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Zusammenfassung

Einleitung:

Patienten mit primaren Immundefekten, darunter die Krankheitsbilder common variable
immunodeficiency disorders (CVID) und unclassified antibody deficiency (UAD), tragen
ein erhohtes Risiko fur schwere Verlaufe einer Influenzainfektion. Die standige
Impfkomission des Robert Koch-Institutes empfiehlt bei diesen Patienten jedes Jahr die
saisonale Influenzaimpfung durchzufuhren. Die Daten zur diesbezuglichen Impfantwort
von CVID-Patienten sind sparlich und teilweise widerspruchlich. Aktuell existieren keine
Studien, die explizit die Impfantwort von UAD-Patienten gegen Influenza untersuchen.

Zielsetzung:
Ziel dieser Arbeit war es die humorale und T-zellulare Impfantwort nach der Gabe des
Influenzavakzins der Saison 2013/2014 von CVID- und UAD-Patienten im Vergleich mit

gesunden Kontrollprobanden zu untersuchen.

Methodik:

Zwischen Oktober 2013 und Januar 2014 wurden neun gesunde Kontrollprobanden und
je acht CVID- und UAD-Patienten mit einer Dosis des nicht-adjuvantierten saisonalen
Influenzavakzins geimpft. Zur Analyse wurde vor und drei bis sechs Wochen nach der
Impfung Blut abgenommen. Mittels Hamagglutinationshemmtest (HI) wurden
Antikorpertiter gegen die Impfstamme A/California/7/2009 (H1N1), A/Texas/50/2012
(H3NZ2) und B/Massachusetts/02/2012 bestimmt. Zur Interpretation der HI-Titer wurden
die Kriterien der Serokonversion (Vervierfachung des HI-Titers nach erfolgter Impfung
oder Titer-Anstieg auf = 1:40 bei vorheriger Serumnegativitat) und der Seroprotektion
(HI-Titer 2 1:40) verwendet. Zur Messung der T-zellularen Impfantwort und Immunitat
wurde nach Stimulation mit dem Vakzin in vitro durchflusszytometrisch die Produktion
der Zytokine Interferon gamma (IFNy), Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) und
Interleukin 2 (IL2) von CD4*CD40L"*-T-Zellen bestimmt.

Ergebnisse:
Wahrend alle Kontrollprobanden ein humorales Impfansprechen zeigten, konnte nur bei
einem CVID-Patienten eine serologische Impfantwort gegen die Influenza-A-Stamme

nachgewiesen werden. In der UAD-Kohorte zeigten nur vier Patienten gegen



mindestens einen der Impfstamme eine positive humorale Impfantwort. Zusatzlich
waren die HI-Titer vieler Patienten zwar definitionsgemal protektiv, jedoch generell
deutlich niedriger als die der Kontrollprobanden.

Bei sieben CVID- und sechs UAD-Patienten konnte eine den Kontrollprobanden
entsprechende T-zellulare Impfantwort und Immunitat fur IFNy-, TNFo- und IL2-

produzierende antigenspezifische CD4*CD40L*-T-Lymphozyten gemessen werden.

Schlussfolgerung:

Ein Groldteil der CVID- und UAD-Patienten entwickelte eine den gesunden
Kontrollprobanden entsprechende T-zellulare Impfantwort und Immunitat. Fur die
humorale Impfantwort lie} sich dieser Effekt nicht nachweisen. Die
Untersuchungsergebnisse  bekraftigen, dass die saisonale Impfung gegen
Influenzaviren bei beiden Krankheitsbildern von Nutzen ist und daher klar zu empfehlen
ist.



Abstract

Introduction:

Patients with primary immunodeficiencies, including patients suffering from common
variable immunodeficiency disorders (CVID) or unclassified antibody deficiency (UAD),
are considered to be at high risk for severe influenza infections. Annual vaccination
against seasonal influenza is recommended by the German Standing Committee on
Vaccination in these patients. There is no specific knowledge of humoral or cellular
response following influenza vaccination in UAD-patients. Humoral responses to
influenza vaccination in CVID-patients have been shown to be severely hampered.
However, data about the induction of an influenza-specific cellular immunity in patients

with CVID is sparse and contradictory.

Objective:
This study evaluated humoral and T cell-mediated response to the seasonal influenza

vaccine 2013/2014 of CVID- and UAD-patients compared to healthy controls.

Methods:

Between October 2013 and January 2014 nine healthy controls, eight CVID-patients
and eight UAD-patients were given a single dose of non-adjuvanted seasonal influenza
vaccine. Prior to and three to six weeks after vaccination blood samples were taken.
Humoral immunity was assessed by hemagglutination inhibition assay (HI) through
measuring antibody titers against the strains A/California/7/2009 (H1N1),
A/Texas/50/2012 (H3N2) and B/Massachusetts/02/2012 included in the vaccine.
Criteria for humoral response were seroconversion (HI titer increase
pre/postvaccination = fourfold or a HI titer of at least 1:40 with antibodies being absent
prior to vaccination) and seroprotection (HI titer =2 1:40).

T cell-mediated immunity was evaluated by stimulating with the complete vaccine in
vitro followed by measuring the production of interferon gamma (IFNy), tumor necrosis
factor alpha (TNFa) and interleukin 2 (IL2) from CD4*CD40L* T cells.

Findings:
In contrast to healthy controls, only one CVID-patient developed a humoral response
against both A strains. Similarly, only four UAD-patients showed a humoral response



against at least one of the strains included in the vaccine. Additionally, measured
antibodies were protective in many patients but generally low compared to healthy
controls.

Nevertheless, in seven CVID-patients and six UAD-patients frequencies of vaccine-
induced IFNy-, TNFa- and IL2-producing CD4*CD40L" T cells comparable to healthy

controls were detected.

Conclusion:

Despite an impaired humoral response most CVID-patients and UAD-patients mounted
a T cell-mediated immunity comparable to healthy controls. These data suggest that
seasonal influenza vaccination is beneficial in these patients and should therefore be

recommended.



1) Einleitung

1.1) Definition, Charakteristika und Einteilung von Immundefekten
Erkrankungen, die mit einer permanenten oder vorubergehenden Schwachung des
Immunsystems einhergehen, werden unter dem Begriff Immundefekte (Abkdirzung: ID)
zusammengefasst. Atiologisch werden primare von sekundaren ID unterschieden,
wobei erstere angeboren und letztere erworben sind. Mogliche Grinde fur sekundare
ID sind unter anderem Infektionen, Therapieverfahren oder andere Erkrankungen.
Primare ID werden durch Defekte in Genen verursacht, die an der Kontrolle des
Immunsystems beteiligt sind (1). Mittlerweile sind Uber 300 verschiedene Gendefekte
beschrieben (2). Sowohl die humorale als auch die zellulare Immunitat konnen singular
oder kombiniert betroffen sein. Primare ID werden gemaly der International Union of
Immunological Societies in Anlehnung an die zugrundeliegende Ursache in neun

Gruppen eingeteilt (2):

. ID mit beeintrachtigter zellularer und humoraler Immunitat

. Kombinierte ID mit assoziierten oder syndromalen Merkmalen
. ID mit vordergriindigem AntikOrpermangel

. Erkrankungen mit Immundysregulation

. Kongenitale Defekte der Phagozytenzahl und/oder -funktion

. Defekte der angeborenen Immunitat

. Autoinflammatorische Syndrome

. Komplementdefekte

. Phanokopien von primaren ID

Kardinalsymptom von ID ist eine generell gesteigerte Infektanfalligkeit, wobei der
verursachende Erreger Hinweise auf die zugrundeliegende Problematik gibt.
Wiederkehrende virale Infektionen oder chronischer Pilzbefall der Haut sind eher
typisch fur T-zellulare Defekte (1). Rezidivierende Infektionen mit pyogenen bakteriellen
Erregern treten gehauft bei Stérungen der Antikorper-, Komplement- oder
Phagozytenfunktion auf (1). Infektionen per se sprechen jedoch nicht unbedingt flr
einen Defekt, sondern vielmehr zahlen infektiose Erkrankungen zum normalen Alltag
eines intakten Immunsystems. Die Unterscheidung zwischen physiologischer und
pathologischer Infektanfalligkeit ist dabei durchaus schwierig, wobei unterschiedliche



Charakteristika der Infektionen bei der Differenzierung helfen konnen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Eigenschaften physiologischer und pathologischer Infektanfalligkeit.

In Anlehnung an (3). Die Begriffe Minor-Infektionen (z.B. grippaler Infekt, Tonsillitis und leichter
Infekt der oberen Atemwege) und Major-Infektionen (z.B. Pneumonie, Sepsis und Meningitis)
bezeichnen unterschiedliche Schweregrade einer Infektion.

Infektionseigenschaften | Physiologische Pathologische
Infektanfalligkeit Infektanfalligkeit

Haufigkeit Bis zu 8 Minor-Infektionen/Jahr bis | Mehr als 8 Minor-Infektionen/Jahr
zum Kleinkindesalter, danach bis zum Kleinkindesalter und
seltener dariber hinaus

Schweregrad leicht, Minor-Infektionen teilweise schwer, Major-

Infektionen

Verlauf akut chronisch, rezidivierend

Residuen nein ja

Rezidiv mit demselben nein ja

Erreger, opportunistische

Infektionen

Generell sind primare ID seltene Erkrankungen. Laut epidemiologischen Schatzungen
aus den Vereinigten Staaten wird diese Diagnose bei einem von 1200 Menschen
gestellt (4). Den groRten Anteil machen die antikdrperbezogenen ID mit einer Haufigkeit
von 56 bis 65% aus (5, 6). Am haufigsten ist der selektive Immunglobulin A-Mangel bei
dem im Serum erniedrigtes bis fehlendes Immunglobulin (Abklirzung: Ig) A bei normaler
Konzentration von 1gG und IgM vorliegt. Dieser ID ist meist asymptomatisch.
Zweithaufigster primarer ID ist das variable Immundefektsyndrom (engl. common
variable immunodeficiency disorders; Abkiirzung: CVID) (7). Eine aufgrund der
ahnlichen Beschwerdesymptomatik (siehe Abschnitt 1.2) schwierige
Differentialdiagnose zu CVID ist der insgesamt wenig untersuchte unklassifizierte
Antikdrpermangel (engl. unclassified antibody deficiency; Abkiirzung: UAD). CVID und
UAD zahlen zu den humoralen ID, deren Kennzeichen signifikant erniedrigte
Antikorperspiegel von mindestens einer Ig-Klasse im Blut sind (7). Beide Erkrankungen
zahlen dementsprechend zu der Kategorie der ID mit vordergrindigem

AntikOrpermangel (2).




1.2) Diagnosekriterien der ESID fur CVID und UAD

CVID

Laut den Kriterien der European Society for Immunodeficiencies (Abkirzung: ESID)
wird fur die Diagnose CVID eine um mindestens zwei Standardabweichungen (engl.
standard deviation;, Abklirzung: SD) vom altersbezogenen IgG-Spiegel abweichende
Konzentration bei zweimaliger Messung gefordert (8). Daneben mussen erniedrigte
IgA- mit oder ohne erniedrigte IgM-Werte vorliegen. Zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung bei adulten CVID-Patienten liegt die gemessene |gG-Konzentration in
uber 90% der Falle unter 4,5 g/l, wahrend IgA bei 49 bis 70% der Patienten vollstandig
fehlend ist (9). IgM ist in bis zu 80% der Falle erniedrigt (10).

Andere Ursachen eines Antikrpermangels mussen ausgeschlossen werden. Daneben
durfen keine labormedizinischen Befunde eines schweren T-Zell-Defektes vorliegen, die
den Antikorpermangel bedingen konnten. Die Diagnose darf aufgrund des
Reifungsprozesses des kindlichen Immunsystems erst ab dem vierten Lebensjahr
(Abklrzung: LJ) gestellt werden, obwohl Symptome schon friher auftreten konnen.
Klinisch muss mindestens eines der folgenden Symptome vorliegen: erhohte
Infektanfalligkeit, granulomatdose Veranderungen, Autoimmunitat, unerklarliche
polyklonale lymphoproliferative Erkrankung oder eine positive Familienanamnese fur
AntikOrpermangelsyndrome.

Zudem mussen entweder erniedrigte Konzentrationen von B-Gedachtniszellen nach Ig-
Klassenwechsel (engl. class-switched memory B cell; Abkiirzung: cs memBc) und/oder
ein reduziertes Impfansprechen nachgewiesen werden. Von reduzierten cs memBc ist
gemall der ESID ab einer Verminderung auf unter 70% des altersbezogenen
Normalwertes auszugehen. Hingegen werden die Kriterien zur Beurteilung der
Impfantwort nicht naher charakterisiert. In der Praxis wird haufig das humorale
Impfansprechen gegenuber Protein- und Polysaccharid-Antigenen, beispielsweise
anhand der Tetanus- und Pneumokokken-Impfung, evaluiert (9-11). In Abbildung 1 sind

die beschriebenen Diagnosekriterien schematisch dargestellt.



CVID - Diagnosekriterien nach ESID

Abbildung 1: CVID-Diagnosekriterien gemaR der ESID (8).

Far Details siehe Text. Abkirzungen: CD (cluster of differentiation), cs memBc (class-switched
memory B cell), ESID (European Society for Immunodeficiencies), ID (Immundefekt), Ig
(Immunglobulin), LJ (Lebensjahr).

UAD

Patienten mit erniedrigten Konzentrationen mindestens einer Ig-Klasse (IgG, IgM oder
IgA) oder IgG-Subklasse und/oder einer eingeschrankten IgG-Impfantwort, die keiner
anderen Diagnose zugeordnet werden kdnnen, werden gemafy der ESID unter der
Ausschlussdiagnose UAD zusammengefasst (8).

Die differentialdiagnostische Abgrenzung zu CVID ist aufgrund des &hnlichen klinischen
Phanotyps teilweise sehr schwierig. Zur UAD-Diagnosestellung wird zusatzlich eine
erhohte Infektanfalligkeit in Form rezidivierender schwerer bakterieller Infektionen, der
Nachweis einer positiven Familienanamnese, das Vorliegen von
Autoimmunerkrankungen (insbesondere von Autoimmunzytopenien) oder von
lymphoproliferativen Erkrankungen gefordert (8). Auch bei dieser Erkrankung muissen
andere ID und eine eingeschrankte T-zellulare Immunitat ausgeschlossen werden (8).

In Abbildung 2 sind die beschriebenen Diagnosekriterien zusammengefasst.
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UAD - Diagnosekriterien nach ESID

Abbildung 2: UAD-Diagnosekriterien gemaR der ESID (8).
Fir Details siehe Text. Abklrzungen: ESID (European Society for Immunodeficiencies), ID
(Immundefekt), Ig (Immunglobulin).

1.3) Epidemiologie und Atiologie von CVID und UAD

CVID

Die Krankheit CVID tritt mit einer geschéatzten Pravalenz von 1/10.000 bis 1/50.000 auf
(9, 10, 12). Beide Geschlechter sind gleichermalien betroffen (13-16). In der
hellhautigen Bevdlkerung wird CVID am haufigsten diagnostiziert (13, 17, 18). Die
Erkrankung kann prinzipiell in jedem Lebensalter manifest werden (14, 16, 19). In
manchen Studien ist fur die Erstmanifestation ein zweigipfliger Verlauf beschrieben (18,
20). Erste Symptome treten zumeist in der zweiten und dritten Lebensdekade auf,
wohingegen die Diagnose am haufigsten in der dritten und vierten Lebensdekade
gestellt wird (14, 15, 17-19). Zwischen Krankheitsbeginn und Diagnosestellung liegen je
nach Studie durchschnittlich 4 bis 9 Jahre (14-16, 18).

Der Begriff CVID beschreibt eine Gruppe von phanotypisch &ahnlichen
Antikdrpermangelsyndromen, deren Atiologie wahrscheinlich sehr heterogen ist. Die
Erkrankung tritt meist sporadisch auf. In bis zu 20% der Falle liegt eine familiare
Assoziation vor (17, 21), wobei am haufigsten ein autosomal-dominantes
Vererbungsmuster beschrieben wird (21, 22). Aktuell ist die Atiologie der Erkrankung
nicht vollstdndig bekannt. Bei einigen Patienten konnten spezifische genetische

Veranderungen detektiert werden, die jedoch nur fir schatzungsweise 30% der
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Erkrankungen verantwortlich sind (23).

UAD
Insgesamt wurde das Krankheitsbild UAD bisher nur sehr wenig untersucht, sodass zur

Pravalenz und Atiologie aktuell keine genauen Daten vorliegen.

1.4) Klinik von CVID und UAD

CVID

Das klinische Bild ist, wie der Name CVID impliziert, aul3erst variabel. Sowohl infektiose
als auch nichtinfektiose Komplikationen werden beobachtet. Die Erkrankung kann
neben dem Immunsystem zahlreiche andere Organsysteme betreffen (Abbildung 3).

Nasennebenhéhlen nt.}lf_ Sinusitis paranasales

Mittelohr [

;'\AA/
Schilddriise
)

| Otitis media

J

Autoimmunthyreoiditis

N .
Lunge IV e, Pneumonien
Granulome
Bronchiektasen

Milz und
Lymphsystem

Splenomegalie und
Lymphome

Gastrointestinale Komplikationen und Karzinome

~—~ -
(. -'Q.\?.- #  Autoimmun-
\ &8 t.‘*',’ < Fe hamolytische Anamie
\ . 'o',""".‘-’: . .
\ || "3}%.}#‘4 &f Immunthrombozytopenie

Abbildung 3: Uberblick iiber die betroffenen Organsysteme bei CVID-Patienten.

In Anlehnung an Park und Kollegen (5). Auf der linken Seite sind die Organe von gesunden
Personen dargestellt. Auf der rechten Seite sind mdgliche Komplikationen bei CVID-Patienten
abgebildet.

Gastrointestinaltrakt

Erythrozyten g oé \

Thrombozyten ‘ﬁ;‘%ﬁ

a) Pathologische Infektanfalligkeit
Kardinalsymptom primarer ID ist allgemein eine pathologische Infektanfalligkeit. Circa
86 bis 94% der CVID-Patienten leiden unter rezidivierenden Infektionen, wobei am
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haufigsten der Respirationstrakt betroffen ist (15, 17, 18, 24). Das Spektrum reicht von
leichten Atemwegsinfekten bis hin zu schwerwiegenden Lungenentzindungen.
Bronchitiden erleiden bis zu circa 60 bis 70% der Erkrankten (15, 17). Sinusitiden,
Otitiden und Mastoiditiden werden bei circa 35 bis 65% der Patienten beobachtet (15,
17, 20). Pneumonien treten bei 32 bis 78% der Falle auf (15-18, 20). Auslésend sind
meist bakterielle Infektionen. Zu den typischen Erregern zahlen Streptococcus
pneumoniae und Haemophilus influenzae (17, 25). Neben einem atypischen
Erregerspektrum ist die pathologische Infektanfalligkeit folglich vor allem durch
Haufigkeit, Intensitat und Verlauf der Infektionen charakterisiert (26). Durch die
wiederholten Entzindungen entwickeln 23 bis 37% der Falle Bronchiektasen (15-19). In
Folge der Lungenschadigung kann eine respiratorische Insuffizienz mit der
Notwendigkeit einer Sauerstoffgabe bis hin zu einer Lungentransplantation entstehen
(18, 24).

Infektionen des Gastrointestinaltraktes (Abkiirzung: GIT) manifestieren sich vor allem in
vorubergehenden oder dauerhaften Episoden von Diarrhéen. Betroffen sind bis zu 20
bis 40% der Patienten (15, 17, 20). Haufigster nachgewiesener Erreger ist der
Endoparasit Giardia lamblia (15, 17, 20). Andere auslésende Pathogene sind
Kryptosporidien, Campylobacter, Salmonellen, Yersinien und Clostridien (17, 20).
Sepsis, Arthritis und Meningitis sind weitere infektiose Komplikationen (15, 17, 18).
Insgesamt sind opportunistische Infektionen eher untypisch und treten nur bei bis zu
6% der Patienten auf (17, 18).

b) Nichtinfektiose gastrointestinale Komplikationen

Zahlreiche CVID-Patienten erleiden nichtinfektiocse Komplikationen des GIT. Eine
nodulare lymphoide Hyperplasie kann den gesamten Darm betreffen und Iasst sich bei
vielen Patienten nachweisen (15, 17, 18, 20). Als Folge chronisch entzindlicher
Darmerkrankungen, die gehauft auftreten, und der Diarrhden kann sich ein
Malabsorptionssyndrom entwickeln (15, 18). Ebenso konnen Veranderungen im Sinne
einer Zoliakie und einer villosen Atrophie auftreten (17, 18), die jedoch nicht mit
Ernahrungsumstellung therapierbar sind (18).

