vs 0.07
cells per pL; P <.001). SEB stimulation induced a stronger CD4™*
T-cell response in CD8,,, individuals (median 8.3 vs 5.5 cells per
pL, P = .006), whereas the CD8"* T-cell response to SEB was
comparable (medians 3.2 vs 4.3 cells per pL; P=1). Furthermore,
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we found a significantly higher number of CD4* T cells and
naive CD4"* T cells (median, 357 vs 208 cells per uL; P = .006)
in CD8_, individuals. Moreover, the numbers of PD-
1*CD56°™CD8* T cells and CD56“™CD8* NK cells were
significantly lower in the CD8,.s group, whereas the number of
CD56""9" NK cells was elevated (supplemental File 2).

Given the remarkable benefit for the vector-based AZD1222 to
induce spike-specific T-cell vaccination responses, we specifically
compared study participants by vaccination scheme (Table 4).
Vaccinees who received schemes that included vector-based
AZD1222 were marginally younger than the remaining partici-
pants but exhibited no other clinical or demographic features
suggestive of a higher likelihood for a successful immunization.
When analyzed based on the participant cohort, AZD1222
induced a detectable, specific CD4* T-cell response in 100% (13
of 13) of healthy controls, 100% (4 of 4) of patients with lymphoid
neoplasms, and 90% (10 of 11) of patients with myeloid neo-
plasms, whereas fully mRNA-based vaccination schemes resulted
in measurable CD4" T-cell responses in 73% (45 of 62; P =.03),
68% (25 of 37; P = .3), and 46% (32 of 69; P = .008), of the
participant cohorts, respectively. Similarly, vector-based prime-
boost vaccination also more frequently induced spike-specific
CD8" T-cell responses in controls (vector, 11 of 13 [85%] vs
mRNA, 21 of 62 [34%]; P=.001), lymphoid malignancies (vector
2 of 4 [60%] vs mRNA, 11 of 37 [30%]; P = .6), and myeloid
malignancies (vector, 7 of 11 [64%] vs mRNA, 16 of 69 [23%)];
P = .01). However, quantitatively, spike-specific T cells per pL
blood in responders did not differ significantly between mRNA-
based vaccination schemes and AZD1222 immunization.

Finally, we compared participants with (IgG*) and without spike-
specific IgG titers above the overall median titer 120 days after
vaccination. Individuals who were IgG™* were younger (median: 54
vs 63.5 years; P<.001) and more often female (65 of 109 vs 42 of
110; P=.002). Spike-specific CD4* T cells were roughly twice as
frequent in IgG* compared with IgG~ patients and controls
(medians: 0.13 vs 0.07 cells per pL blood; P < .001). A stronger
IgG response was associated with higher B-cell counts (median:
318 vs 196 cells per pL). Total lymphocyte and T-cell numbers
followed this pattern, as did the numbers of various T-cell and NK-
cell subpopulations (supplemental File 2). Of note, the numbers of
naive CD4" T cells were also increased in individuals who were
IgG* compared with those who were IgG~ (median 334 vs 186
cells per pL; P <.001).

In general, strong vaccination responses of CD8"* T cells, CD4"
T cells, and IgG cooccur when all participants are analyzed
together and when the quantitative strength of the responses (ie,
titers and cell counts) are considered. Furthermore, a responsive
immune system can be characterized by sufficient numbers of
naive T cells’” and the responsiveness of T cells after a TCR-
mediated, antigen-independent stimulation. Importantly, spike-
specific T-cell responses were detected in a higher fraction of
study participants when vector-based vaccinations were used.

Multivariable response models

Lastly, we identified parameters that were independently associ-
ated with SARS-CoV-2-specific CD4* and CD8"* T-cell and IgG
vaccination responses using multivariable logistic regression
models. We included parameters identified as important using a
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Monte Carlo—based feature selection approach (supplemental
Figure 7) along with parameters significantly associated with the
response in univariable analyses: age, sex, and the vaccination
type. Owing to published evidence on the significance of the cur-
rent treatment status,®>7® the initial models were also fitted to
include this parameter.

The generic model identified vaccination with at least 1 vector-
based vaccine dose (odds ratio [OR], 10.7), the CD8* antigen-
unspecific T-cell responsiveness (OR, 1.05), and spike-specific
IgG titers (OR, 1.2) as significantly associated with a spike-
specific CD4" T-cell response (Figure 2). Patients with myeloid
neoplasms were significantly less likely to mount a detectable
CD4* T-cell response (OR, 0.3). Exclusively for healthy controls,
the model retained a positive association with IgG titers (OR, 2.76)
and with unspecific CD8" T-cell responsiveness (OR, 1.39). With
lower participant numbers, the models for each subgroup sepa-
rately did not identify any other parameter as being significantly

associated with CD4™ T-cell response. However, the chance of
developing a spike-specific CD4" T-cell response was numerically
higher when at least 1 vector-base vaccine dose was given to
control participants (OR, 3.72) and patients with myeloid neo-
plasms (OR, 4.65).