Auffalligkeiten der Leber sind bei vielen Patienten serologisch, bildmorphologisch oder
histologisch nachweisbar. Nichtinfektiose Hepatopathien entwickeln schatzungsweise
bis zu 10% der Patienten (26). In Leberbiopsien lasst sich haufig eine nodulare
regenerative Hyperplasie nachweisen, die sich trotz teilweiser unauffalliger klinischer
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Verlaufe in serologischen Veranderungen der Leberenzyme auf’ern kann (27, 28). Als
Folge konnen eine portale Hypertension oder eine Cholestase auftreten (28). Aufgrund
der erhohten Infektanfalligkeit sollten Auffalligkeiten der Leber immer Anlass zur Suche
nach bakteriellen und viralen Erregern einer Hepatitis geben.

c) Autoimmunerkrankungen

Ein Teil der Patienten prasentiert sich initial mit Autoimmunphanomenen und diese
treten insgesamt bei circa 20 bis 30% der CVID-Kohorte auf (14-16, 18, 24). Dies liegt
darin begrundet, dass neben einer Immundefizienz auch eine Immundysregulation
besteht. Trotz mangelnder Fahigkeit suffiziente Antikorper gegen Erreger zu bilden,
konnten in einigen Fallen Autoantikbrper nachgewiesen werden (14, 24, 29). Die
Entwicklung von Autoimmunitat ist mit erniedrigten cs memBc assoziiert (30, 31). Am
haufigsten sind die Immunthrombozytopenie (Abkirzung: ITP) und die
autoimmunhamolytische Anamie mit Haufigkeiten bis zu 8% und 6% (32-35). Daneben
sind zahlreiche andere Autoimmunph@nomene beschrieben. Darunter unter anderem
rheumatoide Arthritis (Abklrzung: r.A.), Sicca-Syndrom, Diabetes mellitus (Abkiirzung:
D.m.) Typ |, atrophische Gastritis, Zoliakie, Alopecia universalis (Abklrzung: A.u.) und
Autoimmunthyreoiditis (15, 18, 19, 24).

d) Granulomatdse Veranderungen, Lymphadenopathie und Splenomegalie
Granulomatose Veranderungen betreffen 8 bis 22% der CVID-Patienten (16-19, 36,
37). In der Histologie gleichen die nicht-verkdsenden Granulome dem Bild einer
Sarkoidose (38, 39). Ein Erreger lasst sich typischerweise nicht nachweisen (36).
Granulome konnen gleichzeitig in mehreren Organen auftreten (24, 36-38, 40). Am
haufigsten ist die Lunge befallen. Interstitielle pulmonale Manifestationen werden unter
dem Begriff granulomatous-lymphocytic interstitial lung disease (Abktirzung: GLILD)
zusammengefasst. Bates und Kollegen konnten zeigen, dass diese Komplikation mit
einer deutlichen Prognoseverschlechterung verbunden ist (41). Ein Befall der Lunge
kann sich in chronischem Husten und Ruhedyspnoe aullern (40-42). Zur
Diagnosesicherung sollten eine Computertomographie und Lungenfunktionstests
durchgefuhrt werden (39). Die endgultige Diagnose kann jedoch nur histologisch
gestellt werden (40, 41, 43).

Persistierende Lymphadenopathie und Splenomegalie sind mit 15 bis 26% und 30 bis
41% zwei sehr haufig erhobene Befunde (14, 19). In einigen Fallen ist sogar eine
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Splenektomie erforderlich, haufig zur Therapie von rezidivierenden Zytopenien als
Folge eines Hypersplenismus (15, 18, 24).

e) Malignomerkrankungen

ID mit vordergrindigem Antikorpermangel stellen einen Risikofaktor fur die Entwicklung
von Malignomen dar (44). CVID-Patienten zeigen erhohte Inzidenzen von soliden und
hamatologischen Tumoren, wobei je nach Studie insgesamt circa 3 bis 17% der
Patienten an einem Malignom erkrankten (15-18, 24, 44-46). Das gehaufte Auftreten
von Malignomen scheint in der Mehrzahl der Falle nicht durch spezifische genetische
Veranderungen, sondern vielmehr sekundar durch die Stérung des Immunsystems
bedingt zu sein (45). Insbesondere fur Magenkarzinome und Lymphome wurde eine
erhohte Inzidenz beschrieben (15-18, 24, 44-46). Die Angaben zur Risikoerhohung fur
die Entwicklung eines Lymphoms bzw. Magenkarzinoms liegen je nach Studie in einem
Bereich von 12 bis 30 bzw. von 7 bis 47 (15, 44-46). Die mit CVID assoziierten
Lymphome sind zumeist Non-Hodgkin-Lymphome, treten vor allem extranodal auf und
insbesondere altere Patienten sind betroffen (9).

UAD

Zur Kklinischen Manifestation des Krankheitsbildes UAD existieren bisher nur sehr wenig
Daten. Am bedeutendsten ist eine Untersuchung von Driessen und Kollegen an 21
UAD- und 44 CVID-Patienten (47). Alle Patienten litten an einer erhOhten
Infektanfalligkeit (47). Schwerwiegende Pneumonien und Bronchiektasen traten in
beiden Kohorten mit einer Haufigkeit von circa 50% und 25% vergleichbar haufig auf
(47). Im Gegensatz zu den CVID-Patienten wurden bei keinem der 21 untersuchten
UAD-Patienten nichtinfektiose krankheitsassoziierte Komplikationen beobachtet (47).
Aufgrund der geringen Fallzahl dieser Untersuchung ist jedoch von einer
eingeschrankten Aussagekraft auszugehen. Aktuell wird die Erkrankung UAD im
Rahmen einer noch nicht abgeschlossenen multizentrischen prospektiven

Kohortenstudie, der unPAD-Studie, naher charakterisiert (48).
1.5) Klassifikationen fiir CVID

Zur Klassifikation des heterogenen CVID-Patientenkollektives existieren zahlreiche

Konzepte. Klinisch am bedeutendsten sind die Freiburger-Klassifikation (31) und die
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European classification (Abktirzung: EuroClass) (14). In beiden Ansatzen wird die
prozentuale Verteilung von peripheren B-Lymphozytenpopulationen analysiert. Zur
Unterscheidung der B-Zellpopulationen wird die quantitative Verteilung von Antigenen
gemessen, die unter dem Begriff cluster of differentiation (Abkiirzung: CD)
zusammengefasst werden. CD-Antigene sind eine Gruppe von Molekulen mit
charakteristischer Funktion und zellularer Expression, die zumeist membranstandige
Glykoproteine darstellen. Beide Klassifikationen beziehen sich aber grundsatzlich nur
auf quantitative und nicht auf qualitative Defekte. Jedoch sind in beiden Konzepten
Untergruppen gehauft mit bestimmten Krankheitsmanifestationen assoziiert.

Freiburger-Klassifikation

Das Freiburger-Klassifikationsschema (Tabelle 2) unterscheidet auf der Grundlage
einer Untersuchung an 30 CVID-Patienten die zwei Hauptgruppen Typ [ und Il (31).

Tabelle 2: Freiburger-Klassifikation der CVID-Kohorte (31).
Fur Details siehe Text. Abkirzungen: CD (cluster of differentiation), Ig (Immunglobulin).

Typ Immunphanotypische Charakterisierung Vermutete Problematik

Typ | B-Lymphozyten > 1% und Stérung der Keimzentrumsreaktion
CD19*CD27*IgMIgD" < 0,4%

Typla |und CD19°CD21 > 20%

Typ b |und CD19*CD21- < 20%

Typ Il B-Lymphozyten > 1% und Stérung der Antikdrperproduktion
CD19*CD27*IgM'IgD" > 0,4% Stérung des Ig-Katabolismus

Patienten mit B-Zell-Zahlen unter 1% konnen laut den Autoren aufgrund der geringen
Zellzahl nicht naher charakterisiert werden und werden deshalb von der Klassifikation
nicht erfasst. Die berucksichtigten Oberflachenmarker sind CD19, CD21 und CD27,
sowie membrangebundenes IgM und IgD. Das Membranprotein CD19 wird nur auf B-
Lymphozyten exprimiert und bildet zusammen mit den Molekulen CD21, CD81 und
Leu13 den B-Zell-Korezeptor-Komplex (49). In der B-Zell-Entwicklung wird CD21 erst
relativ spat synthetisiert und fungiert daher als Reifemarker (50). Das Molekul CD27
wird zur ldentifizierung von B-Gedachtniszellen genutzt (51).

Die zwei Patientengruppen Typ | und Il werden anhand der Population der
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CD19*CD27*IgM'IgD"-B-Zellen unterschieden. Bei diesem zellularen Phanotyp handelt
es sich um cs memBc, die nach erfolgter B-T-Zell-Interaktion im Rahmen der
Keimzentrumsreaktion entstehen (52). Bei Patienten der Gruppe Typ | liegt der
gemessene Anteil dieser Zellen unter dem festgelegten Referenzwert von 0,4% der
peripheren Blutlymphozyten, sodass hier eine gestorte Keimzentrumsreaktion vermutet
wird (31). Circa 25% der Patienten der Untersuchung von Warnatz und Kollegen
zeigten normale Frequenzen (> 0,4%) von cs memBc (Gruppe Typ IlI) (31). Als
zugrundeliegende Problematik werden insbesondere eine gestorte Antikdrperproduktion
oder ein erhohter Ig-Katabolismus angenommen (31).

Die Patienten des Typ | kdnnen durch Analyse der Population von unreifen B-Zellen,
die durch den Phanotyp CD19*CD21- charakterisiert sind, weiter unterteilt werden.
Anhand des prozentualen Anteils dieser Zellen an den gesamten B-Zellen werden Typ
la (CD19*CD21-> 20%) und Ib (CD19*CD21- < 20%) unterschieden. In der Untergruppe
Typ la der Studie von Warnatz und Kollegen wurden die hochsten Inzidenzen von
Splenomegalien und Autoimmunzytopenien beobachtet (31).

EuroClass-Klassifikation
Die EuroClass-Klassifikation (Abbildung 4) basiert auf der Untersuchung von 303 CVID-

Patienten und definiert Uber die quantitative Bestimmung von B-Zellen zwei

Hauptgruppen B* und B (14).

Bei einem Anteil der B-Zellen an den gesamten Lymphozyten von < 1% erfolgt die
Zuteilung in die Gruppe B". Dies trifft auf circa 10% der CVID-Patienten zu (14). Bei
einigen dieser Patienten konnte ursachlich eine Storung der fruhen B-Zell-
Differenzierung nachgewiesen werden (14). Ahnlich wie bei der Freiburger-
Klassifikation werden diese CVID-Patienten nicht weiter untersucht. Die restlichen 90%
der CVID-Kohorte konnen der Gruppe B* zugeordnet werden und lassen sich anhand
der cs memBc weiter unterteilen (14). Patienten mit stark reduzierten cs memBc, d.h.
einem Anteil von < 2% an der gesamten B-Zellpopulation, werden als smB- definiert
(14). Alle anderen B*-Patienten werden als smB* bezeichnet. Ahnlich dem Typ | der
Freiburger-Klassifikation wird bei der Untergruppe smB~ eine Stoérung der
Keimzentrumsreaktion vermutet (14). Im Einklang damit zeigte die smB~-Kohorte der
EuroClass-Studie signifikant niedrigere IgA- und IgG-Spiegel als die smB*-Kohorte (14).
Bei einer Untergruppe der smB~-Patienten kann eine Expansion von transitionalen B-

Zellen (Phanotyp: CD38MdgMMish) detektiert werden. Diese Zellpopulation verlasst nach
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abgeschlossener Entwicklung in einer spezifischen Mikroumgebung das Knochenmark,
um im sekundaren lymphatischen Gewebe die Differenzierung zu Marginalzonen-B-
Zellen und follikularen B-Zellen abzuschliefen (53). Machen transitionale B-Zellen
mindestens 9% der CD19*-Zellen aus, dann werden diese Patienten als smB-Tr"igh
klassifiziert. Alle anderen werden als smBTr°™ bezeichnet. In der EuroClass-Studie
wurde eine signifikante Assoziation zwischen dem Auftreten einer Lymphadenopathie
und der Expansion von transitionalen B-Zellen beobachtet (14). Uber die
Quantifizierung von aktivierten B-Zellen (Phanotyp: CD21°“CD38"°%) erfolgt eine
weitere Differenzierung der smB*- und smB~-Kategorien. Liegt der Anteil dieser Zellen
bei mindestens 10% der CD19*-Zellen erfolgt die Klassifizierung als smB*21°" bzw.
smB-21'°% ansonsten als smB*21™™ bzw. smB-21"™, In der EuroClass-Studie konnten
insgesamt bei smB~-Patienten hohere Inzidenzen von Splenomegalien und
granulomatosen Veranderungen detektiert werden, wobei eine Splenomegalie am

haufigsten in den Untergruppen smB*21'°% bzw. smB-21'°" diagnostiziert wurde (14).

CVID - Kohorte

s/  \_ s

B-Zellen>1% B-Zellen< 1%
smB / \ smB-
cs memBc >2% cs memBc £ 2%
aktivierte aktivierte aktivierte aktivierte transitionale transitionale
B-Zellen=10% || B-Zellen <10% B-Zellen=>10% || B-Zellen<10% || B-Zellen=9% || B-Zellen <9%
smB*21low  gmB*21norm smB-21low smB-21norm  gmB-Trhigh gmB-Trnorm

Abbildung 4: Einteilung der CVID-Kohorte gemaR der EuroClass-Klassifikation (14).
Fir Details siehe Text. Abklrzungen: cs memBc (class-switched memory B cell).

1.6) Therapie und Prognose von CVID und UAD

Die Behandlung von CVID und UAD umfasst vor allem Therapie und Prophylaxe von
Infektionen. Wichtigstes Therapiekonzept ist die Substitution der erniedrigten bzw.
fehlenden Antikorper durch Transfusion von IgG. Zur Herstellung von Ig-Praparaten
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wird das Blutserum von uUber 1000 Spendern gesammelt und aufbereitet (54). Der
Schutz ergibt sich aus den Titern und dem Spektrum der enthaltenen Antikorper. In die
Entscheidung Uber den Beginn einer Substitutionstherapie flielen neben der Frequenz
und der Schwere der Infektionen auch die Antikorperantwort nach Vakzination und die
aktuelle Ig-Konzentration ein (11). Der erreichte 1gG-Spiegel unter Substitution sollte
mindestens 5 g/l und idealerweise zwischen 6,5 und 10 g/l betragen (55). Insbesondere
Patienten mit bestehenden Lungenschaden bendtigen hohere Konzentrationen (56, 57).
Unter Substitution nimmt die Haufigkeit von Infektionen der unteren Atemwege und
Pneumonien signifikant ab (25, 56, 58, 59), wobei es trotz optimaler Therapie zur
Entstehung oder Aggravation von pulmonalen Schadigungen kommen kann (15, 56).
Fur lg-Praparate wurden auch zahlreiche immunmodulatorische Effekte beschrieben,
die Uber den reinen Ersatz von Ig hinausgehen (60). Erganzend benotigen viele
Patienten eine antimikrobielle Therapie (15, 47). Im Vergleich zu immunkompetenten
Patienten mussen Antibiotika in bestimmten Fallen langerfristig und hoher dosiert
gegeben werden.

Nichtinfektiose Problematiken werden je nach Komplikation und Patient unterschiedlich
behandelt. Sowohl granulomatdose Veranderungen als auch Autoimmunphanomene
werden meist mit Glukokortikoiden therapiert (29, 32, 36, 40). Als Alternative oder
Erganzung werden in einzelnen Fallen monoklonale Antikdrper wie Rituximab (40, 61)
oder Infliximab (62) eingesetzt.

Insgesamt hat sich in den letzten Jahrzehnten die Prognose von CVID-Patienten
deutlich gebessert (9), wobei verglichen mit der Normalbevolkerung immer noch eine
erhohte Mortalitatsrate besteht (24). Haufige krankheitsassoziierte Todesursachen sind
Malignome, Infektionen, Lebererkrankungen und chronische Lungenerkrankungen mit
oder ohne konsekutivem Cor pulmonale (15, 18, 19, 24). In einer amerikanischen
Langsschnittstudie an 473 CVID-Patienten war das Auftreten von nichtinfektiosen
Komplikationen mit einer deutlichen Prognoseverschlechterung verbunden (24). CVID-
Patienten sollten deshalb engmaschig uberwacht und regelmalRig gezielt auf
Begleitkomplikationen untersucht werden (63).

Zur Prognose von UAD-Patienten existieren aktuell keine verlasslichen Daten, wobei

diese Gegenstand der noch nicht abgeschlossenen unPAD-Studie ist (48).
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1.7) Influenzaimpfung bei CVID- und UAD-Patienten

Influenzaviren

Unter den Begriff Influenza fallt eine durch gleichnamige RNA-Viren ausgeloste
Infektion, die in der noérdlichen Hemisphare gehauft in den Wintermonaten auftritt.
Jahrlich sind 5 bis 20% der deutschen Bevolkerung betroffen (64). Eine Infektion
verlauft jedoch schatzungsweise in bis zu 66% der Falle milde bis asymptomatisch (64).
Insbesondere bei eingeschrankter Immunitat, im hoheren Alter sowie bei chronischen
Erkrankungen konnen schwere und komplikationstrachtige Verlaufe mit moglicherweise
letalem Ausgang vorkommen.

Prinzipiell kbnnen anhand interner Virusproteine die Typen A, B und C differenziert
werden. Typ C kommt wegen seiner geringeren Haufigkeit und milden Klinik eine
untergeordnete Relevanz zu. Pathophysiologisch sind insbesondere die beiden
Oberflachenmolekule Hamagglutinin (Abkdrzung: HA) und Neuraminidase (Abkirzung:
NA) der Typen A und B bedeutsam. Virales HA vermittelt Uber die Interaktion mit
Sialinsguren von Membranproteinen die Bindung an die Wirtszelle. Das Enzym NA
dient nach abgeschlossenem Vermehrungszyklus der Freisetzung der neu replizierten
Viren aus der Zelle. Aus der Kombination der insgesamt 9 NA- und 18 HA-Varianten
ergeben sich die jeweiligen Influenza-A-Subtypen (64). Fur Influenza-B-Viren existieren
keine Subtypen. In der Saison 2013/2014 bedeutend waren die Yamagata- und
Victoria-Linie (65). Zur Angabe des Virusstammes existiert folgende Systematik, die
auch in dieser Arbeit verwendet wird: Virustyp/Ort der erstmaligen Virusisolierung/
Nummer des Virusstammes/Jahr der Isolierung (bei Influenza A zusatzlich: Subtyp in
der Form HxNx) (66). Influenzaviren unterliegen einer hohen genetischen Variabilitat
durch Punktmutationen (Antigendrift) und durch Austausch genetischen Materials
zwischen Viren beim simultanen Befall einer Wirtszelle von unterschiedlichen
Virussubtypen (Antigenshift). Bei ersterem entstehen nur Varianten eines Subtyps,
wahrend sich bei letzterem durch Neukombination von HA und NA neue Subtypen

ergeben konnen.

Influenzaimpfung

Die bedeutendste medizinische MalRnahme liegt in der Schutzimpfung. Die Standige
Impfkomission (Abklirzung: STIKO) des Robert Koch-Institutes empfiehlt die
Influenzaimpfung unter anderem als Indikationsimpfung bei Personen mit angeborenen

oder erworbenen ID (67). Dies gilt auch fur Patienten unter Ig-Substitution (68). Wegen
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der haufigen genetischen Modifikationen zirkulierender Stamme durch die Phanomene
Antigendrift und Antigenshift muss die Zusammensetzung des saisonalen Vakzins von
der World Health Organization (Abktirzung: WHO) jahrlich Gberprift und entsprechend
angepasst werden. Auch wenn die Zusammensetzung des Impfstoffes der
vorhergehenden Saison entspricht, sollte im Herbst die saisonale Impfung mit dem
aktuellen Vakzin gemaly der Empfehlung der WHO durchgefuhrt werden (67). Prinzipiell
besteht die Mdglichkeit eines Lebend- oder Totimpfstoffes. Ersterer ist bei CVID- und
UAD-Patienten kontraindiziert (68, 69). Saisonale Totimpfstoffe enthalten Antigene
zweier Influenza-A-Stamme und eines oder zweier Influenza-B-Stamme (trivalenter
oder tetravalenter Impfstoff).

Fur den Schutz gegen Influenzaviren sind sowohl das humorale als auch das zellulare
Immunsystem relevant.

Die humorale Immunitat wird vor allem durch Antikdrper gegen HA vermittelt. Der
Impferfolg kann  Uber den  Antikorpertiter durch das Verfahren des
Hamagglutinationshemmtestes (engl. hemagglutination inhibition assay; Abkiirzung: HI)
quantifiziert werden. Gemal} der Kriterien des Ausschusses fur Humanarzneimittel der
Europaischen Arzneimittel-Agentur wird erst ab einer Vervierfachung des HI-Titers oder
einem Titer-Anstieg auf 2 1:40 bei vorheriger Serumnegativitat nach erfolgter Impfung
von einem serologischen Impfansprechen (Serokonversion) ausgegangen (70). Jedoch
gibt das Kriterium der Serokonversion keine Auskunft Uber den vermittelten Schutz. Als
protektiv wird allgemein ein Titer Uber 1:40 (Seroprotektion) gewertet (71), wobei
hohere Titer insgesamt mit einer niedrigeren Rate an Influenzaerkrankungen assoziiert
sind (71, 72).

Bei Kontakt mit Influenzaviren spielt auch die T-zellulare Immunitat eine wichtige Rolle
(73), die uber antigenspezifische T-Zellen vermittelt wird. Eine bedeutende Rolle in der
Virusabwehr spielen spezifische T-Helferzellen Typ 1 und 2 (Abkirzung: Thu1/TH2-
Lymphozyten), die nach Aktivierung aus naiven CD4*-T-Zellen entstehen. Vor allem
Tru1-Lymphozyten werden durch den Kontakt mit Influenzaviren stimuliert und sind fur
den Schutz gegen Influenza relevant (74, 75). Diese Zellen konnen anhand ihrer
Zytokinproduktion identifiziert werden. Bedeutend sowohl fur die Funktion als auch fur
die Charakterisierung dieser Zellen sind insbesondere die Zytokine Interferon gamma
(Abkiirzung: IFNy), Tumornekrosefaktor alpha (Abkiirzung: TNFa) und Interleukin 2
(Abkirzung: IL2), die in unterschiedlichen Kombinationen produziert werden (76). In der
Praxis wird die HOhe der T-zellularen Impfantwort und Immunitat haufig anhand der
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Frequenzen antigenspezifischer T-Zellen und deren Zytokinproduktion bestimmt (76).

Stand der Forschung

Obwohl die CVID- und UAD-Diagnosekriterien ein eingeschranktes Impfansprechen
auffuhren, ist eine erfolgreiche humorale oder zellulare Impfantwort durchaus moglich
(45). Trotz fehlender Daten zur Haufigkeit und Schwere von Influenzainfektionen bei
beiden Patientengruppen wird von einem erhohten Risiko ausgegangen und die
Impfung im Allgemeinen empfohlen (69). Das Ansprechen der Influenzaimpfung bei
UAD-Patienten wurde bis dato noch nicht untersucht. Hinsichtlich der Effektivitat dieser
Impfung bei CVID-Patienten existieren insgesamt nur wenige Studien und die
Ergebnisse sind zum Teil widerspruchlich.

In einer Studie von van Assen und Kollegen an 18 CVID-Patienten zeigten diese nach
Gabe des trivalenten inaktivierten Vakzins (Abkiirzung: TIV) der Saison 2006/2007 eine
stark eingeschrankte humorale Impfantwort (77). Im Vergleich zu den gesunden
Kontrollprobanden wurden signifikant niedrigere Serokonversions- und
Seroprotektionsraten gegen die Influenza-A-Subtypen A/H1N1 und A/H3N2 detektiert
und die Impfung fuhrte insgesamt in der CVID-Kohorte zu keiner statistisch
signifikanten Zunahme der HI-Titer gegen die Impfstamme (77). Bei 15 dieser Patienten
wurde zusatzlich durchflusszytometrisch die zellulare Anti-Influenzaimmunitat ermittelt.
Nur in der Kontrollgruppe konnte eine Zunahme von A/H1N1- und A/H3N2-spezifischen
CD4*CD69*IFNy*-T-Zellen nachgewiesen werden, wahrend in der Patientenkohorte
stattdessen im Verlauf eine Abnahme dieser Zellen beobachtet wurde (78). Auch in
einem durchgefuhrten Enzyme-Linked ImmunoSpot (Abklirzung: ELISpot), bei dem
sezerniertes |IFNy Uber gebundene Antikorper mithilfe eines Farbstoffes sichtbar
gemacht wurde, konnte nur bei den Kontrollprobanden eine Zunahme der IFNy-
Produktion durch die Impfung beobachtet werden (78).

In Fallberichten aus Norwegen konnte hingegen bei zwei von drei CVID-Patienten eine
spezifischen T-zellulare Impfantwort gegen den A/California/7/2009 (H1N1) - ahnlichen
Spaltvirus (X179a) nachgewiesen werden (79). Zur Bestimmung der zellularen
Immunitat wurde durchflusszytometrisch die Produktion von Ty1-Zytokinen gemessen.
Mittels HI konnte ein humorales Impfansprechen in Form einer Serokonversion und

Seroprotektion bei zwei Patienten nachgewiesen werden (79).
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1.8) Fragestellung der Arbeit

Das Risiko fur schwere und komplikationstrachtige Verlaufe einer Influenzainfektion ist
bei Patienten mit ID deutlich erhoht. Die bedeutendste medizinische SchutzmaRnahme
liegt in der Impfung. Aus diesem Grund wird die saisonale Influenzaimpfung bei CVID-
und UAD-Patienten empfohlen. Mit beiden Krankheiten kann jedoch gemaf} der ESID-
Diagnosekriterien eine erheblich eingeschrankte Impfantwort verbunden sein (8). Trotz
des erhohten Infektionsrisikos ist insgesamt Uber das Ansprechen der Influenzaimpfung
bei beiden Erkrankungen nur wenig bekannt und die Datenlage ist teilweise
widerspruchlich.

In der vorliegenden Arbeit wird daher die humorale und T-zellulare Impfantwort von
CVID- und UAD-Patienten nach Gabe des saisonalen TIV naher charakterisiert und mit
gesunden Kontrollprobanden verglichen.

Zu diesem Zwecke wird Patienten und Kontrollprobanden der kommerziell erhaltliche
Grippeimpfstoff der Saison 2013/2014 verabreicht und deren Immunitat gegen Influenza
vor und nach der Impfung gemessen. Fur die humorale Immunitat wird der HI und fur

die zellulare Impfantwort das Verfahren der Durchflusszytometrie verwendet.
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2) Materialien

2.1) Patienten und Kontrollprobanden

Die Patientenrekrutierung erfolgte Uber die Immundefektambulanz fur Erwachsene des
Institutes fur Medizinische Immunologie der Medizinischen Fakultat Charité-
Universitatsmedizin Berlin unter der Leitung von Professor Dr. med. Carmen
Scheibenbogen. Die Auswahl und Betreuung der Patienten wurden von Dr. med. Leif
Gunnar Hanitsch wahrgenommen. Das durchgefuhrte Projekt wurde von der
Ethikkommission der Charité-Universitatsmedizin Berlin in Ubereinstimmung mit der
Deklaration von Helsinki (1964) und ihren spateren Erweiterungen akzeptiert. Von allen
Patienten und Kontrollprobanden wurde vor Teilnahme an der Untersuchung nach
erfolgter Aufklarung eine schriftliche Einverstandniserklarung unterzeichnet.

Insgesamt wurden acht CVID-Patienten und acht UAD-Patienten in die Untersuchung
eingeschlossen (Tabelle 3). Die Diagnosestellung und Kilassifikation der Patienten
erfolgte entsprechend der ESID-Kriterien (8) anhand der erhobenen immunologischen
Parameter (Tabelle 4).
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Tabelle 3: Charakterisierung der einzelnen CVID- und UAD-Patienten.

Zeichen der

Enteropathie umfassen histologisch nachgewiesene Veranderungen oder

rezidivierende nichtinfektiose Diarrhéen. Abkulrzungen: A.u. (Alopecia universalis), D.m.

(Diabetes

mellitus),

GLILD

(granulomatous-lymphocytic

interstitial

(Immunglobulin), ITP (Immunthrombozytopenie), r.A. (rheumatoide Arthritis).

lung disease), Ig

Patient | Geschlecht | Alter bei der | Letzte Influenza- | Krankheitsmanifestation | Ig-
Impfung impfung Therapie
CVID 1 | mannlich 24 Jahre 2012/2013 Erhohte Infektanfalligkeit | ja
CVID 2 | mannlich 37 Jahre - Erhohte Infektanfalligkeit | ja
Zeichen der Enteropathie
CVID 3 | weiblich 54 Jahre 2012/2013 Erhohte Infektanfalligkeit | ja
GLILD
r.A. und A.u.
CVID 4 | weiblich 44 Jahre - Erhohte Infektanfalligkeit | ja
ITP
Hepatosplenomegalie
CVID 5 | weiblich 40 Jahre 2012/2013 Erhohte Infektanfalligkeit | ja
CVID 6 | mannlich 51 Jahre 2009/2010 Erhohte Infektanfalligkeit | ja
GLILD
pulmonale Granulome
Splenomegalie
CVID 7 | mannlich 41 Jahre - Erhdhte Infektanfalligkeit | ja
Zeichen der Enteropathie
Typ-A-Gastritis
CVID 8 | weiblich 53 Jahre 2012/2013 Erhohte Infektanfalligkeit | ja
D.m. Typ |
UAD 1 | weiblich 67 Jahre 2012/2013 Erhdhte Infektanfalligkeit | nein
UAD 2 | mannlich 44 Jahre 2009/2010 Erhohte Infektanfalligkeit | ja
UAD 3 | weiblich 51 Jahre - Erhohte Infektanfalligkeit | ja
UAD 4 | weiblich 25 Jahre - Erhohte Infektanfalligkeit | ja
UAD 5 | mannlich 24 Jahre - Erhohte Infektanfalligkeit | ja
Zeichen der Enteropathie
UAD 6 | mannlich 21 Jahre - Erhohte Infektanfalligkeit | ja
Zeichen der Enteropathie
Splenomegalie
UAD 7 | weiblich 21 Jahre 2010/2011 Erhohte Infektanfalligkeit | ja
Hashimoto-Thyreoiditis
und D.m. Typ |
UAD 8 | weiblich 27 Jahre - Erhohte Infektanfalligkeit | ja

Hepatosplenomegalie
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Tabelle 4: Immunologische Parameter der einzelnen CVID- und UAD-Patienten.

Die angegebenen Ig-Werte wurden vor dem Beginn einer Substitutionstherapie erhoben.
Abkurzungen: CD (cluster of differentiation), cs memBc (class-switched memory B cell), Ig

(Immunglobulin).

Patient | Klassifikation IgG |IgA |IgM | CD4* | CD19* | % cs % aktivierte
Frei- | Euro- (@) | (a/) |(aN) | propl | propl | memBc | B-Zellen
burg | Class von CD19* | von CD19*

CviD1 |1l smB*21™™ | 6,53 | 0,38 | 0,25 | 690 240 3,60 1,65

CviD2 |Ib smB21°" |6,00 | 0,50 | 0,21 | 270 110 0,20 14,00

CVID3 |- B 0,10 | 0,03 | 0,00 | 570 20 0,00 0,00

CViID4 |1Ib smB*21°" | 3,58 | 0,25 | 0,18 | 430 80 2,36 16,04

CVID5 |1Ib smB21"™™ | 3,69 | 0,59 | 0,40 | 690 190 1,00 2,70

CVID6 |la smB21°¥ | 0,50 | 0,01 |0,04 | 670 30 1,42 23,93

CVID7 |- B 0,10 | 0,01 | 0,01 | 560 0 0,00 0,00

CVvID8 |Ib smB21"™ | 3,01 | 0,01 | 0,04 | 310 370 1,78 6,06

UAD 1 - - 5,12 |1 0,96 | 0,37 | 840 140 14,42 8,41

UAD 2 - - 6,22 | 1,62 | 0,30 | 890 140 15,17 1,85

UAD3 |- - 5,27 | 0,33 | 0,40 | 600 140 16,03 4,52

UAD4 | - - 4,64 | 0,55 | 0,65 | 650 160 19,96 1,71

UAD5 |- - 3,25 | 0,74 | 0,31 | 1260 | 230 24,51 3,31

UAD6 |- - 3,72 | 0,31 | 0,03 | 600 230 18,69 3,80

UAD7 |- - 4,03 (0,36 | 0,82 | 370 490 7,12 2,26

UAD8 |- - 6,15 | 1,47 | 0,22 | 820 190 5,60 1,25

Als gesunde Kontrollprobanden wurden neun Mitarbeiter des Institutes fur Medizinische

Immunologie der Medizinischen Fakultat Charité-Universitatsmedizin Berlin rekrutiert

(Tabelle 5). Bei der Auswahl der Kontrollgruppe wurde nach Madglichkeit versucht eine

vergleichbare Geschlechterverteilung und Altersstruktur zu erreichen (Tabelle 8).
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Tabelle 5: Charakterisierung der einzelnen Kontrollprobanden.

Abkurzungen: Ig (Immunglobulin).

Kontrolle Geschlecht | Alter bei der | Letzte Influenza- | Krankheits- Ig-
Impfung impfung manifestation Therapie

Kontrolle 1 mannlich 26 2007/2008 - nein
Kontrolle 2 | weiblich 55 - - nein
Kontrolle 3 | weiblich 29 - - nein
Kontrolle 4 | weiblich 30 - - nein
Kontrolle 5 | weiblich 30 2011/2012 - nein
Kontrolle 6 | mannlich 36 2009/2010 - nein
Kontrolle 7 | mannlich 25 2009/2010 - nein
Kontrolle 8 | mannlich 58 2007/2008 - nein
Kontrolle 9 | mannlich 30 2011/2012 - nein

2.2) Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller, Sitz, Land

CombiTips Advanced® (5 ml;10 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Compensation Beads Anti-Mouse Ig, k

BD Biosciences, New Jersey, USA

Cryotubes (1.6 ml)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Heparinréhrchen Vacutainer® (10 ml)

BD Biosciences, New Jersey, USA

Konische Zentrifugenréhrchen Falcon® (50 ml)

Corning Incorporation, Corning, USA

Kulturréhrchen (14 ml)

Corning Incorporation, Corning, USA

Pipettenspitzen (10 pl;100 ul;1000 i)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Reaktionsgefalle SafeSeal® (1,5 ml)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Rundbodengefalle (5 ml) (Polystyrene)

BD Biosciences, New Jersey, USA

Serologische Pipetten Falcon®
(2 ml;5 ml;10 ml;25 ml)

BD Biosciences, New Jersey, USA

Serumréhrchen Vacutainer® (8,5 ml)

BD Biosciences, New Jersey, USA
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2.3) Reagenzien, Chemikalien, Puffer und Medien

Reagenzien und Chemikalien

Hersteller, Sitz, Land

AB Serum (human)

Valley Biomedical, Virginia, USA

Ampuwa Spullésung

Fresenius, Sévres, Frankreich

Ampuwa Wasser fiir Injektionszwecke

Fresenius, Bad Homburg, Deutschland

Biocoll Separating Solution

Biochrom, Berlin, Deutschland

Brefeldin A

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Dimethylsulfoxid (100%)

Calbiochem, Bad Soden, Deutschland

FACS™ Clean Solution

BD Biosciences, New Jersey, USA

FACSFlow™

BD Biosciences, New Jersey, USA

FACS™ Lysing Solution

BD Biosciences, New Jersey, USA

FACS™ Permeabilizing Solution 2

BD Biosciences, New Jersey, USA

FACS™ Rinse Solution

BD Biosciences, New Jersey, USA

Flebogamma, humanes IgG

BioTest, Dreieich, Deutschland

Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM)

Biochrom, Berlin, Deutschland

LIVE/DEAD Pacific Orange Fixable Aqua Dead
Cell Stain Kit

Life Technologies, Carlsbad, USA

PBS Dulbecco

Life Technologies, Carlsbad, USA

Penicillin/Streptomycin

PAA, New Jersey, USA

Staphylococcal Enterotoxin B von
Staphylococcus aureus

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Trypanblau

Merck, Darmstadt, Deutschland

VAXIGRIP® 2013/2014 (0,5 ml/Spritze)

Sanofi Pasteur MSD GmbH, Lehmen, Deutschland

Puffer und Medien

Inhaltsstoffe

EDTA

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Einfriermedium

IMDM, 1% L-Glutamin, 40% AB Serum,
10% Dimethylsulfoxid

FACS-Puffer

PBS, 2% Flebogamma

Formalin 37%

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Stimulationsmedium

IMDM, 1% L-Glutamin, 10% AB Serum,
1% Penicillin/Streptomycin
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2.4) Antikorper

Antikorper Klon Fluorochrom | Spezies | Hersteller, Sitz, Land
Anti-Human CD3 SK7 PerCP/Cy5.5 | Maus Biolegend, San Diego, USA
Anti-Human CD4 RPA-T4 APC-H7 Maus BD Bioscience, New Jersey, USA
Anti-Human CD154 TRAP1 PE Maus BD Bioscience, New Jersey, USA
Anti-Human IFN-y 25723.11 FITC Maus BD Bioscience, New Jersey, USA
Anti-Human TNF-a MADb11 PE-Cy7 Maus eBioscience, San Diego, USA
Anti-Human IL-2 MQ1-17H12 | APC Ratte BD Bioscience, New Jersey, USA

2.5) Software

Software Hersteller, Sitz, Land

EndNote X7 EndNote, Philadelphia, USA
FACSDiva™ Software Version 6.2 BD Biosciences, New Jersey, USA
FlowdJo Version 9.6.4 Tree Star, Oregon, USA

GraphPad Prism Version 6.00 GraphPad Software, San Diego, USA
Microsoft Excel 2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA
Microsoft Word 2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA
SAP Version 7300.1.2.1080 SAP AG, Walldorf, Deutschland
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2.6) Gerate

Gerat

Hersteller, Sitz, Land

Brutschrank Forma Steri-Cycle

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Durchflufizytometer LSRII

BD Biosciences, New Jersey, USA

Gefrierschrank -80°C UF755G

Dometic Medical Systems, Hosingen, Luxemburg

Gefrierschrank Premium NoFrost GN2553

Liebherr, Bulle, Schweiz

Kihlschrank

Lec, Prescot, United Kingdom

Kuihl-/Gefrierschrank Kombination KGK2833

Liebherr, Bulle, Schweiz

Kuhl-/Gefrierschrank Kombination

Siemens, Berlin/Minchen, Deutschland

Mikropipetten (0.5-10 ul;10-100 ul;100-1000 pl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikroskop BX300

Will, Wetzlar, Deutschland

Multipipette Plus

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe Pipetus® Akku

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,
Deutschland

Sterilbank HERAsafe® (Klasse II)

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Sterilbank LaminAir 2010 1.2 (Klasse Il)

Heto-Holten, Allergd, Danemark

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, New York, USA

Wasserbad WBT12

Medingen, Arnsdorf, Deutschland

Zellzahlkammer Neubauer (0.100 mm/0.0025
mm?)

Laboroptik, Lancing, United Kingdom

Zentrifuge Megafuge 2.0R

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR+

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA

Zentrifuge Heraeus Fresco 17

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA
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3) Methodik

3.1) Erhebung von Patientendaten

Die Dokumentation von klinischen und labormedizinischen Patientendaten der
Immundefektambulanz fur Erwachsene des Institutes fur Medizinische Immunologie der
Medizinischen Fakultat Charité-Universitatsmedizin Berlin erfolgt mit dem Programm
SAP. Um eine bestehende Infektanfalligkeit naher zu charakterisieren, wurde bei der
Sichtung der Krankenakten gezielt auf das Vorhandensein unterschiedlicher
rezidivierender Infekte des Respirationstraktes, des GIT und des Urogenitaltraktes,
sowie die Notwendigkeit einer Ig-Substitution und anderer Therapieverfahren geachtet.
Daruber hinaus wurde das Vorliegen von klinischen oder histologischen Zeichen einer
Enteropathie, von Autoimmunitat, von Hepatosplenomegalien, von
Lymphadenopathien, von granulomatosen Veranderungen und von
Malignomerkrankungen berucksichtigt. An laborchemischen Parametern wurden die
Zellzahlen der B- und T-Lymphozytenpopulationen sowie die Serumspiegel von IgG,
IgM und IgA vor dem Start einer Ig-Substitution erfasst. Falls im Krankheitsverlauf eine
|g-Substitutionstherapie begonnen werden musste, wurden nur die Spiegel vor dem
Beginn einer Substitution berucksichtigt. Zudem wurde die Entwicklung der
Laborparameter im Verlauf der Betreuung durch das arztliche Team der
Immundefektambulanz begutachtet, um Therapieeffekte und Krankheitsentwicklung zu
berucksichtigen. Fur die Einteilung der Patienten gemall der EuroClass- und der
Freiburger-Klassifikation wurden die zum Zeitpunkt der Sichtung aktuellen
Laborparameter verwendet.

Um den Einfluss vorheriger Impfungen auf das Messergebnis zu berucksichtigen,
wurde bei den Patienten und den Kontrollprobanden die zuletzt durchgefuhrte
Influenzaimpfung bis einschlieRlich der Saison 2007/2008 erfasst. Zur Evaluation des
Impferfolges gegen Polysaccharid-Antigene wurden retrospektiv die im Rahmen der
Routinediagnostik gemessenen spezifischen IgG und 1gG2-Serumspiegel vor und nach
der Impfung mit dem Vakzin PNEUMOVAX® 23 begutachtet.