Similarly, the CD8" T-cell response was also significantly associ-
ated with a vaccination scheme that included at least 1 vector-
based dose as compared with 2 doses of a mRNA-based vac-
cine (OR, 6.56). Furthermore, the numbers of spike-specific CD4*
T cells were associated with a CD8" T-cell response. The
subgroup-specific models underlined the statistically significant
beneficial effect of using at least 1 vector-based vaccine for the
control group (OR, 4.56) and patients with myeloid neoplasms
(OR, 12.71). In contrast to our observations for the CD4* T-cell
response, for patients with myeloid neoplasms, ongoing therapy,
when being vaccinated, lowered the chance of developing a
measurable CD8* T-cell response.
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Figure 2. Multivariable regression of factors associated with response to vaccination against SARS-CoV-2 in patients with hematological neoplasms and in

controls. Parameters rated important by the feature selection algorithm (supplemental Figure 7) in 1 of the 4 groups were included in every model. ORs and the 95% confidence

intervals are indicated. Reference groups for the categorical parameters were belonging to the healthy control group, female sex, 2 mRNA-based vaccine doses, and no current

treatment. The CD4" T-cell, CD8* T-cell, and IgG vaccination response models were calculated for the total study population as well as for the 3 study cohorts, separately.

Parameters in green show an OR <1 and parameters in violet an OR >1. The size of vaccination groups “only 1" (n = 1) and “with vector” (n = 4) precluded an analysis of

vaccination scheme in lymphoid neoplasia models. *P < .05; **P < .01; ***P < .001.
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The serological response was negatively affected by older age,
being male, currently receiving therapy, and by having received only
a single immunization. In contrast, having measurable spike-specific
CD4* T cells was positively associated with an IgG response. Of
note, the numbers of B cells were not associated with an IgG
response in the multivariable models.

In summary, the multivariable models confirmed a strong interde-
pendence of spike-specific CD8" T-cell, CD4" T-cell, and IgG
responses to vaccination across the study cohorts of patients and
controls. Of particular interest was the observation of a higher
likelihood of mounting spike-specific CD8* and CD4% T-cell
responses upon vector-based vaccination. None of the immuno-
phenotypic parameters showed an association to the cellular or
humoral vaccination immunity independent of the respective other
spike-specific immune response outcomes and the vaccination
scheme.

Discussion

In order to elucidate immunological mechanisms for vaccination
success and failure, we, herein, provide a comprehensive charac-
terization of the specific CD8* T-cell, CD4* T-cell, and serological
immunity induced by SARS-CoV-2 vaccination in 130 patients with
hematological malignancies and 91 healthy controls. To the best of
our knowledge, our study is the first to measure polyfunctional
spike-specific T-cell responses using a dedicated assay in a large
cohort of patients with lymphoid or myeloid neoplasms.

The flow cytometry assay used in this study allows the separate
analysis of spike-specific CD8" T-cell and CD4* T-cell responses,
unlike, for example, the enzyme-linked immunospot assay used by
others.**°879 Taking advantage of this technical feature, we could
demonstrate (Table 2) that the reduced T-cell response in myeloid
malignancies affects CD4" T cells only, whereas the CD8" T-cell
response can be detected with the same frequency and strength as
those in controls and patients with lymphoid malignancies. The
reduction in CD4" T-cell responsiveness appears to be restricted to
a distinct subgroup of patients with myeloid malignancies, because
the counts of SARS-CoV-2-specific CD4* T cells in responders
equal the counts in healthy controls. T-cell responses without
seroconversion were detectable in a sizable fraction of patients with
lymphoid malignancies.”® That dissociation of humoral and cellular
vaccination immunity in hematological malignancies has very recently
also been described by other groups.*#°%798°

To explain the differences in responses between myeloid and
lymphoid neoplasia, we hypothesized that certain myeloid neo-
plasms and their treatment might specifically impair the CD4* T-
cell compartment, whereas the treatment of lymphoid malignancies
might interfere with a B cell-mediated vaccination response. We
sought to elucidate mechanistic links between vaccination success
and disease categories using in-depth immunophenotyping of 121
distinct cell populations. However, these investigations mainly
revealed similarities between both patient groups: lymphopenia
affecting T, B, and NK cells as well as a profound reduction of the
naive compartment in CD8"* T cells and CD4™ T cells. We identi-
fied only a few, relatively small CD4* T-cell populations that were
increased in myeloid neoplasm in comparison with lymphoid neo-
plasms. Thus, immunophenotyping did not offer a clear explanation
for the impaired CD4* T-cell immunity co-occurring with preserved
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CD8" T-cell responses in a fraction of patients with myeloid
malignancies.