3.2) Impfung mit TIV

Die Influenzaimpfung der Patienten und der gesunden Kontrollprobanden wurde im
Zeitraum von Oktober 2013 bis Januar 2014 durchgefuhrt. Das TIV VAXIGRIP®
2013/2014, welches zu den nicht-adjuvantierten Spaltimpfstoffen zahlt, wurde
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intramuskular mit einer Impfdosis von 0,5 ml verabreicht. Die Injektionssuspension einer
Fertigspritze des Jahres 2013/2014 enthielt entsprechend den Empfehlungen der WHO
gespaltene und inaktivierte Bestandteile der folgenden drei Virusstamme:

e A/California/7/2009 (H1N1)pdmO09 - davon abgeleiteter verwendeter Stamm NYMC
X-179A (15 ug HA)

e AlVictoria/361/2011 (H3N2) - entsprechender verwendeter Stamm NYMC X-223A,
abgeleitet von A/Texas/50/2012 (15 pg HA)

e B/Massachusetts/02/2012 (15 ug HA)

Die Impfung wurde von allen Patienten und Kontrollprobanden gut vertragen.

Patienten und Kontrollprobanden wurde vor und nach intramuskularer Applikation des
Vakzins jeweils 10 ml Blut Uber ein Serumréhrchen und 20 ml Blut Uber ein Heparin-
Rohrchen abgenommen. Die erste Blutentnahme erfolgte unmittelbar vor der Impfung.
Lediglich bei zwei Kontrollprobanden wurde diese aus organisatorischen Grinden um 3
Tage und um 18 Tage vorgezogen. Die zweite Blutprobe wurde circa drei bis sechs
Wochen nach der Impfung abgenommen.

Zum Zeitpunkt der Impfung erhielten mit Ausnahme eines UAD-Patienten alle Patienten
eine regelmallige Substitutionstherapie mit I1gG. Um eine Einflussnahme
moglicherweise enthaltener Influenzaantikorper in den Ig-Praparaten auf das
Messergebnis zu minimieren, wurden Impfung und Blutentnahmen immer unmittelbar

vor der Gabe der Substitution durchgefuhrt.

3.3) Bestimmung der zellularen Immunitat gegen Influenzaviren

3.3.1) Isolierung von mononuklearen Zellen

Im Anschluss an die Blutentnahme erfolgte die Aufbereitung der Blutproben unter
sterilen Bedingungen. Zu den abgenommenen 20 ml heparinisiertem Vollblut wurde
zunachst 15 ml phosphatgepufferte Salzlosung (engl. phosphate buffered saline;
Abkiirzung: PBS) hinzugefugt. Anschlieend wurde die Probe vorsichtig auf 15 ml Ficoll
uberschichtet. In der nachfolgenden Dichtegradientenzentrifugation fur 15 Minuten bei
20°C und 8509 verteilten sich die Blutbestandteile entsprechend ihrer Dichte entlang
eines Dichtegradienten (Abbildung 5).

Das synthetisch hergestellte Ficoll ist ein neutrales, hochmolekulares und hydrophiles
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Polymer aus Saccharose und Epichlorhydrin. Dieses fungiert als Trennschicht far
zellulare Bestandteile, welches nur Zellen hoherer Dichte passieren lasst. Dazu zahlen
Erythrozyten, tote Zellen und Granulozyten. Zwischen der Ficoll-Schicht und der
daruUberliegenden Blutplasma-/Thrombozyten-Schicht bildet sich die Schicht der
peripheren mononukledren Blutzellen (engl. peripheral blood mononuclear cells;
Abklirzung: PBMCs). Zu PBMCs zahlen Lymphozyten und Monozyten. Zwecks
Isolierung dieser Zellen wurde mit einer Pipette diese Interphase (PBMCs) vorsichtig
abgesaugt, in ein Zentrifugenrohrchen tberfuhrt und anschlieRend mit PBS aufgefullt.
Nach Zentrifugation mit 2000g bei 20°C fir 10 Minuten wurde der Uberstand
abgegossen und das Zellpellet mit 2 ml Einfriermedium resuspendiert. Anschliel3end
wurden die Zellen in zwei vorgekuhlte Einfrierrohrchen Uberfuhrt und bei -80°C bis zur
weiteren Analyse gelagert.

Verdunntes <— Plasma/Thrombozyten
Heparin-Vollblut Zentrifugation
Py <—. PBMCs (Interphase)
Ficoll ——» <« Ficoll

<—— Granulozyten

v <— Erythrozyten

Abbildung 5: Isolierung von peripheren mononukledren Zellen.
Nach Uberschichtung des heparinisierten Vollbluts auf das Polysaccharid Ficoll verteilen sich

die Blutbestandteile entsprechend ihrer Dichte in der anschliefenden Zentrifugation. PBMCs
bilden die Interphase zwischen der Ficoll-Schicht und der darlberliegenden Plasma-
/Thrombozyten-Schicht. Abkiirzungen: PBMCs (peripheral blood mononuclear cells).

3.3.2) Auftauen der Proben

Um die Proben moglichst schonend aufzutauen, wurden die tiefgefrorenen Zellpellets
unter Einsatz von 20 ml eines erwarmten IMDM-Mediums mit 5% AB Serum und 1% L-
Glutamin resuspendiert. Die folgende Zentrifugation erfolgte fur 10 Minuten bei 2000g
und 20°C. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen in ein
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Zentrifugenrohrchen mit 1,5 ml Stimulationsmedium  Uberfuhrt. Bis  zur
Weiterbehandlung wurden die Zellen bei 37°C und 5% CO: kultiviert.

3.3.3) In vitro Stimulation der Proben

Nach Ablauf von drei Stunden wurden die Zellen jeder Probe auf drei Ansatze verteilt,
wobei pro Ansatz ein Endvolumen von 0,5 ml verwendet wurde. Zu Ansatz eins, der
Negativkontrolle, wurde kein Stimulans hinzugegeben. Ansatz zwei, die Positivkontrolle,
wurde mit 3 pg/ml Staphylokokken Enterotoxin B (Abkirzung: SEB) versetzt. Dieses
Protein wird von Stdmmen des Staphylococcus aureus produziert. SEB fuhrt als
Superantigen zu einer starken antigenunabhangigen Aktivierung von CDA4*-T-
Lymphozyten. Zentraler Bestandteil der Aktivierung von CD4*-T-Lymphozyten und der
nachfolgenden Zytokinfreisetzung ist die Interaktion zwischen dem spezifischen T-Zell-
Rezeptor (Abklirzung: TZR) und dem major histocompatibility complex Il (Abklirzung:
MHC) nach erfolgter Antigenprozessierung. SEB bindet an den MHC-Klasse-II-Komplex
aullerhalb der Antigenbindungsstelle und an den variablen Anteil der B-Kette des TZR
(80). Diese Bindung fuhrt zu einer starken Aktivierung von bis zu 30% der T-
Lymphozyten und bewirkt daruber eine vermehrte Freisetzung von Zytokinen (80).

In dem dritten Ansatz wurden die Zellen zur Ermittlung der influenzaspezifischen
Immunantwort in vifro mit dem Vakzin VAXIGRIP® 2013/2014 stimuliert. Zur
Bestimmung der optimalen Stimulationsdosis wurde vorab ein Dosisfindungsversuch an
PBMCs von drei gesunden Kontrollprobanden durchgefuhrt, dessen Arbeitsschritte und
Auswertung dem im Folgenden beschriebenen Versuchsaufbau entsprachen.
Eingesetzt wurden 1 ug/ml, 3 pg/ml und 6 pg/ml des Vakzins, wobei sich bei 3 ug/ml im
Durchschnitt das beste Ergebnis zeigte (siehe Abschnitt 4.5) und somit diese Dosis in
allen weiteren Versuchen verwendet wurde.

Nach Zugabe des Impfstoffes und des Superantigens SEB wurden alle Ansatze fur zwei
Stunden bei 37°C und 5% CO:2 inkubiert. Anschlielfend wurde 7,5 yg/ml Brefeldin A
(Abkiirzung: BFA) pro Ansatz hinzugegeben. Dieses Lacton-Antibiotikum ist ein
potenter Inhibitor der zellularen Proteinsekretion. Unter der Exposition von BFA
zerfallen die Strukturen des Golgi-Apparats und es kommt zur Ruckverlagerung von
dessen Bestandteilen in das Endoplasmatische Retikulum (81). In der Folge kommt es
zur intrazellularen Akkumulation von sekretorischen Proteinen. Alle Ansatze wurden
danach fur 18 Stunden bei 37°C und 5% COz2 inkubiert.
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3.3.4) Prinzip und Methodik der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur Analyse von Zellen anhand ihrer
physikalischen und chemischen Eigenschaften.

Grundsatzlich besitzt ein Durchflusszytometer ein FlUssigkeitssystem, das der
Fokussierung und dem Transport der Zellen in eine Messzelle dient (Abbildung 6).

Dichroitische Spiegel Elektronisches System

Flissigkeitsstrom Bandpassfilter ¥

4 "‘4@,\
G

A

Messzelle

Abbildung 6: Prinzip der Durchflusszytometrie.
In Anlehnung an (82). Fur Details siehe Text. Abkirzungen: FSC (forward scatter), SSC (side
scatter).

Durch hydrodynamische Fokussierung werden einzelne Zellen aus einer Suspension
nacheinander in eine lichtdurchlassige Kuvette gesaugt und an Detektoren der
Messzelle vorbeigefuhrt. Als Lichtquelle fungiert ein Laser, der auf den
Flussigkeitsstrom gerichtet ist. Durchquert eine einzelne Zelle oder zellulare Struktur die
Messzelle, dann wird das Lasersignal gestreut. Dabei wird nur die Richtung, nicht
jedoch die Wellenlange verandert. Jedes Durchflusszytometer verfligt uber zwei
Streulichtdetektoren, die das gemessene Signal in Form eines Spannungsimpulses
erfassen. Der Vorwartstreulicht-Detektor (engl. forward scatter; Abkirzung: FSC)
detektiert das Lichtsignal, das in derselben Achse wie der Lichtstrahl gebeugt wird. Der
Seitwartsstreulicht-Detektor (engl. side scatter; Abklrzung: SSC) registriert das

Streulicht, das im rechten Winkel zur Achse des Laserstrahls abgelenkt wird. Das
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Vorwartstreulicht entsteht durch Beugung an der Zelloberflache und korreliert somit
insbesondere mit dem Zellvolumen. Das Seitwartsstreulicht hingegen ist zusatzlich
abhangig von der zellularen Komplexitat. Aus der Kombination der beiden
morphologischen Messparameter FSC und SSC konnen einzelne Zellpopulationen
voneinander abgegrenzt werden.

Zur genaueren Bestimmung des zellularen Immunphanotyps werden fluoreszierende
Farbstoffe genutzt. Wird die Zelle mit einem solchem Farbstoff markiert, dann entsteht
neben dem Streulicht auch Fluoreszenzlicht. Fluoreszierende Molekule werden durch
Licht einer charakteristischen Wellenlange uber die Anhebung eines Elektrons in einen
aktivierten Zustand versetzt und emittieren bei Ruckkehr in den energiedrmeren
Grundzustand ein Photon. Das emittierte Fluoreszenzlicht ist dabei immer langwelliger
als das anregende Lichtsignal. Das abgegebene Signal wird durch variabel positionierte
dichroitische Spiegel und Bandpassfilter gefiltert, auf die entsprechenden Detektoren
gelenkt und von diesen in Form eines Spannungsimpulses erfasst. Durch die synchrone
Messung von mehreren Farbstoffen kdnnen multiple zellulare Eigenschaften untersucht
und miteinander korreliert werden.

Die Bindung des Farbstoffes an die Zelle erfolgt durch Koppelung an Antikorper, die
spezifisch die entsprechenden intra- oder extrazellularen Antigene binden. Bei dem
Einsatz mehrerer Farbstoffe kommt es zur teilweisen Uberlagerung der Absorptions-
und Emissionsspektra. Zur Korrektur wird vor der Messung daher eine Kompensation
durchgefuhrt. Mit dieser wird rechnerisch der Anteil des Signales eliminiert, der durch
spektrale Uberschneidung entsteht.

Zur Messung wurde das Durchflusszytometer LSRII (BD Biosciences) unter Einsatz der
Software FACSDiva™ verwendet. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm FlowJo.

3.3.5) Immunfarbung fir die durchflusszytometrisch Messung

Nach der Stimulation der Proben erfolgte die Immunfarbung flr die spatere
durchflusszytometrische Messung. Ziel dieser Farbung war es zum einen durch Einsatz
von extrazellularen Antikorpern aktivierte CD4*-T-Lymphozyten zu identifizieren. Zum
anderen konnte anhand der durchgefuhrten intrazellularen Farbung Uber die Messung
der Zytokinexpression diese Aktivierung quantifiziert werden.

Zunachst wurden die Proben im Anschluss an die Inkubation mit 1 ml PBS mit 2%
Flebogamma versetzt und fur zwei Minuten bei 1200g zentrifugiert. Nach Entfernung
des Uberstandes wurden die Zellpellets in 500 pl Ethylendiamintetraessigséure
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(Abkiirzung: EDTA) aufgenommen wund fur 10 Minuten bei Raumtemperatur
(Abkiirzung: RT) belassen. EDTA ist ein Chelator und diente der Loslosung der Zellen
des Pellet voneinander. Nach einem anschlieRenden Waschschritt mit 500 pl kaltem
PBS mit 2% Flebogamma und einer Zentrifugation fur zwei Minuten bei 12009 erfolgte
die extrazellulare Farbung bei 4°C im Dunkeln fur 30 Minuten. Durch den eingesetzten
Farbstoff LIVE/DEAD Pacific Orange konnen durchflusszytometrisch tote von vitalen
Zellen unterschieden werden. Dieser Farbstoff kann nur bei beschadigter Zellmembran
in die Zelle eindringen und mit intrazellularen Proteinen (Amine) interagieren. Bei
intakter Zellmembran konnen nur Membranproteine gebunden werden, wodurch sich
eine deutlich schwachere Anfarbung der Zelle ergibt. Die restlichen Antikorper dienten
der Phanotypisierung der Leukozyten in der spateren Durchflusszytometrie. Die
Zusammensetzung der extrazellularen Farbung ist in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Zusammensetzung der extrazellularen Farbung.

Substrat pl Volumen/Ansatz
LIVE/DEAD Pacific Orange 2

Anti-Human CD3 PerCP/Cy5.5 1

Anti-Human CD154 PE 20

Anti-Human CD4 APC-H7 3

Nach 30 Minuten erfolgte durch Zugabe von 500 yl FACS™ Lysing Solution pro Ansatz
die Lyse verbliebener Erythrozyten. Nach einer Einwirkzeit von 5 Minuten bei RT
wurden durch einen wie oben beschriebenen Waschschritt nicht gebundene Antikorper
entfernt. AnschlieRend wurden die Zellen in 250 ul FACS™ Permeabilizing Solution 2
fur 10 Minuten bei RT im Dunkeln aufgenommen. Ziel dieses Schrittes war die
Permeabilisierung der lymphozytaren Zellmembran, damit die danach zugegebenen
Antikorper zu deren intrazellularen Zielantigenen gelangen konnten. An einen weiteren
Waschschritt schloss sich die intrazellulare Farbung an. Die korrespondieren Antigene
der verwendeten Antikorper umfassten die drei Zytokine IFNy, TNFa und IL2. Eine
Ubersicht Uber die verwendeten Antikrper der intrazellularen Farbung und deren

Volumina gibt Tabelle 7.
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Tabelle 7: Zusammensetzung der intrazelluldaren Farbung.

Substrat pl Volumen/Ansatz
Anti-Human IFN-y FITC 15

Anti-Human TNF-a PE-Cy7 0,5

Anti-Human IL-2 APC 1

Die Farbung erfolgte unter Lichtausschluss bei 4°C fur insgesamt 45 Minuten. Nach
einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen mit 100 pl 0,5% Formalin in PBS fixiert

und anschlieffend durchflusszytometrisch untersucht.

3.3.6) Gating-Strategie

Ziel der Auswertung der durchflusszytometrischen Daten war die Evaluation von IFNy-,
TNFo- und IL2-produzierenden aktivierten CD4*-T-Lymphozyten als Korrelat der
spezifischen zellularen Immunitat gegen Bestandteile des Vakzins VAXIGRIP®
2013/2014.

In Abbildung 7 ist beispielhaft die Gating-Strategie einer Messprobe dargestellt.

Bei der Auswertung wurde der Datensatz durch Anlage unterschiedlicher
Messparameter schrittweise gefiltert, um schlussendlich daruber die gesuchten
Zielpopulationen zu erhalten.

Zunachst erfolgte die morphologische Charakterisierung der Zellen durch Analyse des
Streulichtverhaltens. Auf der Abszisse wurde die FSC und auf der Ordinate die SSC
aufgetragen. Jeder Punkt entsprach einer Zelle. Durch die graphische Darstellung
entstanden Anhaufungen von Zelltypen mit ahnlichen Streueigenschaften und die
Leukozytenpopulation konnte so in typischer Lage und Konfiguration identifiziert
werden. Jeder durch Zellen generierte Spannungsimpuls ist definiert durch Weite, Hohe
(engl. height) und Flache (engl. area) als Produkt aus den ersteren beiden. Dies findet
Ausdruck in den Messparametern forward scatter height (Abkirzung: FSC-H) und
forward scatter area (Abkirzung: FSC-A). Nur einzelne Zellen gruppieren sich in einem
FSC-H-FSC-A-Graphen entlang der Diagonalen und konnen so von Zelldoubletten und
Zellhaufen abgegrenzt werden. Nach Identifizierung von einzelnen Leukozyten wurden
mit Hilfe des Farbstoffes LIVE/DEAD Pacific Orange tote stark gefarbte von vitalen
gering gefarbten Zellen unterschieden. AnschlieBend wurden zunachst Uber die
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Expression von CD3" T-Lymphozyten selektiert und dann die Subpopulation von CD4*-
T-Lymphozyten identifiziert.

SsC

D
3'627

s ——

| LIVE/DEAD

{ n 63,982
|

CD40L
CD40L

1,598 14,186

IFNy TNFa L2

Abbildung 7: Uberblick liber die gewihlte Gating-Strategie.

Die Zellen jeder Probe wurden nach den an den Achsen dargestellten Parametern schrittweise
analysiert. Der schwarz umrahmte Bereich stellt die identifizierte Zellpopulation dar, die im
nachsten Diagramm weiter untersucht wurde. Die angegebenen Zahlen entsprechen dem
prozentualen Anteil der ausgewahlten Zellen an der Gesamtzellzahl des Graphen. In den
unteren CD40L/Zytokin-Graphen sind die drei gesuchten Zielpopulationen abgebildet. Fur
Details siehe Text. Abklirzungen: CD40L (CD40 Ligand), FSC (forward scatter), FSC-A (forward
scatter area), FSC-H (forward scatter height), SSC (side scatter).

Zur Bestimmung von aktivierten CD3'CD4*-T-Lymphozyten wurde die gewahlte
Zellpopulation anhand der Expression von CD40 Ligand (Abkirzung: CD40L), welches
auch als CD154 bezeichnet wird, weiter untersucht. Dieses Oberflachenmolekul kann
innerhalb einiger Stunden nach Stimulation nachgewiesen werden und spielt als
kostimulatorisches Signal eine zentrale Rolle in der T-B-Zell-Kooperation (83). Die
Interaktion zwischen CD40L (T-Zelle) und CD40 (B-Zelle) aktiviert in beiden Zellen
intrazellulare Signalwege, die zur Differenzierung und Proliferation fiihren (83). Uber die
Auftragung von CD40L/Zytokin konnten anschlie3end die jeweils gesuchten aktivierten
CD3"CD4"CD40L*IFNy*/TNFa*/IL2*-T-Zellen identifiziert werden.

Das Ergebnis der unstimulierten Negativkontrolle entsprach der unspezifischen
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Zellstimulation. Die spezifische Immunitat gegen das Vakzin ergab sich aus der
Differenz der Ergebnisse der mit VAXIGRIP® 2013/2014 stimulierten Probe und der
entsprechenden Negativkontrolle.

Die bei jeder Messprobe mitgefuhrte Positivkontrolle fungierte als Qualitatskontrolle. Als
Kriterium einer erfolgreichen Positivkontrolle wurde mindestens eine Verdopplung des

Messergebnisses der Negativkontrolle angesetzt.

3.4) Bestimmung der humoralen Immunitat gegen Influenzaviren

3.4.1) Isolierung von Blutseren

Zur Messung der antikorpervermittelten Immunitat gegen Influenzaviren wurde
gemeinsam mit der Entnahme von Heparin-Blut bei den Patienten und den Spendern
jeweils vor und nach der Impfung 10 ml Blut Uber ein Serumréhrchen abgenommen. Im
Anschluss an die Blutentnahme wurde nach einer Zwischenlagerung von 30 Minuten
bei RT das Serumrdhrchen bei 20°C fur 10 Minuten bei 2000g zentrifugiert. Der klare
Uberstand (Blutserum) wurde anschlieRend in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefa

uberfuhrt und bei -20°C eingefroren.

3.4.2) Hamagglutinationshemmtest

Die Messung der humoralen Impfantwort erfolgte mittels HI. Dieser wurde
freundlicherweise von der Arbeitsgemeinschaft Influenza des Robert Koch-Institutes
durchgefuhrt. Zur Bestimmung des Impferfolges wurde der HI-Titer gegen das
Virusprotein  HA der Stadmme  A/California/7/2009, A/Texas/50/2012 und
B/Massachusetts/02/2012 ermittelt. Vor der Messung wurden zunachst maogliche
enthaltene unspezifische Inhibitoren in den Blutseren enzymatisch zerstort, wodurch
sich eine initiale Verdunnung von 1:10 ergab. Anschlielfend wurden die Blutseren seriell
in der Reihe 1:20, 1:40 und so weiter bis 1:2560 verdunnt. Nach der Zugabe einer
Virussuspension mit den Antigenen der oben genannten Virusstamme wurden die
Proben fur 30 Minuten bei RT belassen. Danach wurden frisch praparierte Erythrozyten
aus Putenblut hinzugegeben und fur weitere 30 Minuten bei RT inkubiert. Bei Kontakt
von viralem HA mit Strukturen der Erythrozytenmembran kommt es zu einer
Agglutinationsreaktion. Enthielt die untersuchte Probe Antikorper, dann flhrte die
einsetzende Antigen-Antikorper-Reaktion zur Inaktivierung des viralen HA und die
Agglutination unterblieb. Die letzte Verdinnungsstufe bei der es zu keiner Agglutination
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kam, entsprach dem Kehrwert des gesuchten Antikorpertiters. Ein Titer unter 1:10

wurde als serologisch negativ aufgefasst.

3.5) Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse und zur graphischen Darstellung wurden die Programme
GraphPad Prism und Mikrosoft Excel verwendet. Es wurden nicht-parametrische
statistische Verfahren angewendet. Unter der Annahme einer nicht-gau3schen
Wabhrscheinlichkeitsverteilung bei gepaarten Stichproben erfolgte die Auswertung der
Daten mit dem Wilcoxon matched-pairs signed rank Test. Zur Analyse ungepaarter
nicht-normalverteilter Stichproben wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Die
Ergebnisse wurden einzeln, als Median oder als Mittelwert unter Berucksichtigung des
Interquartilsabstandes oder der SD angegeben. Zur Analyse des x-fachen Anstieges
der Frequenzen Zytokin-produzierender CD4'CD40L*-Zellen wurde das 95%-
Konfidenzintervall (Abklirzung: KI) des geometrischen Mittels berechnet. Als statistisch
signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 gewertet.
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4) Ergebnisse

Die Rekrutierung der Kontrollprobanden und deren Blutentnahmen erfolgte durch Jan
Florian Mieves. Die Patientenrekrutierung erfolgte durch das arztliche Personal Uber die
Immundefektambulanz fur Erwachsene des Institutes fur Medizinische Immunologie der
Medizinischen Fakultat Charité-Universitatsmedizin Berlin. An der Charakterisierung der
drei Stichproben war Jan Florian Mieves wesentlich beteiligt.

Alle Untersuchungen mit Ausnahme des Hamagglutinationshemmtestes sowie die
statistische Auswertung der Ergebnisse wurden von Jan Florian Mieves eigenstandig
durchgefuhrt. Die graphische Darstellung und Interpretation der Ergebnisse erfolgte

malfdgeblich durch Jan Florian Mieves.

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit sind in folgenden Publikationen veroffentlicht

worden:

1) Leif Gunnar Hanitsch, Madlen Lobel, Jan Florian Mieves, Sandra Bauer, Nina Babel,
Brunhilde Schweiger, Kirsten Wittke, Patricia Grabowski, Hans-Dieter Volk, Carmen
Scheibenbogen, Cellular and humoral influenza-specific immune response upon
vaccination in patients with common variable immunodeficiency and unclassified
antibody deficiency, Vaccine, 2016.

2) Jan Florian Mieves, Kirsten Wittke, Helma Freitag, Hans-Dieter Volk, Carmen
Scheibenbogen, Leif Gunnar Hanitsch, Influenza Vaccination in Patients with Common
Variable Immunodeficiency (CVID), Current Allergy and Asthma Reports, 2017.

Die nachfolgenden Tabellen und Abbildungen sind zum Teil in der erstgenannten

Veroffentlichung zu finden oder wurden an dieser orientiert.

4.1) Charakterisierung der Kohorten

4.1.1) Demographische Daten der Kohorten

Die Geschlechterverteilung betrug 1:1 bei den CVID-Patienten. Drei UAD-Patienten
waren mannlich, funf weiblich. Das durchschnittliche Alter bei der Impfung mit
VAXIGRIP® 2013/2014 betrug bei dem CVID-Kollektiv 43 Jahre bei einer Altersspanne
von 24 bis 54 Jahren (SD: 10 Jahre; Median: 43 Jahre) und bei dem UAD-Kollektiv 35
Jahre bei einer Alterspanne von 21 bis 67 Jahren (SD: 17 Jahre; Median: 26 Jahre).
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Als gesunde Kontrollprobanden konnten funf Manner und vier Frauen rekrutiert werden,
wobei bei einem Alter von 25 bis 58 Jahre der Altersdurchschnitt zum Zeitpunkt der
Impfung bei 35 Jahren lag (SD: 12 Jahre; Median: 30 Jahre).

Sowohl bei den Patienten als auch bei den Kontrollprobanden wurde nur die zuletzt
durchgefuhrte Influenzaimpfung bis einschlieRlich der Saison 2007/2008 bertcksichtigt.
Vor Teilnahme an der Untersuchung war die Impfquote in der CVID-Kohorte (63%) und
Kontroll-Kohorte (67%) vergleichbar. Bei einer Impfquote von 37% wurden UAD-
Patienten im Vergleich weniger haufig geimpft.

Die demographischen Daten aller Kohorten sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Demographische Daten der Kontrollprobanden, der CVID- und der UAD-
Patienten.
Abkurzungen: n.a. (nicht anwendbar), SD (standard deviation).

CVID-Patienten UAD-Patienten Kontrollprobanden
Anzahl 8 8 9
Geschlechterverteilung 4 (50%)/ 4 (50%) 3 (37%) /5 (63%) 5 (56%) /4 (44%)
(mannlich/weiblich)
Mittleres  Alter bei der | 43 £10 Jahre 35 £ 17 Jahre 35 12 Jahre
Impfung + SD (Median) (43 Jahre) (26 Jahre) (30 Jahre)
Mittleres  Alter bei Erst- | 42 £ 10 Jahre 33 £ 17 Jahre n.a.
diagnose + SD (Median) (42 Jahre) (25 Jahre) (n.a.)
Impfquote bis einschlieRlich | 5/8 (63%) 3/8 (37%) 6/9 (67%)
Der Saison 2007/2008

4.1.2) Immunologische Parameter der CVID- und UAD-Kohorte

Immunglobuline

Bei allen CVID- und UAD-Patienten wurden die Ig-Spiegel der Klassen 1gG, IgA und
IgM erfasst. Mediane und Mittwerte unter Beachtung der SD der oben genannten Ig-
Klassen sind in Tabelle 9 dargestellt.

Gemall der ESID-Kriterien (8) wurden bei allen CVID-Patienten erniedrigte
Konzentrationen von I1gG und IgA mit erniedrigtem (87%) oder grenzwertig normalem
(13%) IgM gemessen. Die UAD-Patienten zeigten zu 100% (IgG), zu 50% (IgA) und zu
63% (IgM) erniedrigte Ig-Spiegel. Entsprechend konnten im UAD-Kollektiv insgesamt
hohere Serumkonzentrationen von IgA (p=0,0204) und IgM (p=0,0298) nachgewiesen
werden, wahrend fur IgG keine statistisch signifikanten Unterschiede beobachtet
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wurden (p=0,1009).

Tabelle 9: Mediane und Mittelwerte von IgG, IgA und IgM der CVID- und UAD-Patienten
vor der Einleitung einer Ig-Substitution.

Referenzwerte nach Angaben des durchfihrenden Labors (Labor Berlin-Charité Vivantes
GmbH). Abklrzungen: Ig (Immunglobulin), SD (standard deviation).

Ig-Klasse | Mittelwert * SD Median Bereich Einheit | Referenz-
bereich

IgG 2,94 £ 2,54 (CVID) 3,30 (CVID) 0,10 - 6,53 (CVID) | (g/l) 7,00 - 16,00
4,80 + 1,09 (UAD) 4,88 (UAD) 3,25 - 6,22 (UAD)

IgA 0,22 £ 0,24 (CVID) 0,14 (CVID) 0,01 -0,59 (CVID) | (g/) 0,70 - 4,00
0,79 £0,52 (UAD) 0,65 (UAD) 0,31 - 1,62 (UAD)

IgM 0,14 £ 0,14 (CVID) 0,11 (CVID) 0,00 - 0,40 (CVID) | (g/) 0,40 - 2,30
0,39 £ 0,25 (UAD) 0,34 (UAD) 0,03 - 0,82 (UAD)

B- und T-Zellen

In Tabelle 10 sind fur die beiden Patientengruppen die erhobenen Zellzahlen von B-

und T-Lymphozyten sowie deren Subpopulationen dargestellt.

Tabelle 10: Mediane und Mittelwerte der Lymphozytenpopulationen der CVID- und UAD-

Patienten.

Referenzwerte nach Angaben des durchfihrenden Labors (Labor Berlin-Charité Vivantes

GmbH). Abkurzungen: CD (cluster of differentiation), cs memBc (class-switched memory B
cell), Ig (Immunglobulin).

Zelltyp Mittelwert Median Bereich Einheit | Referenz-

(Phanotyp) bereich

CD4*-Zellen 520 (CVID) 570 (CVID) | 270-690 (CVID) | x/ul 500 - 1200
750 (UAD) 740 (UAD) 370 - 1260 (UAD)

CD19*-Zellen 130 (CVID) 100 (CVID) | 0-370 (CVID) | x/ul 100 - 400
220 (UAD) 180 (UAD) 140 - 490 (UAD)

cs memBc 1,30 (CVID) | 1,21 (CVID) | 0,00-3,60 (CVID)| % von | 6,50 -29,10

(CD27*IgM'IgD") 15,19 (UAD) | 15,60 (UAD) | 5,60 - 24,51 (UAD) | CD19"

aktivierte B-Zellen 8,05 (CVID) | 4,38 (CVID) | 0,00 -23,93 (CVID) | % von | 0,90 - 7,60

(CD21°“CD38°") 3,39 (UAD) 2,79 (UAD) | 1,25-8,41 (UAD) | CD19"

transitionale B-Zellen | 5,35 (CVID) 3,23 (CVID) | 0,00 -19,75(CVID) | % von | 0,60 - 3,40

(CD38MahgMPian) 3,89 (UAD) 3,07 (UAD) |0,88-8,64 (UAD) | CD19"

Die Anzahl der cs memBc der CVID-Kohorte lag bei einem Median von 1,21%
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(Mittelwert: 1,30%) in einem Bereich zwischen 0 und 3,6%. Alle CVID-Patienten zeigten
demgemall verminderte cs memBc mit Frequenzen unter 4,55% und damit eine
Verminderung auf unter 70% des Referenzwertes von 6,5%.

Im Vergleich wurden in der UAD-Kohorte hohere Frequenzen von cs memBc gemessen
(p=0,0002). Kein UAD-Patient wies cs memBc unter 4,55% auf, wobei bei einem
Median von 15,60% (Mittelwert: 15,19%) 5,60% den niedrigsten und 24,51% den
hochsten Wert darstellte. Insgesamt zeigten die CVID-Patienten im Trend hohere
Frequenzen von transitionalen und aktivierten B-Zellen, wobei die Unterschiede keine
statistische Signifikanz erlangten (p>0,9999 und p=0,6968).

Sowohl fir CD19*-Zellen als auch fur CD4*-Zellen wurden keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Kohorten detektiert (p=0,1677 und p=0,0775).

Bei allen teilnehmenden Patienten lagen die CD4*-T-Lymphozyten tber 200/pl, so dass

eine stark eingeschrankte T-zellulare Immunitat unwahrscheinlich ist.

Impfantwort auf Polysaccharid-Antigene

Zur Evaluation der Impfantwort auf Polysaccharide wurde retrospektiv die humorale
Immunitat gegen Pneumokokken vor und nach erfolgter Impfung mit PNEUMOVAX® 23
begutachtet. Bei sieben der teilnehmenden acht CVID-Patienten liel3 sich keine positive
Impfantwort beobachten, wobei als Kriterium mindestens eine Verdopplung der initialen
lgG- und 1gG2-Konzentration der  spezifischen  Anti-Pneumokokken-Kapsel-
Polysaccharid-Antikorper gefordert wurde. Lediglich CVID-Patient 1 erfullte dieses
Kriterium. Hingegen zeigten alle UAD-Patienten eine erfolgreiche Impfantwort nach der
Gabe von PNEUMOVAX® 23 als Ausdruck der nach ESID (8) moglichen normalen
Impfreaktion.

4.1.3) Krankheitsmanifestation der CVID- und UAD-Kohorte

Die Krankheitsmanifestation der CVID- und UAD-Kohorte ist in Tabelle 11
zusammengefasst. Erwartungsgemal war der haufigste erhobene Befund eine erhohte
Infektanfalligkeit. Trotz Ig-Substitution litten alle Patienten (100%) unter rezidivierenden
Infekten der Atemwege. Nur UAD-Patient 1 erhielt keine Substitutionstherapie. Das
Spektrum der dokumentierten Infekte der CVID- bzw. UAD-Patienten umfasste
daneben wiederkehrende Episoden von Otitiden (13% bzw. 13%), von Sinusitiden (63%
bzw. 50%) und von Harnwegsinfekten (13% bzw. 0%). Komplizierend entwickelten drei
CVID-Patienten (37%) und ein UAD-Patient (13%) rezidivierende Pneumonien.
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Erregerbedingte Diarrhoen traten bei einem CVID-Patienten (13%) und bei zwei UAD-
Patienten (25%) auf.

Tabelle 11: Klinische Manifestationen der CVID- und UAD-Kohorte.

Zeichen der Enteropathie umfassen histologisch nachgewiesene Veranderungen oder
rezidivierende nichtinfektiose Diarrhéen. Abkirzungen: GLILD (granulomatous-lymphocytic
interstitial lung disease), * vor dem Beginn einer Immunglobulin-Substitution.

Klinische Manifestation % der CVID-Kohorte % der UAD-Kohorte
Erhdhte Infektanfalligkeit 100% 100%
« rezidivierende Infekte der Atemwege 100% 100%
« rezidivierende Otitis media* 13% 13%
« rezidivierende Sinusitis paranasales® 63% 50%
« rezidivierende Pneumonien* 37% 13%
« rezidivierende Harnwegsinfekte* 13% 0%

« infektiése Diarrhéen* 13% 25%
Zeichen der Enteropathie 25% 25%
(klinisch oder histologisch)

Autoimmunologische Erkrankungen 50% 13%
Hepatosplenomegalie 13% 13%
« Hepatomegalie 13% 13%
« Splenomegalie 25% 25%
Lymphadenopathie 0% 0%
Granulome 13% 0%
GLILD 25% 0%
Malignome 0% 0%

Als Folge der Erkrankung entwickelten zwei CVID-Patienten (25%) eine GLILD,
wahrend diese Komplikation im UAD-Kollektiv nicht nachgewiesen werden konnte.
Granulome wurden nur bei einem CVID-Patienten in der Lunge (13%) detektiert.

Eine Enteropathie in Form von rezidivierenden nichtinfektiosen Diarrhben und/oder
histologisch nachgewiesenen Veranderungen des GIT zeigten jeweils 25% beider
Kohorten.

Autoimmunitat wurde haufiger in der CVID-Kohorte (50%) als in der UAD-Kohorte
(13%) beobachtet.

Eine Splenomegalie wurde bei zwei Patienten (25%) jeder Gruppe beobachtet und lag
jeweils in einem Fall (13%) in Kombination mit einer LebervergroBerung als
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Hepatosplenomegalie vor. Eine Lymphadenopathie oder Malignomerkrankung konnte

bei keinem der Patienten nachgewiesen werden.

4.2) Fehlende humorale Impfantwort der CVID- und UAD-Patienten

Die serologische Impfantwort nach der Gabe von VAXIGRIP® 2013/2014 der
Kontrollprobanden und der Patienten wurde anhand der Kriterien der Seroprotektion,
der Serokonversion und der HOhe der HI-Titer beurteilt.

4.2.1) Seroprotektion

HI-Titer bei einer Verdunnung von mindestens 1:40 wurden als protektiv gewertet (71).
Die Seroprotektionsraten vor und nach der Impfung der teilnehmenden Patienten und
Kontrollprobanden sind in Abbildung 8 dargestellt.

Initial war die Anzahl der Kontrollprobanden mit protektiven Titern bezuglich der drei
Impfstdmme niedriger als in den Patientengruppen. Vor der Impfung lag der
Prozentsatz an Kontrollprobanden mit HI-Titern = 1:40 bei 22% (A/Texas/50/2012 und
B/Massachusetts/02/2012) und bei 44% (A/California/7/2009). Lediglich ein
Kontrollproband erflllte gegen den Stamm A/California/7/2009 nicht das Kriterium der
Seroprotektion. Ansonsten entwickelten alle teilnehmenden Kontrollprobanden
protektive Titer gegen alle drei Stamme. Dies entspricht einer Zunahme der
Seroprotektionsraten um 44% (A/California/7/2009) und 78% (A/Texas/50/2012 und
B/Massachusetts/02/2012).

Gemaly der Definition der Seroprotektion zeigten viele der teilnehmenden Patienten
gegen A/California/7/2009 (CVID: 87%; UAD: 75%), gegen A/Texas/50/2012 (CVID:
63%; UAD: 87%) und gegen B/Massachusetts/02/2012 (CVID: 63%; UAD: 100%) nach
der Impfung protektive Titer.

Bei vielen Patienten waren protektive Werte jedoch bereits vor der Gabe des Vakzins
nachweisbar. Alle diese Patienten wurden unter regelmaliger Ig-Substitution gefuhrt.
Die Steigerung der Seroprotektion durch die Impfung lag jeweils bei 13% (CVID und
UAD) gegen die Influenza-A-Stdamme und bei 25% (CVID) und 37% (UAD) gegen den

Influenza-B-Stamm.
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A) A/Cal./7/2009 B) A/Tex./50/2012 C) B/Mass./02/2012
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Abbildung 8: Seroprotektionsraten gegen Influenza vor und nach der Impfung mit
VAXIGRIP® 2013/2014.

Dargestellt ist der prozentuale Anteil seroprotektiver Titer der Kontrollprobanden (n=9), der
CVID- und der UAD-Patienten (jeweils n=8) gegen die Stamme A/California/7/2009 (A),
A/Texas/50/2012 (B) und B/Massachusetts/02/2012 (C). Als protektiv wurde ein Titer von
mindestens 1:40 gewertet (71). Die Messung erfolgte mittels HI (hemagglutination inhibition
assay).

4.2.2) Serokonversion

Ein Anstieg der Anti-Influenzatiter auf = 1:40 bei vorheriger Serumnegativitat oder eine
mindestens vierfache Steigerung des HI-Titers durch die Impfung wurde als
serologische Impfantwort (Serokonversion) gewertet (70). Im Vergleich zu den
Kontrollprobanden war der x-fache Titeranstieg des CVID- und UAD-Kollektives gegen
alle drei Stamme tendenziell niedriger und diese Unterschiede erreichten mit einer
Ausnahme statistische Signifikanz (Abbildung 9).

Insgesamt zeigten von neun gesunden Kontrollprobanden gegen A/Texas/50/2012 alle,
gegen A/California/7/2009 funf und gegen B/Massachusetts/02/2012 acht mindestens
eine Titer-Vervierfachung durch die Influenzaimpfung.

Gemal der oben genannten Definition erfullte nur CVID-Patient 1 die Kriterien einer
positiven Impfantwort bezuglich der beiden Influenza-A-Stamme. Die Impfung bewirkte
jedoch bei keinem der CVID-Patienten eine Steigerung des Titers um mehr als das
Vierfache gegen den enthaltenen Influenza-B-Stamm.

In der UAD-Kohorte hingegen fuhrte die Impfung insgesamt in drei Fallen zu einer
Vervierfachung des Ausgangstiters gegen B/Massachusetts/02/2012 (UAD 4, UAD 6
und UAD 8). Zwei Patienten entwickelten eine Titer-Vervierfachung bezlglich
A/California/7/2009 (UAD 4 und UAD 7), wohingegen nur UAD-Patient 6 die Kriterien
der Serokonversion gegen den Stamm A/Texas/50/2012 erflllte.
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Es wurden insgesamt keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den UAD-

Patienten und den CVID-Patienten beobachtet.
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Abbildung 9: Anstieg der Anti-Influenzatiter nach erfolgter Impfung mit VAXIGRIP®
2013/2014.