In order to identify immunophenotypic predictors for the observed
different immune responses by study cohort, we developed multi-
variable models for the prediction of detectable spike-specific
CD8"* T cells and CD4" T cells as well as above-median IgG
levels. Our analyses revealed that the CD8% T-cell response
strongly depended on the CD4" T-cell response reaching statisti-
cal significance in multivariable models of the total study population
and patients with myeloid malignancies and was also evident for
healthy controls and patients with lymphoid malignancies. This
observation suggests that a strong CD8* T-cell response is sup-
ported by an extensive spike-specific CD4% T-cell activation
(Figure 2). Moreover, the CD8" T-cell but not the CD4" T-cell
response is negatively affected by the current treatment. In line with
our observation, a negative impact of the current treatment on T-
cell responses in general had been demonstrated before.®*”%%° |n
our study, we could refine this observation as being only significant
for the CD8" T-cell response.

Reduced titers of anti-SARS-CoV-2 spike-protein IgG as well as
neutralizing antibodies in patients with hematological neoplasms
has previously been described to be likely mediated by B-cell
depletion or suppression.®"®" This is in line with our multivariable
model showing a strong significant effect of current treatment on
the serological response. In our cohort, the numbers of B cells
showed no independent association with the serological response.
We speculate that in our models the same effect might be
captured by the parameter current treatment, which would lead to
a severe B-cell depletion in many lymphoid malignancies. The
multivariable approach also identified a strong spike-specific CD4™*
T-cell response as a beneficial parameter for a strong serological
immunization response for both individuals with myeloid neoplasia
and healthy controls. That interaction was completely lost in
lymphoid malignancies.

Our data endorsed a model with a central role of spike-specific
CD4* T-cell support for both CD8" T-cell and IgG immunization
responses. Patients without an operational B-cell compartment,
such as those with treated lymphoid malignancies, cannot mount
an IgG response even in the presence of a strong CD4" T-cell
activation. They therefore have to rely upon CD8" T cells for pro-
tection from severe COVID-19.%°

For both the CD4™ T-cell and CD8* T-cell responses, we found a
significant beneficial effect of vector-based vaccination schemes.
The healthy controls, but more importantly the group of patients
with myeloid malignancy, appeared to benefit from such a schedule
in terms of response rates (with low patient numbers receiving
vector-based vaccines, the relationship could not be established
for lymphoid neoplasia). Very recently, it had been shown that in
healthy vaccinees, a heterologous prime-boost immunization
resulted in higher T-cell reactivities as compared with homologous
vaccination using mRNA vaccines only.?%%"¢%%* To our knowl-
edge, no such studies had been performed with focus on individ-
uals who are immune compromised. If confirmed in additional
studies, our results suggest revisiting heterologous vaccination
schemes for those vulnerable patient groups.

Published data on T-cell responses to SARS-CoV-2 vaccination in
patients with hematological neoplasms are sparse and sometimes
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conflicting.3*4:4%:57:58,66,79.80.82:86 The majority of studies used
enzyme-linked immunospot assays to assess T-cell responses and
thus were not able to distinguish between CD4* T-cell and CD8*
T-cell responses or measure polyfunctional responses. In contrast,
we had established an intracellular cytokine staining assay using
minimal sample manipulation to calculate the exact numbers of
spike-specific CD4" T cells and CD8* T cells. We were able to
detect spike protein—specific polyfunctional CD4" T-cell responses
in 74% of all healthy participants and spike protein—specific poly-
functional CD8" T-cell responses in 42% of all healthy donors. The
frequencies of spike-specific polyfunctional CD4" T cells ranged
from 0.00459% (our LOD) to 0.5% among all CD4* T cells and
from 0.00287% to 0.6% among all CD8* T cells, and thus match
respective values published, for example by Cohen et al.®®> Seminal
work by Sahin et al®” reported CD4* and CD8" T-cell responses in
95% and 76%, respectively, of all participants, 7 days after sec-
ondary immunization with tozinameran, with frequencies ranging
from 0.02% to 0.1% and from 0.01% to 1.44% for interferon-y*
CD4* and CD8* T cells, respectively. These studies indicate that
CD8" T-cell responses are less frequently detectable than CD4*
T-cell responses. Our results are within these published ranges.”

Beside the technically advanced assay used to quantify T-cell
responses, another strength of our study is the large control cohort that
was treated and investigated exactly like the patient cohorts. As a major
drawback, we acknowledge that our patient cohorts are heteroge-
neous in terms of diseases and treatments. This heterogeneity and the
resulting low number of study participants with particular clin-
icodemographic and disease features most probably explain the lack of
statistical significance of certain associations in our multivariable ana-
lyses. Thus, our cohort is a cross-sectional representation of the
patient's spectrum that allows the generation of hypotheses for patient
groups but not disease or treatment-specific analyses.

Although there are convincing data to link spike-specific IgG
responses in vaccinees with protection from disease, such corre-
lations between spike-specific CD4* T-cell and CD8* T-cell counts
as a quantitative correlate of protection against symptomatic or
severe COVID-19 remain to be established.'®?° In an attempt to
clarify this in the future, we are currently assessing long-term
clinical outcomes in our study participants.

In conclusion, our study untangles the links and differences
between the 3 arms of the adaptive immune system in a large,
healthy control group compared with those in patients with malig-
nancies of the lymphoid and myeloid lineage. These clear

References

differences in responses reported herein call for tailored vaccina-
tion plans that might be additionally refined using the monitoring of
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