Dargestellt ist der x-fache Anstieg der Kontrollprobanden (n=9) verglichen mit den CVID- und
den UAD-Patienten (jeweils n=8) gegen die Stdmme A/California/7/2009 (A), A/Texas/50/2012
(B) und B/Massachusetts/02/2012 (C). Die Messung erfolgte mittels HI (hemagglutination
inhibiton assay). Die in den Abbildungen angegebenen Zahlen entsprechen der
Patientenzuordnung aus Tabelle 3. Die Vervierfachung des Ausgangswertes, als Korrelat der
unteren Grenze einer Serokonversion (70), ist als gestrichelte Linie markiert. Der schwarze
Balken entspricht dem Median. Zur statistischen Analyse wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet. Nicht signifikante p-Werte sind als n.s. angegeben.

4.2.3) Hohe der Hi-Titer

Die Hohe der gemessenen HI-Titer der drei Kohorten sind in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Anti-Influenzatiter vor und nach der Impfung mit VAXIGRIP® 2013/2014.
Abgebildet sind die Antikopertiter der Kontrollprobanden (n=9), der CVID- und der UAD-
Patienten (jeweils n=8) gegen die Stamme A/California/7/2009 (A), A/Texas/50/2012 (B) und
B/Massachusetts/02/2012 (C). Die Messung erfolgte mittels HI (hemagglutination inhibition
assay). Die gestrichelte Linie markiert die untere Grenze seroprotektiver Titer (71). Die in den
Abbildungen angegebenen Zahlen entsprechen der Patientenzuordnung aus Tabelle 3. Zur
statistischen Analyse flr gepaarte Stichproben wurde der Wilcoxon matched-pairs signed rank
Test verwendet. Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe, der CVID- und der UAD-Gruppe
vor und nach der Impfung wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test untersucht. Die angegebenen
Fehlerbalkendiagramme zeigen den Median sowie das zugehdrige obere und untere Quartil
einschlieBlich des Interquartilsabstandes. Abkurzungen: n.s. (nicht signifikant).

Insgesamt entwickelten die Kontrollprobanden durch die Impfung eine signifikante
Erhdhung der HI-Titer gegen die Stamme A/California/7/2009 (Bereich: 0-1:1280;
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Mittelwert: 1:369; Median: 1:160; p=0,0156), A/Texas/50/2012 (Bereich: 1:160-1:1280;
Mittelwert: 1:658; Median: 1:640; p=0,0039) und B/Massachusetts/02/2012 (Bereich:
1:80-1:320; Mittelwert: 1:187; Median: 1:160; p=0,0039). Die HI-Titer der Kontrollgruppe
nach der Impfung waren verglichen mit den beiden Patientengruppen bezlglich der
Impfstamme  A/Texas/50/2012  (Kontrollprobanden und  CVID: p=0,0008;
Kontrollprobanden und UAD: p=0,0328) und B/Massachusetts/02/2012
(Kontrollprobanden und CVID: p=0,0027; Kontrollprobanden und UAD: p=0,0375)
signifikant hoher. Fur den Stamm A/California/7/2009 erreichten die Unterschiede keine
statistische Signifikanz, zeigten im Trend aber eine ahnliche Entwicklung.

Hingegen fuhrte die Impfung der Patienten insgesamt zu keiner statistisch signifikanten
Zunahme der HI-Titer. Trotz hoher Seroprotektionsraten lag die serologische
Impfantwort der CVID-Patienten gegen die Stamme A/California/7/2009 (Bereich: 1:20-
1:640; Mittelwert: 1:148; Median: 1:40), A/Texas/50/2012 (Bereich: 1:20-1:160;
Mittelwert: 1:73; Median: 1:60) und B/Massachusetts/02/2012 (Bereich: 1:20-1:160;
Mittelwert: 1:53; Median: 1:40) jeweils in niedrigen Bereichen. Insgesamt zeigten die
UAD-Patienten zu beiden Messzeitpunkten tendenziell etwas hohere Titer als die CVID-
Patienten, wobei diese Unterschiede keine statistische Signifikanz erreichten und auch

die Antikorpertiter der UAD-Kohorte nach der Impfung vergleichsweise niedrig waren.

4.3) Dosisfindungsversuch

PBMCs von den gesunden Kontrollprobanden und den Patienten wurden vor und nach
der Impfung mit VAXIGRIP® 2013/2014 stimuliert, gefarbt und anschlielend die
Frequenzen IFNy-, TNFa- und IL2-produzierender CD4*-Zellen durchflusszytometrisch
gemessen. Um die optimale Menge Vakzin fur die Stimulation zu ermitteln, wurde vorab
ein Dosisfindungsversuch mit drei unterschiedlichen Konzentrationen mit PBMCs von
drei gesunden Kontrollprobanden durchgefuhrt. Eingesetzt wurde pro Ansatz 1 pg/ml, 3
pMg/ml und 6 pg/ml des Impfstoffes. Insgesamt ergab sich bei Stimulation mit 3 pg/ml im
Durchschnitt die hochste Produktion von IFNy, TNFo und IL2 (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Ergebnisse des Dosisfindungsversuches.

PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) von gesunden Kontrollprobanden (n=3) wurden
zur Bestimmung der optimalen Stimulationsdosis in vitro fir 20 Stunden mit 1 ug/ml, 3 pg/ml
und 6 pg/ml des Impfstoffes VAXIGRIP® 2013/2014 stimuliert, gefarbt und anschlieRend die
Frequenzen  Zytokin-produzierender CD4*-Zellen gemessen. Abgebildet sind die
durchflusszytometrischen Daten fur IFNy (A), TNFa (B) und IL2 (C). Der schwarze Balken
markiert den Mittelwert.

4.4) T-zellulare und Patienten

nachweisbar

Impfantwort bei Kontrollprobanden

Die T-zellulare Impfantwort wurde durchflusszytometrisch anhand der Produktion der
Zytokine IFNy, TNFo und IL2 durch aktivierte CD3*CD4*-T-Zellen bestimmt. Zur
Qualitatskontrolle wurde fur jeden Messzeitpunkt eine Positivkontrolle mitgefuhrt. Fur
die Positivkontrolle wurden PBMCs der Kontrollprobanden und der Patienten vor und
nach der Influenzaimpfung in vitro mit 3 pg/ml des bakteriellen Superantigens SEB
stimuliert und gefarbt. In der anschlieBenden durchflusszytometrischen Messung
konnten nach Stimulation mit SEB vor und nach der Impfung keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Kontrollprobanden und den Patienten
nachgewiesen werden (Abbildung 12). In der Positivkontrolle wurden in der CVID-
Kohorte fur die Zytokine IFNy und TNFo an beiden Messzeitpunkten die hochsten
Frequenzen gemessen.

Zur Messung der Immunitat gegen Bestandteile des Influenzavakzins vor und nach
erfolgter Impfung wurden PBMCs von den Kontrollprobanden und den Patienten in vitro
mit 3 pg/ml VAXIGRIP® 2013/2014 stimuliert. Zur Evaluation der Gute einer T-
zellularen Immunitat wurden die Frequenzen von antigenspezifischen IFNy-, TNFa- und
IL2-produzierenden CD3*CD4*CD40L"*-T-Zellen an beiden Messzeitpunkten betrachtet.
Zur Beurteilung einer Impfantwort wurde die Veranderungen der Frequenzen Zytokin-
produzierender CD4*CD40L*-Zellen durch die

Impfung in Form eines x-fachen

52



Anstieges begutachtet.

n.s. { ) n.s.
n.s. ] ’ n.s
A n.s. B ns
501 ,L‘ .Li 501 ,L, n.s.
n.s.  n.s. n.s. . ns. ns. n.s n.s. ns
- 45- — P g 451
(0] =
E 40 ﬁ 40
+;~ 351 é 351
£ 30 % 301
Y 251 E 254
= =)
g 209 S 207
O 45 O Ll
py <
5 101 a) |
é O 10
=] = = =
o 5.
0-
T | T T 0 T T T
vor Impfung nach Impfung vor Impfung nach Impfung
n.s.
C n.s
n.s. ‘
501 ! Legende:
45 n.s. n.s.
7 o —— |
S n.s. n.s. n.s.  n.s.
[} ] p——y e p—— -
A [ ] Kontrollprobanden (n=9)
N a5
e .
J 30 B CVID-Patienten (n=8)
=
§ 25
S 20 ] UAD-Patienten (n=8)
s
E 154
O 10
X
5-
0" I T 1
vor Impfung nach Impfung

Abbildung 12: Frequenzen Zytokin-produzierender aktivierter CD4*-Zellen nach
Stimulation mit SEB vor und nach der Impfung mit VAXIGRIP® 2013/2014.

PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) von Kontrollprobanden (n=9), CVID- und UAD-
Patienten (jeweils n=8) wurden vor und nach der Impfung in vitro fir 20 Stunden mit 3 pg/mi
des Superantigens SEB (Staphylokokken Enterotoxin B) stimuliert. Die Auswertung der
durchflusszytometrischen Daten fur IFNy (A), TNFa (B) und IL2 (C) erfolgte wie in Abbildung 7
dargestellt. Zur statistischen Analyse zwischen der Kontrollgruppe und den Patientengruppen
wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Unterschiede zwischen gepaarten Stichproben vor
und nach der Impfung wurden mit dem Wilcoxon matched-pairs signed rank Test untersucht.
Die angegebenen Fehlerbalkendiagramme zeigen den Median sowie das zugehdrige obere und
untere Quartil einschlief3lich des Interquartilsabstandes. Abklrzungen: n.s. (nicht signifikant).
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4.4.1) Frequenzen antigenspezifischer T-Zellen

Wie in Abbildung 13 dargestellt, lagen die gemessenen Frequenzen der drei Gruppen
nach der Impfung fur alle drei Zytokine in einem ahnlichen Bereich, sodass von einer
vergleichbaren T-zellularen Immunitat ausgegangen werden kann.

Bei allen Kontrollprobanden und Patienten konnte nach der Impfung eine T-zellulare
Immunitat gegen Vakzin-Bestandteile gemessen werden. Insgesamt entwickelte die
UAD-Kohorte im Trend die hochsten Frequenzen durch die Influenzaimpfung.
Unterschiede nach der Impfung erreichten nur zwischen den UAD-Patienten und den
Kontrollprobanden fur IFNy*-produzierende aktivierte T-Zellen statistische Signifikanz
(p=0,0360). Alle Kontrollprobanden und Patienten zeigten schon vor der Impfung
messbare spezifische aktivierte T-Zellen, wobei keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen nachweisbar waren.

Die niedrigsten Frequenzen fur alle drei Zytokine entwickelten die Patienten CVID 1,
CVID 7 und UAD 1.

Insgesamt fuhrte die Impfung mit VAXIGRIP® 2013/2014 in der Kontrollgruppe zu einer
statistisch signifikanten Zunahme der Frequenzen von IFNy-, TNFa- und IL2-
produzierenden aktivierten T-Zellen (p=0,0117, p=0,0039 und p=0,0039).

In der Gruppe der CVID-Patienten konnte fur TNFa-produzierende aktivierte T-Zellen
eine statistisch signifikante Zunahme durch die Impfung beobachtet werden (p=0,0234),
wahrenddessen die Veranderungen fur IFNy keine statistische Signifikanz erreichten.
Hingegen bewirkte die Impfung in der UAD-Kohorte eine statistisch signifikante
Steigerung von |IFNy-produzierenden aktivierten T-Zellen (p=0,0156), wohingegen die
Anderungen beziiglich der TNFa-Expression keine statistische Signifikanz erlangten.
Die Veranderungen beider Patientengruppen fur IL2-produzierende aktivierte T-Zellen
fielen mit einem p-Wert von jeweils 0,0547 in den grenzwertig statistisch signifikanten
Bereich.
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Abbildung 13: Frequenzen Zytokin-produzierender aktivierter CD4*-Zellen als Korrelat
der zellularen Immunitat nach der Impfung mit VAXIGRIP® 2013/2014.

PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) von gesunden Kontrollprobanden (n=9), CVID-
und UAD-Patienten (jeweils n=8) wurden vor und nach der Impfung in vitro fir 20 Stunden mit 3
ug/ml des Vakzins VAXIGRIP® 2013/2014 stimuliert und anschlieBend gefarbt. Die Auswertung
der durchflusszytometrischen Daten fir IFNy (A), TNFa (B) und IL2 (C) erfolgte wie in Abbildung
7 dargestellt. Die in den Abbildungen angegebenen Zahlen
Patientenzuordnung aus Tabelle 3. Zur statistischen Analyse einer Anderung durch die Impfung
wurde der Wilcoxon matched-pairs signed rank Test genutzt. Die entsprechenden p-Werte sind
unterhalb des Graphen angegeben. Die abgebildeten Fehlerbalkendiagramme zeigen den
Median sowie das zugehorige obere und untere Quartil einschlieBlich des
Interquartilsabstandes. Abkurzungen: n.s. (nicht signifikant).

entsprechen der

4.4.2) x-facher Anstieg der Frequenzen Zytokin-produzierender T-Zellen
Als Grundlage fur die Definition der T-zellularen Impfantwort wurden die Ergebnisse der

Kontrollprobanden verwendet. Ein Messergebnis wurde als positive Impfantwort
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gewertet, wenn dieses die untere Grenze des 95%-KI| des geometrischen Mittels der

entsprechenden Zytokinantwort der Kontrollprobanden uberschritt (IFNy: 95%-KI
[1,32; 2,60]; TNFa: 95%-KI = [1,38; 3,24]; IL2: 95%-KI = [1,29; 5,73]).

Wie in Abbildung 14 gezeigt, bestanden bezuglich des x-fachen Anstieges der
Frequenzen Zytokin-produzierender Zellen keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Kontrollprobanden und den Patientengruppen. Folglich kann von einer vergleichbar
guten T-zellularen Impfantwort der drei Kohorten ausgegangen werden.

Gemal der obigen Definition entwickelten alle Teilnehmer der Kontrollkohorte eine
positive Impfantwort fir mindestens eines der Zytokine. Sechs Kontrollprobanden
zeigten eine zellulare Impfantwort fur alle Zytokine, einer fur zwei Zytokine und zwei fur
ein Zytokin.

Von den acht teilinehmenden CVID-Patienten reagierte nur CVID-Patient 7 fur keines
der drei Zytokine und zeigte insgesamt die niedrigsten Veranderungen bezlglich der
Frequenzen Zytokin-produzierender Zellen aller drei Gruppen. Von den verbleibenden
sieben entwickelten drei Patienten (CVID 3, CVID 4 und CVID 6) fur alle und vier
Patienten (CVID 1, CVID 2, CVID 5 und CVID 8) fur zwei Zytokine eine positive
Impfreaktion.

In der UAD-Kohorte entwickelten zwei Patienten (UAD 5 und UAD 7) fur keines der
untersuchten Zytokine eine zellulare Impfantwort. Von den restlichen sechs Patienten
reagierten vier (UAD 2, UAD 3, UAD 4 und UAD 8) mit drei Zytokinen, einer (UAD 6) mit
zwei Zytokinen und einer (UAD 1) mit einem Zytokin.
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Abbildung 14: Anstieg der Frequenzen Zytokin-produzierender aktivierter CD4*-Zellen
durch die Impfung mit VAXIGRIP® 2013/2014.
PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) von gesunden Kontrollprobanden (n=9), CVID-
und UAD-Patienten (jeweils n=8) wurden vor und nach der Impfung in vitro fir 20 Stunden mit 3
ug/ml des Vakzins VAXIGRIP® 2013/2014 stimuliert und anschlieRend gefarbt. Dargestellt ist
der x-fache Anstieg fur IFNy (A), TNFa (B) und IL2 (C). Die Auswertung erfolgte wie in
Abbildung 7 dargestellt. Die in den Abbildungen angegebenen Zahlen entsprechen der
Patientenzuordnung aus Tabelle 3. Die gestrichelte Linie markiert die untere Grenze des 95%-
Konfidenzintervall (KI) des geometrischen Mittels der T-zelluldaren Impfantwort der gesunden
Kontrollprobanden fur das jeweilige Zytokin. Dieser Wert wurde als Korrelat der unteren Grenze
einer positiven Impfantwort definiert. Zur statistischen Analyse von Unterschieden zwischen den
Kontrollen und den Patienten wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Die angegebenen
Fehlerbalkendiagramme zeigen das geometrische Mittel sowie das 95%-KIl. Abklirzungen: n.s.
(nicht signifikant).
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5) Diskussion

In dieser Arbeit wurden das humorale und T-zellulare Impfansprechen von CVID- und
UAD-Patienten nach der Gabe des saisonalen TIV 2013/2014 untersucht. Im
Gegensatz zur gesunden Kontrollgruppe war die humorale Impfantwort sowohl der
CVID- als auch der UAD-Kohorte gering bis fehlend. Jedoch entwickelte der Groliteil
beider Patientengruppen eine den gesunden Kontrollprobanden vergleichbare T-

zellulare Impfantwort und Immunitat.

Die Diskussion der folgenden Publikation ist inhaltlich und formal im Wesentlichen an
der vorliegenden Arbeit orientiert:

Leif Gunnar Hanitsch, Madlen Lobel, Jan Florian Mieves, Sandra Bauer, Nina Babel,
Brunhilde Schweiger, Kirsten Wittke, Patricia Grabowski, Hans-Dieter Volk, Carmen
Scheibenbogen, Cellular and humoral influenza-specific immune response upon
vaccination in patients with common variable immunodeficiency and unclassified

antibody deficiency, Vaccine, 2016.

5.1) Interpretation der Ergebnisse und Einordnung in die bestehende
Studienlage

Insgesamt gibt es nur wenige Studien, die das Ansprechen einer Influenzaimpfung bei
CVID-Patienten untersuchen. Uber die Literaturdatenbank PubMed wurden eine
norwegische Studie von Pedersen und Kollegen (79) sowie eine niederlandische Studie
von van Assen und Kollegen (77, 78) identifiziert, die das humorale und zellulare
Impfverhalten untersuchten. Hingegen gibt es fur das Krankheitsbild UAD bis dato keine

Studien, die explizit die Impfantwort nach Gabe des saisonalen Impfstoffes evaluieren.

5.1.1) Serologische Impfantwort gegen TIV

Im Gegensatz zu den gesunden Kontrollprobanden entwickelte die Mehrheit der
teiinehmenden Patienten keine oder nur eine deutlich eingeschrankte serologische
Impfantwort nach der Gabe von VAXIGRIP® 2013/2014. Dies steht im Einklang mit den
ESID-Diagnosekriterien nach denen das Impfansprechen beider Patientengruppen
maoglichweise eingeschrankt sein oder vollstandig fehlen kann (8).

Von den acht CVID-Patienten entwickelte nur CVID-Patient 1 eine Serokonversion
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gegen die Influenza-A-Stamme des Vakzins als Ausdruck eines serologischen
Impfansprechens. Nur dieser CVID-Patient zeigte auf das Polysaccharid-Antigen
PNEUMOVAX® 23 eine positive Impfantwort und wies mit 3,60% der CD19*-Zellen die
grofdte Population von cs memBc als Hauptquelle der Antikorperproduktion auf. Zudem
lag die IgG-Konzentration vor dem Beginn der Ig-Substitutionstherapie mit 6,53 g/l
vergleichsweise knapp unterhalb des unteren Grenzwertes des Normalbereiches. Als
einziger der CVID-Kohorte wies dieser Patient den lymphozytaren Phanotyp Il nach
Freiburg bzw. smB*21"°™ nach EuroClass auf. Sowohl die haufig eingeschrankte
humorale Impfantwort als auch der Zusammenhang zwischen erfolgreicher Impfung
gegen Polypeptid- bzw. Polysaccharid-Antigene und der tendenziellen Einordnung
dieser Patienten in die Gruppe Typ Il nach Freiburg sind in Studien beschrieben (30,
84). Unter Zusammenschau dieser Daten liegt bei CVID-Patient 1 am ehesten ein
milderer Phanotyp mit erhaltener serologischer Impfantwort vor.

Die UAD-Kohorte der vorliegenden Untersuchung entwickelte gegen das
Influenzavakzin eine zwar etwas bessere, aber letztendlich ebenfalls erheblich
eingeschrankte serologische Impfantwort. Obwohl insgesamt vier UAD-Patienten das
Kriterium der Serokonversion gegen mindestens einen Impfstamm erfullten, fihrte die
Impfung in diesen Fallen nur zu einer Vervierfachung des Ausgangstiters. Im
Gegensatz zu den CVID-Patienten zeigten alle UAD-Patienten normale bis nur
geringfugig verminderte Frequenzen von cs memBc und ein erfolgreiches serologisches
Impfansprechen auf das Polysaccharid-Vakzin PNEUMOVAX® 23. Zu ahnlichen
Ergebnissen kommt eine Untersuchung an 21 UAD-Patienten von Driessen und
Kollegen, die nur in drei Fallen eine eingeschrankte Impfantwort gegen das
Pneumokokken-Vakzin und lediglich in zwei Fallen cs memBc < 2% beobachten konnte
(47). Anhnlich wie in dieser Arbeit litten alle UAD-Patienten an einer erhohten
Infektanfalligkeit und bendtigten in vielen Fallen eine Ig-Substitution (47). Im Gegensatz
zu der UAD-Kohorte dieser Arbeit wurden jedoch keine nichtinfektiosen Komplikationen
von Driessen und Kollegen beobachtet (47).

In der vorliegenden Untersuchung waren tendenziell an beiden Messpunkten hohere
Titer bei den UAD-Patienten nachweisbar. Dennoch fuhrte die Impfung in beiden
Patientenkohorten zu keiner statistisch signifikanten Zunahme und insgesamt waren die
HI-Titer der Patienten nach der Impfung niedriger als die der Kontrollgruppe. Im
Durchschnitt waren bei den Patienten und den Kontrollprobanden die Antikorpertiter
gegen den Influenza-B-Stamm des Vakzins am niedrigsten. Dies ist ein beschriebenes
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methodisches Phanomen, dass bei der Messung von Antikorpern gegen Influenza B
mittels HI beobachtet werden kann (85).

Interessanterweise zeigte der Grolteil der untersuchten CVID- und UAD-Patienten in
dieser Arbeit schon vor der Impfung Anti-Influenzatiter, die in vielen Fallen
definitionsgemaf protektiv waren. Ursachlich konnten vorherige Impfungen gewesen
sein, da circa zwei Drittel der CVID- und ein Drittel der UAD-Patienten in den Jahren
zuvor das saisonale Vakzin erhalten hatte. Jedoch waren auch bei fehlender Impfung in
den letzten Saisons vor der Gabe von VAXIGRIP® 2013/2014 Antikorper gegen die
enthaltenen Influenzastamme nachweisbar. Zudem konnten van Assen und Kollegen
keinen Zusammenhang zwischen vorherigen Influenzaimpfungen und préaexistenten
Antikorpern bei CVID-Patienten nachweisen (77). Die gemessenen HI-Titer vor der
Impfung konnten auch Folge von transferierten Antikorpern gewesen sein, da mit
Ausnahme von UAD-Patient 1 alle Patienten unter Ig-Substitution gefuhrt wurden.
Obwohl Antikorper gegen Influenza in Ig-Praparaten enthalten sind, liegen diese jedoch
nur in geringer Konzentration vor (77, 79). Als mogliche Erklarung kommt daher auch
ein vorheriger Kontakt mit saisonalen Influenzastammen in Betracht, da die
zirkulierenden Influenzaviren in den vorherigen Jahren weitgehend vergleichbar waren.
Neben den Influenza-A-Subtypen H1N1 und H3N2 zirkuliert seit 1990 die Yamagata-
Linie, zu der auch der Influenza-B-Stamm von VAXIGRIP® 2013/2014 zahlt (65).
Insgesamt stehen die serologischen Daten dieser Arbeit im Einklang mit den
Ergebnissen anderer Untersuchungen an CVID-Patienten. Ebenso wie bei CVID-
Patient 1 der vorliegenden Arbeit beschrieben Pedersen und Kollegen bei zwei von drei
Studienpatienten eine schwache, aber nachweisbare, humorale Impfantwort in Form
einer erfolgreichen Serokonversion und Seroprotektion (79). Wie in der vorliegenden
Untersuchung waren die HI-Titer dieser beiden Patienten trotz Mehrfachgabe und
hoherer Dosierung des Impfstoffes jedoch deutlich niedriger als die der teilnehmenden
Kontrollprobanden (79).

In der niederlandischen Studie von van Assen und Kollegen an 18 CVID-Patienten und
26 gesunden Kontrollprobanden wurde eine erheblich eingeschrankte serologische
Impfantwort beschrieben (77). Im Gegensatz zu den gesunden Kontrollen konnte nach
Gabe des Vakzins der Saison 2006/2007 bei keinem der Patienten eine Serokonversion
gegen die Stamme A/Neu Caledonien/20/99 (H1N1), A/Wisconsin/67/2005 (H3N2) und
B/Malaysia/2506/2004 nachgewiesen werden (77). Trotz vergleichbarer HI-Titer vor der
Impfung zeigte nur die Kontrollgruppe eine signifikante Zunahme der Antikorpertiter
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gegen die Impfstamme (77). Protektive Titer nach der Impfung konnten bei 77%
(A/HIN1), 12% (A/H3N2) und 12% (B) der CVID-Patienten gemessen werden, wobei
mit einem Durchschnitt von 1:41 (A/H1N1), 1:17 (A/H3NZ2) und 1:17 (B) die Titer nach
der Impfung fur alle drei Stamme in niedrigen Bereichen lagen (77). Im Vergleich
zeigten die CVID-Patienten in der vorliegenden Arbeit nach erfolgter Impfung sowonhl
hohere Seroprotektionsraten als auch durchschnittlich hohere Titer gegen die drei
Impfstdmme. Ein ahnlicher Unterschied ergibt sich bei dem Vergleich der Antikorpertiter
der gesunden Kontrollprobanden beider Untersuchungen. Demzufolge sind die hOheren
Titer und Seroprotektionsraten in dieser Arbeit tendenziell nicht Folge von bedeutenden
Differenzen bezuglich der humoralen Impfantwort zwischen beiden CVID-Kohorten.
Aufgrund der vergleichbaren Vorimpfungsraten von circa 50 bis 60% kommt neben
methodischen Unterschieden am ehesten ein haufigerer Kontakt mit den Virusstammen
als mogliche Erklarung in Frage.

5.1.2) Zellulare Impfantwort gegen TIV

Trotz der eingeschrankten humoralen Impfantwort entwickelte die Mehrheit der CVID-
und UAD-Patienten eine den gesunden Kontrollprobanden entsprechende T-zellulare
Impfantwort gegen einen oder mehrere Influenzastamme des verwendeten TIV.
Insgesamt konnte bei sieben von acht Patienten der CVID-Kohorte eine
influenzaspezifische Impfantwort beobachtet werden. Nur CVID-Patient 7 reagierte fur
keines der drei untersuchten Zytokine. Dieser Patient wurde mit B-Lymphozyten < 1%
in die Hauptgruppe B nach EuroClass eingeordnet und zeigte bei nicht-vorhandenen cs
memBc stark reduzierte Konzentrationen aller drei Ig-Klassen vor Ig-Substitution. Im
Einklang mit der fehlenden T-zellularen Impfantwort dieses Patienten zahlten dessen
HI-Titer gegen alle drei Impfstamme zu den niedrigsten der CVID-Kohorte. Allerdings
konnte bei dem zweiten B~-Patient (CVID-Patient 3) trotz geringer
Antikorperkonzentrationen nach der Impfung eine T-zellulare Impfantwort fur alle drei
Zytokine nachgewiesen werden. Hingegen reagierte CVID-Patient 1 trotz schwacher,
aber nachweisbarer, humoraler Impfreaktion nur fur zwei Zytokine. Zusammen mit
CVID-Patient 7 zeigte dieser Patient nach erfolgter Impfung die niedrigsten Frequenzen
bezlglich IFNy, TNFo und IL2 der CVID-Kohorte. Hieraus lasst sich ableiten, dass aus
einer verminderten humoralen nicht 2zwangslaufig auf eine entsprechend
eingeschrankte zellulare Impfantwort gegen Influenza geschlossen werden kann. Dies

wurde auch von van Assen und Kollegen beschrieben (78).
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Verglichen mit den Kontrollprobanden und den restlichen Patienten konnte bei CVID-
Patient 4 und 6 die grollte Zunahme von IFNy-produzierenden CD4*CD40L*-T-
Lymphozyten gemessen werden. Zusammen mit CVID-Patient 2, dessen Steigerung
bezuglich IFNy durch die Impfung jedoch deutlich weniger stark ausgepragt war,
wurden nach der Impfung bei diesen Patienten die hochsten Frequenzen von
aktivierten spezifischen CD4*IFNy*-T-Zellen der CVID-Kohorte beobachtet. Diese drei
CVID-Patienten zeigten auch die starkste Expansion von aktivierten B-Zellen der CVID-
und UAD-Kohorte.

Von den untersuchten acht konnte bei insgesamt sechs UAD-Patienten eine T-zellulare
Impfantwort nachgewiesen werden. Die Patienten UAD 2, UAD 4 und UAD 8 zeigten fur
IL2 eine hohere Impfantwort als acht der neun Kontrollprobanden und als alle CVID-
Patienten. Auch die IFNy- und TNFa-Impfantwort dieser drei Patienten lag in den
oberen Bereichen des x-fachen Anstieges der Kontrollprobanden. Unter
Berucksichtigung der mit den Kontrollprobanden vergleichbaren Frequenzen fur alle
drei Zytokine muss insbesondere fur diese drei Patienten von einer sehr guten T-
zellularen Impfantwort ausgegangen werden. Die Patienten UAD 5 und 7 reagierten fur
keines der Zytokine. Nach der Impfung zeigten diese aber mit der Kontrollgruppe
vergleichbare Frequenzen von antigenspezifischen Zellen. Bei nur schwacher Reaktion
fur IL2 entwickelte UAD-Patient 1 die geringsten Frequenzen fur alle drei Zytokine der
UAD-Kohorte und zeigte bei niedrigen HI-Titern keinerlei humorale Impfreaktion. Auch
bei diesem Patienten muss daher von einer stark eingeschrankten Impfantwort
ausgegangen werden.

Schon vor der Impfung konnten bei allen Patienten und Kontrollprobanden fur
mindestens eines der Zytokine antigenspezifische aktivierte CD4*-T-Lymphozyten
nachgewiesen werden. Diese Tatsache wurde bei CVID-Patienten (79) und anderen
immunsupprimierten Patientengruppen beobachtet (86). In einer Studie Uber
Veranderungen von T-zellularen Epitopen der Stamme A/H1N1 und A/H3N2 wurden bei
fast 30% der Epitope nur leichte Modifikationen beobachtet, wahrend bis zu 15%
vollstéandig konserviert wurden (87). Ahnlich den praexistenten HI-Titern in dieser Arbeit
(siehe Abschnitt 5.1.1) kommen daher als Erklarung vorherige Impfungen oder
Infektionen in Betracht.

Eine maogliche T-zellulare Impfreaktion von CVID-Patienten wurde auch im Rahmen von

drei norwegischen Fallberichten von Pedersen und Kollegen beschrieben (79). Zwei
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von drei Patienten entwickelten eine T-zellulare Impfantwort gegen den
A/California/7/2009 (H1N1) - ahnlichen Spaltvirus (X179a). Beide Patienten, die auf die
Impfung ansprachen, wurden gemal® der Freiburger-Klassifikation dem Typ la
zugeordnet. Hingegen wurde der dritte Patient als Typ Il klassifiziert.

Im Gegensatz hierzu konnten van Assen und Kollegen nur bei Kontrollprobanden eine
Zunahme von spezifischen |IFNy-produzierenden CD4*CD69*-T-Zellen gegen A/H1N1
und A/H3N2 als Ausdruck einer T-zellularen Impfreaktion nachweisen (78). In der
CVID-Kohorte wurde stattdessen eine Abnahme dieser Zellen beschrieben (78). Auch
in einem durchgefuhrten ELISpot konnte nur in der Kontroligruppe eine Steigerung der
influenzaspezifischen IFNy-Produktion beobachtet werden (78). Jedoch zeigten sowohl
die Kontrollprobanden als auch die CVID-Patienten bei insgesamt niedrigen
Frequenzen keine Zunahme von TNFa-produzierenden CD4*CD69*-T-Zellen (78). Uber
die IL2-Antwort der CVID-Patienten sowie deren lymphozytare Klassifikation machen
die Autoren keine genauen Angaben (78).

Fur die unterschiedlichen Ergebnisse bezuglich der T-zellularen Impfantwort dieser
Arbeit und der Studie von van Assen und Kollegen kommen unterschiedliche Aspekte in
Frage.

Eine naheliegende, jedoch unwahrscheinliche Erklarung waren quantitative oder
qualitative Unterschiede der T-zellularen Komponente des Immunsystems beider CVID-
Kohorten. Bei keinem der Patienten konnte ein quantitativer T-Zell-Defekt
nachgewiesen werden, da entsprechend den ESID-Kriterien (8) die Zahl der
gemessenen CD4*-Lymphozyten auch in der Studie von van Assen und Kollegen bei
keinem der Patienten 200/ul unterschritt (78). Zudem lag der Median der CD4*-Zellen
der vorliegenden Untersuchung bei 570/ul und war dementsprechend mit dem der
Studie von van Assen und Kollegen (Median: 510/ul) vergleichbar (78). Alle Patienten
reagierten auf die Stimulation mit dem Superantigen SEB, wodurch ein
schwerwiegender qualitativer T-Zell-Defekt ausgeschlossen werden konnte. In der
Positivkontrolle wurden hierbei in der CVID-Kohorte die hochsten Frequenzen fur IFNy
und TNFa gemessenen. Sowohl die erfolgreiche Positivkontrolle als auch die hohere
Produktion von IFNy bei Stimulation mit SEB wurden in der niederlandischen Studie
beschrieben (78).

Auch epidemiologische Unterschiede erscheinen als Ursache der diskrepanten
Ergebnisse nicht plausibel. Das Geschlechterverhaltnis war in beiden Untersuchungen
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ausgewogen. Das mediane Alter in dieser Arbeit war mit 43 Jahren deutlich niedriger
als das der niederlandischen Studie mit 55 Jahren (78). In der Literatur ist eine
Abnahme der zellularen und humoralen Impfantwort gegen Influenza mit zunehmendem
Alter beschrieben (88, 89). Insgesamt ist von einer hohen Variabilitdt auszugehen, da
beispielsweise in den norwegischen Fallberichten bei dem altesten CVID-Patienten (52
Jahre) im Verlauf die hochsten HI-Titer und die grofte Produktion von IFNy, TNFa und
IL2 gemessen wurden (79).

Wesentliche Differenzen in der Therapiefuhrung, die Einfluss auf die zellulare
Impfantwort gehabt haben konnten, lagen nicht vor. Aufgrund der erhohten
Infektanfalligkeit bendtigten alle acht CVID-Patienten eine regelmalige Ig-Substitution
(siehe Abschnitt 4.3). Eine immunsupressive Therapie war bei keinem Patienten
notwendig. In der niederlandischen CVID-Kohorte wurden nur drei Patienten mit
Glukokortikoiden behandelt und Ig-Praparate erhielten 12 der 15 Patienten (78). Analog
zu der durchgefuhrten Arbeit erhielt in den Fallberichten aus Norwegen kein Patient
eine immunsupressive Therapie und alle CVID-Patienten wurden unter regelmaliger Ig-
Substitution gefuhrt (79). Die verschiedenen Impfstamme der Saisons 2006/2007 und
2013/2014 sind aufgrund der Zugehorigkeit zu den gleichen Influenza-A-Subtypen
H1N1 und H3N2 wahrscheinlich auch nicht Ursache des unterschiedlichen
Impfansprechens beider CVID-Kohorten. Selbiges gilt fur die mit 50% dieser
Untersuchung und die mit 87% der niederlandischen Studie unterschiedlichen
Impfungsraten in der jeweils vorherigen Saison (78).

Unter Berucksichtigung der oben erlauterten Punkte erscheinen methodische
Unterschiede als die plausibelste Erklarung fur die diskrepanten Ergebnisse bezuglich
des T-zellularen Impfansprechens. Der Studienaufbau war prinzipiell ahnlich. In beiden
Arbeiten wurden vor und drei bis sechs Wochen nach erfolgter Impfung PBMCs
abgenommen, stimuliert, gefarbt und anschlief3end die Frequenzen antigenspezifischer
Zytokin-produzierender Zellen duchflusszytometrisch bestimmt (78). Um den Einfluss
von Therapieverfahren auf das Messergebnis zu minimieren, wurden bei Patienten
unter Ig-Substitution in beiden Untersuchungen Impfung und Blutentnahme zeitlich
entsprechend angepasst (78).

Van Assen und Kollegen nutzten zur Impfung eine Dosis eines nicht-adjuvantierten
Untereinheitenimpfstoffes (78). Hingegen wurde in dieser Untersuchung ein nicht-
adjuvantierter Spaltimpfstoff verabreicht. In Spaltimpfstoffen konnten interne

Virusproteine, die zu den wesentlichen Antigenen der influenzaspezifischen T-zellularen
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Immunitat zahlen (siehe Abschnitt 5.2), in hoheren Konzentrationen als in
Untereinheitenimpfstoffen, die vor allem aus aufbereitetem HA und NA bestehen,
nachgewiesen werden (90, 91). Bei Stimulation mit Spaltimpfstoffen wurde in vitro eine
bessere T-zellulare Impfantwort gemessen (91). Sinngemald wurde in einer kurzlich
publizierten Studie ein besserer Infektionsschutz durch Spalt- gegenuber
Untereinheitenimpfstoffen beschrieben (92). Jedoch wurden von den Autoren keine
Angaben Uber die zellulare und humorale Immunitat gemacht (92). Signifikante
Unterschiede zwischen beiden Impfstoffen bezuglich der Effektivitat in anderen
Untersuchungen nicht nachgewiesen werden (93). Fur die humorale Impfantwort wurde
prinzipiell keine Abhangigkeit vom verwendeten Impfstofftyp beobachtet (94).

Auffallige methodische Unterschiede, die das Messergebnis beeinflusst haben konnten,
lagen in der Stimulation vor der Farbung. PBMCs der niederlandischen Studie wurden
zwei Stunden weniger stimuliert (insgesamt 18 Stunden) als in dieser Arbeit (78).
Zudem wahlten van Assen und Kollegen mit 1 pg/ml eine deutlich niedrigere
Stimulationsdosis (78). Im Dosisfindungsversuch der vorliegenden Arbeit wurde im
Durchschnitt bei 1 pug/ml fur alle drei Zytokine etwas geringere Frequenzen Zytokin-
produzierender CD4*-Zellen als bei 3 pg/ml gemessen. Zur Stimulation wurden in der
niederlandischen Studie durch B-Propiolacton inaktivierte Influenza-A-Viren verwendet,
die im Impfstoff enthalten waren (78). Hingegen wurden PBMCs vor und nach der
Impfung in dieser Arbeit in vitro mit dem Vakzin selbst stimuliert. Im Mausmodell ist eine
signifikante Reduktion von peripheren Blutlymphozyten innerhalb von 16 Stunden nach
der Impfung mit inaktivierten Influenza-A-Viren durch eine erhohte Apoptoserate
beschrieben worden (95). Bei der Gabe eines Spaltimpfstoffes lie3 sich dieser Effekt
nicht beobachten (95).

Ein weiterer wichtiger Unterschied betrifft die Auswertung der durchflusszytometrischen
Daten. In der vorliegenden Arbeit wurden die Frequenzen von Zytokin-produzierenden
aktivierten CD4*-T-Lymphozyten untersucht. In der niederlandischen Untersuchung
wurde zur Identifizierung von aktivierten CD4*-T-Zellen das Oberflachenmolekil CD69
gewahlt (78). Hingegen wurde in dieser Arbeit CD40L gewahlt, da dieser
Aktivierungsmarker spezifischer als CD69 ist (96, 97). In den norwegischen
Fallberichnten wurde kein Aktivierungsmarker gewahlt, sondern direkt die
Zytokinexpression von CD4*-T-Zellen analysiert (79). Die unterschiedlichen Gating-
Strategien erklaren am ehesten die niedrigeren Frequenzen antigenspezifischer T-
Lymphozyten der niederlandischen und norwegischen CVID-Kohorten (78, 79).
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5.2) Bewertung des generierten Impfschutzes

Die Effektivitat der Impfung gegen eine laborbestatigte Influenzainfektion liegt in
Abhangigkeit von der Ubereinstimmung der Antigene der Impfstdmme mit denen der
zirkulierenden Stamme bei circa 40 bis 70% (93, 98-100). Der Schutz gegen
Influenzaviren ergibt sich aus dem Zusammenspiel der spezifischen humoralen und
zellularen Immunitat.

Der serologische Schutz wird insbesondere durch spezifische Antikdrper gegen virales
HA vermittelt (101). Diese eliminieren das Virus auf der Schleimhautoberflache und
verhindern somit eine Infektion der Wirtszelle. Antikorper gegen virale NA hingegen
verhindern eine Virusfreisetzung nach erfolgter Infektion der Zelle (101).

Ein Anti-Influenzatiter Uber 1:40 gilt allgemein als protektiv (71). Grundlage dieses
Referenzwertes ist eine Studie von Hobson und Kollegen aus dem Jahr 1972, in der ein
HI-Titer von 1:18 bis 1:36 mit einer Reduktion der Infektionsrate um 50% verbunden
war (102). In einer neueren Studie wurde jedoch beobachtet, dass Titer von 1:40 nur
31% der Personen gegen eine laborbestatigte Virusinfektion schutzten (103). Bei
Kindern unter sechs Jahren ist zur Senkung der Infektionsrate um 50% vielmehr ein HI-
Titer von 1:110 notig, wahrend Titer von 1:40 nur 22% der Falle vor einer klinisch
manifesten Infektion schutzen (72). In einer Studie an Patienten uber 65 Jahren konnte
bei nachgewiesener Influenzainfektion trotz erfolgter Impfung bei circa 60% ein HI-Titer
= 1:40 und bei 31% ein HI-Titer = 1:640 gemessen werden (104). Insgesamt sind
hohere Titer mit geringeren Infektionsraten verbunden (71, 72). Trotz der hohen
Seroprotektionsraten in dieser Arbeit muss folglich aufgrund der insgesamt niedrigen
Antikorpertiter der Patienten gegen alle Impfstamme von einem erheblich
eingeschrankten serologischen Schutz ausgegangen werden.

Im Gegensatz zur humoralen existieren fur die zellulare Immunitat gegen Influenzaviren
aktuell keine konkreten Referenzwerte oder standardisierten Messverfahren (76, 105).
Allgemein wird angenommen, dass die spezifische zellulare Immunitat nicht direkt vor
einer Virusinfektion schutzt, sondern vielmehr fur die Schwere, den Verlauf und die
Dauer einer Infektion relevant ist (105). Die zellulare Immunitat gegen Influenza richtet
sich vor allem gegen virusinterne Strukturen (101), darunter Matrixproteine,
Polymerasen und Nukleoproteine (106-108). Diese Proteine sind auch in saisonalen
inaktivierten Influenzaimpfstoffen enthalten (90). Im Vergleich zu humoralen Antigenen
unterliegen T-zellulare Antigene von Influenza-A-Viren weniger starken genetischen

Modifikationen (87, 109). Viele dieser Antigene werden von unterschiedlichen Influenza-
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A-Subtypen exprimiert. Spezifische T-Zellen, die gegen einen Subtyp gerichtet sind,
konnen daher Strukturen eines anderen Subtyps erkennen (Kreuzreaktivitat) und
daruber einen Schutz gegen beide Subtypen vermitteln (110-113).

Trager der spezifischen zellularen Immunitat gegen Influenza sind insbesondere
zytotoxische T-Lymphozyten, die durch die Expression des Oberflachenmolektls CD8
charakterisiert sind. Nach Aktivierung in den Lymphknoten wandern diese zum Ort der
Infektion und erkennen infizierte Wirtszellen anhand viraler Peptide, die Uber den MHC-
Klasse-lI-Komplex prasentiert werden (75). Zytotoxische T-Lymphozyten eliminieren im
Wesentlichen Uber zwei Mechanismen infizierte Wirtszellen. Freigesetzte Granzyme
gelangen uber die Bildung einer Pore in der Wirtsmembran durch sezerniertes Perforin
in die infizierte Zelle und I6sen deren Apoptose aus (75). Daneben fuhrt die Erkennung
von Virusbestandteilen zur Rekrutierung proapoptotischer Oberflachenmolekule, welche
uber intrazellulare Signalkaskaden zum Zelltod fuhren (75). Bekanntermal3en sind
spezifische antivirale CD4*-T-Lymphozyten vor allem indirekt an der Immunitat gegen
Influenzaviren beteiligt (75). Uber die Bereitstellung von Tn1-Zytokinen wirken diese auf
zytotoxische T-Lymphozyten und sind uber die Interaktion mit B-Lymphozyten an der
Produktion von Antikorpern beteiligt (75, 114, 115). Auch spezifische CD4*-T-
Lymphozyten mit zytotoxischem Potenzial durch perforinabhangige Mechanismen
konnten identifiziert werden (108, 116-118). Die genaue physiologische Funktion dieser
Zellen im Verlauf einer Influenzainfektion ist jedoch noch nicht hinreichend geklart. Im
Tierversuch konnte in B-Zell- und CD8*-T-Zell-defizienten Mausen nach Infektion mit
Influenzaviren ein Schutz durch CD4*-T-Zellen beobachtet werden (119, 120). Auch am
Menschen konnte trotz geringer bis fehlender Antikorper der Schutz durch eine
vorhandene T-zellulare Immunitat nachgewiesen werden (108, 121, 122). Eine
eingeschrankte zellulare Impfantwort war dementsprechend in Studien mit einem
erhohten Risiko fur Influenzainfektionen verbunden (73, 89). In einer Studie von
Wilkinson und Kollegen entwickelten seronegative Probanden mit praexistenten
influenzaspezifischen CD4*-T-Zellen, die gegen virusinterne Proteine gerichtet waren,
mildere Krankheitsverlaufe und eine niedrigere Virusausscheidung nach erfolgter
Infektion mit Influenza-A-Viren (108). Interessanterweise waren nach einer Woche
immer noch keine Antikorper mittels HI nachweisbar, obwohl zu diesem Zeitpunkt
weder Virus noch Krankheitssymptome vorhanden waren (108). Aufgrund der
gesteigerten T-zelluldaren Immunitat in dieser Untersuchung ist daher von einem

potentiellen Schutz durch die Impfung auszugehen.
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Ein weiteres Qualitatskriterium einer T-zellularen Impfantwort stellt die Generierung von
polyfunktionalen T-Zellen dar (76). Dieser Zelltyp besitzt die Fahigkeit mehrere Zytokine
simultan zu produzieren. Der verbesserte Schutz vor diversen Virusinfektionen durch
multifunktionale antigenspezifische Th1-Lymphozyten wurde am Menschen (123-125)
und im Tiermodell (126) beschrieben. Neben einem umfassenderen Repertoire an
Zytokinen konnte eine gesteigerte Zytokinsekretion und Expression von
kostimulatorischen  Signalen auf Einzelzellebene bei multifunktionalen Tn1-
Lymphozyten gegen unterschiedlichste virale Erreger beobachtet werden (124, 126,
127). Zusatzlich sind IFNy und TNFa in Kombination wirksamer (128, 129). In einer
weiteren Analyse unserer Arbeitsgruppe an den beschriebenen Kohorten, die allerdings
nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit ist, konnten sowohl bei Kontrollen als auch bei
UAD- und CVID-Patienten antigenspezifische polyfunktionale CD4*-T-Zellen nach der
Impfung gemessen werden (130).

Trotz der erheblich eingeschrankten serologischen Impfantwort und in der Literatur
beschriebener zahlreicher T- und B-zellularer Defekte von CVID-Patienten (131) ist
wegen der insgesamt vergleichbaren T-zellularen Immunitat der Patienten von einem
Nutzen durch die Impfung auszugehen. Aufgrund der generell guten Vertraglichkeit und
des geringen Nebenwirkungsspektrums von Totimpfstoffen bei Patienten mit primarem
ID (68, 69) ist demzufolge die saisonale Impfung bei CVID- und UAD-Patienten klar zu
empfehlen.

Eine wichtige Rolle spielt allgemein auch die Umgebungsprophylaxe bei Patienten mit
primarem ID, denen bestimmte Impfstoffe nicht verabreicht werden konnen oder die ein
deutlich eingeschranktes Impfansprechen =zeigen (68). Um das Risiko einer
Ubertragung des Virus zu vermindern, empfiehlt die STIKO auch die Influenzaimpfung
unmittelbarer Kontaktpersonen (67). Dieser Ansatz ist in der Pravention von
Influenzainfektionen bei Risikopatienten wirksam (132-134). Daneben kdnnen auch
antivirale Substanzen zur Therapie eingesetzt werden. Aufgrund von Resistenzen
gegen M2-Membranproteinhemmer sollten insbesondere Neuraminidase-Inhibitoren
genutzt werden (135, 136). Diese Medikamente konnen sowohl zur pra- als auch zur
postexpositionellen Prophylaxe eingenommen werden, wobei die mogliche Forderung
von Resistenzen beachtet werden muss (135-137). Neben Impfungen und
Medikamenten sollten auch nicht-medikamentose Malnahmen, wie allgemeine
hygienische Verhaltensregeln oder das Meiden menschlicher Kontakte wahrend einer
Influenzapandemie, bertcksichtigt werden (64, 135, 137).
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5.3) Limitationen

Die durchgefuhrte Untersuchung zur Impfantwort von CVID- und UAD-Patienten weist
eine Anzahl von Limitationen auf, die es bei der Bewertung der Ergebnisse und der
Schlussfolgerungen zu berucksichtigten gilt.

Insgesamt wurde das Impfansprechen kleiner Patientenpopulationen untersucht,
welche aus je acht CVID- und acht UAD-Patienten bestanden. Kleine Fallzahlen stellen
vor allem fur komplexere statistische Verfahren einen beschrankenden Faktor dar und
die Maoglichkeit eines zufalligen Zusammenhanges muss daher bei der Interpretation
der Ergebnisse berucksichtigt werden. Zusatzlich waren beide Krankheitsbilder
aufgrund der geringen Fallzahl nicht in ihrem kompletten Krankheitsspektrum vertreten.
Viele mogliche Krankheitsmanifestationen oder Therapieverfahren, die zu einer
Immundysfunktionen fuhren konnen und dariber einen Einfluss auf die Impfantwort
haben konnten, waren nicht vorhanden. Entsprechend den Beobachtungen von
Goldacker und Kollegen (84) wurde wahrend der Teilnahme an dieser Untersuchung
bei den Patienten weder eine Malignomerkrankung noch eine fortgeschrittene renale,
hepatische oder kardiopulmonale Erkrankung beobachtet. Zudem erhielt zum Zeitpunkt
der Untersuchung keiner der Patienten eine immunsuppressive Therapie. Insgesamt
beziehen sich die existenten Daten zum Ansprechen einer Influenzaimpfung bei CVID-
Patienten ebenfalls auf Kohorten mit kleinen Fallzahlen und die Kklinischen
Krankheitsmanifestationen der Patienten werden in diesen Arbeiten nicht naher
charakterisiert (77-79). Die geringe Fallzahl beider Kohorten in dieser Untersuchung ist
vor allem der Tatsache geschuldet, dass beide Erkrankungen seltene Krankheitsbilder
sind. Die Angaben zur Pravalenz von CVID liegen je nach Quelle in einem Bereich von
1/10.000 bis 1/50.000 (9, 10, 12). Zur Pravalenz von UAD fehlen aktuell konkrete
Zahlen.

Eine weitere Einschrankung ergibt sich aus den verwendeten Diagnosekriterien. Wie in
der Einleitung erwahnt, ist es in der Praxis in einigen Fallen durchaus schwierig
Patienten eindeutig in die Kategorien CVID oder UAD einzuordnen. Ursachlich dafur ist
unter anderem die uneinheitliche Definition der Impfantwort, die der Unterscheidung
zwischen den beiden Erkrankungen dienen kann. Aktuell mangelt es an klaren
Vorgaben, welche diagnostischen Impfungen durchgefuhrt werden sollten und wie die
Ergebnisse konkret zu bewerten sind. Daneben ist bis dato das Krankheitsbild UAD in
Abgrenzung zu CVID insgesamt wenig untersucht worden, so dass insbesondere fur

Grenzfalle keine klaren differentialdiagnostischen Vorgaben existieren.
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Aus dem Prozedere der durchgefuhrten Untersuchung ergeben sich mehrere
Einschrankungen.

Zwei wesentliche methodische Limitierungen sind Folge der gewahlten Inkubationszeit
und Gating-Strategie. In der vorliegenden Arbeit wurden PBMCs insgesamt fur 20
Stunden mit dem Impfstoff bzw. mit SEB inkubiert. In den ursprunglich von Thiel und
Kollegen entwickelten  Farbeprotokollen fur CD40L wurde mit kurzeren
Inkubationszeiten von 6 bis maximal 16 Stunden gearbeitet (96, 97, 138). Folglich
konnte es sein, dass bei einer Inkubationszeit von insgesamt 20 Stunden nicht alle
aktivierten Zellen CD40L exprimierten und somit relevante Zellen von der Analyse nicht
erfasst wurden. Zudem wurden durch die gewahlte Gating-Strategie aktivierte Zellen,
welche aufgrund der Aktivierung die Expression von CD4 vermindert haben, nicht
berucksichtigt. In Folge der beiden genannten Punkte besteht die Moglichkeit, dass
weniger aktivierte Zellen gemessen wurden als tatsachlich vorhanden waren.

Eine weitere relevante methodische Einschrankung ist der Tatsache geschuldet, dass
zellulare und humorale Immunitat nur zu einem Zeitpunkt nach erfolgter Impfung
analysiert wurden. Um den Nutzen einer Influenzaimpfung zu bewerten, sollte die
Dynamik der Impfantwort im Verlauf einer Saison untersucht werden.

Zwei weitere methodische Limitierungen ergeben sich aus der Anzahl der
durchgefuhrten Impfungen und dem verwendeten Impfstoff. Patienten mit
eingeschrankter Immunitat bendtigen haufig mehrfache Impfungen um einen
ausreichenden humoralen Impfschutz zu entwickeln (86, 139, 140). Die Verbesserung
von humoraler und auch =zellularer Impfantwort durch die Mehrfachgabe des
Influenzavakzins wurde auch fur CVID-Patienten durch Pedersen und Kollegen
beschrieben (79). In der vorliegenden Arbeit wurde ein nicht-adjuvantierter Impfstoff
verwendet. Adjuvantien in Influenzavakzinen kdnnen zu einer besseren humoralen und
T-zellularen Impfantwort fuhren (141, 142).

Das Hauptziel dieser Arbeit war es primar die Sinnhaftigkeit einer Influenzaimpfung von
CVID-Patienten im Hinblick auf die widersprichlichen bestehenden niederlandischen
und norwegischen Studienergebnisse zu klaren. In der niederlandischen Arbeit wurde
nur eine Dosis eines nicht-adjuvantierten Vakzins verabreicht und zuletzt nach drei bis
vier Wochen die Immunitat dberpruft (78). In der norwegischen Studie wurden die
Patienten hingegen zweimal mit einem adjuvantierten Impfstoff geimpft und die
Entwicklung der Impfantwort wurde im Verlauf von drei Monaten mehrmals gemessen

(79). Da die Untersuchung aus Norwegen letztendlich nur drei CVID-Patienten
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beschreibt und damit die Ergebnisse eine eingeschrankte Aussagekraft besitzen, wurde
zur besseren Vergleichbarkeit der Untersuchungsaufbau an der niederlandischen
Studie orientiert. Die Entscheidung fur einen nicht-adjuvantierten Impfstoff wurde
aullerdem getroffen, um die Moglichkeit einer unspezifischen Stimulation durch

Inhaltsstoffe des Vakzins zu minimieren.

5.4) Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die Impfantwort von CVID- und UAD-Patienten nach
der Gabe des saisonalen TIV 2013/2014 untersucht. Die Messergebnisse zeigen, dass
der Groldteil beider Patientengruppen trotz erheblich eingeschranktem humoralem
Impfansprechen eine den Kontrollprobanden entsprechende T-zelluldare Impfantwort
entwickeln kann. In den aktuellen Empfehlungen der STIKO wird die jahrliche saisonale
Influenzaimpfung bei Patienten mit eingeschrankter Immunitat empfohlen (67). Die
Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die Sinnhaftigkeit dieser Indikation bei den
Krankheitsbildern CVID und UAD.

Dennoch sind weiterfuhrende Untersuchungen Uber die saisonale Influenzaimpfung bei
beiden Erkrankungen sinnvoll.

Aktuell existieren fur beide Krankheitsbilder keine Daten zur Pravalenz und Schwere
von Influenzaerkrankungen. Um den tatsachlichen protektiven Effekt der Impfung zu
erfassen sind demzufolge zusatzliche Studien notig, um diesbezugliche Unterschiede
zwischen geimpften und nicht-geimpften Patienten zu erforschen.

Aufgrund der geringen Patientenzahl dieser Untersuchung sollten die Ergebnisse,
soweit moglich, an groReren Patientenpopulationen bestatigt werden. Eine groRere
Fallzahl ist moglicherweise mit einem breiteren Spektrum an unterschiedlichen
Krankheitsmanifestationen verbunden. Dies bietet die Madoglichkeit potentielle
Assoziationen von bestimmten klinischen Phanotypen mit komplikationsreichen
Influenzainfektionen aufzudecken und dartber Risikogruppen zu identifizieren.

Um mogliche Verbesserungen der humoralen und der zellularen Impfantwort gegen
Influenza zu erfassen, sollte die Impfantwort bei mehrfacher Gabe eines
Influenzaimpfstoffes untersucht werden. Auch die potentielle Steigerung durch den
Einsatz von adjuvantierten Impfstoffen sollte bertcksichtigt werden. In der vorliegenden
Arbeit wurde vom gesamten Spektrum der zellularen Immunitat nur eine Komponente

der T-zellularen Immunitat untersucht. Zur naheren Charakterisierung ware daher die
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Analyse anderer Immunzellen sowie weiterer T-Zellpopulationen, wie CD8*-T-Zellen
oder regulatorischer T-Zellen, sinnvoll.

Weitergehende Studien an gesunden Kontrollprobanden, CVID- und UAD-Patienten
bieten generell daruber hinaus die Mdglichkeit Kriterien einer erfolgreichen humoralen
und zellularen Impfantwort gegen Influenza naher zu charakterisieren und

Messtechniken zu standardisieren.
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1) Leif Gunnar Hanitsch, Madlen Lobel, Jan Florian Mieves, Sandra Bauer, Nina Babel,
Brunhilde Schweiger, Kirsten Wittke, Patricia Grabowski, Hans-Dieter Volk, Carmen
Scheibenbogen, Cellular and humoral influenza-specific immune response upon
vaccination in patients with common variable immunodeficiency and unclassified

antibody deficiency, Vaccine, 2016.
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Scheibenbogen, Leif Gunnar Hanitsch, Influenza Vaccination in Patients with Common
Variable Immunodeficiency (CVID), Current Allergy and Asthma Reports, 2017.
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Patienten wurden malfigeblich von Jan Florian Mieves verfasst. Zudem war Jan Florian

Mieves an der Korrektur des Manuskriptes beteiligt.

91



Unterschrift, Datum und Stempel der betreuenden Hochschullehrerin

Unterschrift des Doktoranden/der Doktorandin

92



Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen

Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.

93



94



Publikationsliste

1) Leif Gunnar Hanitsch, Madlen Lobel, Jan Florian Mieves, Sandra Bauer, Nina Babel,
Brunhilde Schweiger, Kirsten Wittke, Patricia Grabowski, Hans-Dieter Volk, Carmen
Scheibenbogen, Cellular and humoral influenza-specific immune response upon
vaccination in patients with common variable immunodeficiency and unclassified

antibody deficiency, Vaccine, 2016.
2) Jan Florian Mieves, Kirsten Wittke, Helma Freitag, Hans-Dieter Volk, Carmen

Scheibenbogen, Leif Gunnar Hanitsch, Influenza Vaccination in Patients with Common
Variable Immunodeficiency (CVID), Current Allergy and Asthma Reports, 2017.

95



Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich bei allen Personen bedanken, die zum Gelingen
dieser Arbeit beigetragen haben.

Zunachst mochte ich mich ganz herzlich bei Frau Professor Dr. med. Carmen
Scheibenbogen fiir die freundliche Uberlassung des Themas und die stets exzellente
Betreuung bedanken.

Mein besonderer Dank gilt an dieser Stelle auch Herrn Dr. med. Leif Gunnar Hanitsch
und Frau Dr. rer. nat. Madlen Lobel fur die bestandige und freundliche Zusammenarbeit

und Betreuung, ohne die diese Arbeit nicht moglich gewesen ware.

Auch Frau Sandra Maria Bauer und Frau Sonya Coralie Becker mochte ich meinen
Dank fur die Unterstutzung bei dem Erlernen der durchgeflhrten labormedizinischen

Techniken und fur das stets angenehme Arbeitsklima aussprechen.

Bei den Mitarbeitern der Labor Berlin-Charité Vivantes GmbH und bei Frau Dr. rer. nat.
Brunhilde Schweiger der Arbeitsgemeinschaft Influenza des Robert Koch-Institutes

mochte ich mich ganz herzlich fur die durchgefuhrten Untersuchungen bedanken.

Ganz besonders dankbar bin ich den beteiligten Patienten der Immundefektambulanz
fur Erwachsene und den Mitarbeitern des Institutes fur Medizinische Immunologie der
Medizinischen Fakultat Charité-Universitatsmedizin Berlin. Ohne ihre Bereitschaft an

dieser Untersuchung teilzunehmen, ware diese Promotion nicht moglich gewesen.

Bei der Studienstiftung des deutschen Volkes mdchte ich mich ausdricklich fur die
grol3zugige finanzielle und intellektuelle Forderung wahrend des zweiten Abschnittes

meines Studiums und dieser Doktorarbeit bedanken.
Mein Dank gilt insbesondere auch meinem privaten Umfeld. Vielen Dank an meinen

Vater, an meine Mutter, an meinen Bruder und an meine Freundin, die mich alle

wahrend der Promotion auf unterschiedliche Weise begleitet und unterstutzt haben.

96



