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Zusammenfassung

Nach der Einfuhrung der mRNA-basierten COVID-19 Impfstoffe BNT162b2
(Pfizer/BioNTech) und mRNA-1273 (Moderna), bei denen Polyethylenglykol
(PEG)-konjugierte Lipidnanopartikel zur Verkapselung der mRNA verwendet
werden, wurden Falle von postvakzinaler Anaphylaxie berichtet. Dies fuhrte zu
Bedenken hinsichtlich der Sicherheit der Impfstoffe. Da allergische Reaktionen
auf die in den Impfstoffen enthaltene mRNA selbst unwahrscheinlich sind, wurde
das konjugierte PEG als der wahrscheinlichste Zusatzstoff in den Impfstoffen mit
allergenem Potenzial angesehen.

Im Gegensatz zu den mRNA-basierten Impfstoffen enthalten die vektorbasierten
COVID-19 Impfstoffe = ChAdOx1  (AstraZeneca) und Ad.26.COV2.S
(Johnson&Johnson/Janssen) kein PEG. Allerdings wurde bereits Uber
allergische Reaktionen berichtet, die auf den zu PEG strukturell verwandten
Zusatzstoff dieser Impftsoffe, Polysorbat 80, zurtickzufihren sind.

Die Mechanismen, die Hypersensitivitatsreaktionen gegenuber den
verschiedenen COVID-19 Impfstoffen auslosen, sind bis heute unklar. Diskutiert
werden sowohl IgE-vermittelte als auch nicht-lgE-vermittelte Reaktionen,
einschlieBlich einer Aktivierung des Komplementsystems, die als ,complement
activation related pseudoallergy” (CARPA) bezeichnet wird.
Ziel dieser Studie war es, a) das allergene Potential sowohl der COVID-19
Impfstoffe selbst als auch ihrer Zusatzstoffe zu analysieren und b) die Rolle
individueller Faktoren (z.B. Anaphylaxie oder allergische Rhinitis/Asthma in der
Anamnese) fur die Wahrscheinlichkeit impfstoffinduzierter allergischer
Reaktionen zu evaluieren.

Insgesamt wurden 67 Probanden rekrutiert und Hauttests mit den vier COVID-19
Impfstoffen sowie mit PEG und Polysorbat 80 durchgefuhrt. Zusatzlich wurde die
Basophilen- und/oder Komplementaktivierung analysiert und zwischen positiven
(n=15) und negativen (n=52) Hauttestpersonen verglichen. Es konnten vier
Personen mit positiven Hauttestergebnisse und Basophilenaktivierung
identifiziert werden, was auf eine IgE-abhangige Reaktion gegeniber PEG und
PEG-haltigen Produkten hindeuten konnte. DarUber hinaus zeigten 24 % der

getesteten Proben (8/34) eine Aktivierung des Komplementsystems nach



Inkubation mit mindestens einem der COVID-19 Impfstoffe, wobei in vier Fallen
positive Hauttestergebnisse vorlagen.

Zusammenfassend beleuchten die Ergebnisse dieser Studie einen wichtigen
Aspekt der COVID-19 Impfung: Trotz einiger Probanden mit allergischen
Reaktionen in der Anamnese und positiven Hauttests zeigte die Uberwiegende
Mehrheit nach Exposition mit COVID-19 Impfstoffen in vitro keine erhdhte
Komplement- oder Basophilenaktivitat. Diese Ergebnisse unterstreichen die
allgemeine Sicherheit der Impfstoffe und deuten darauf hin, dass das Risiko
schwerer Uberempfindlichkeitsreaktionen relativ gering ist. Gleichzeitig ebnen
sie den Weg flr zukinftige Forschung zur weiteren Optimierung der Sicherheit

und Vertraglichkeit von Impfstoffen.
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Summary

Following the introduction of mRNA-based COVID19 vaccines BNT162b2
(Pfizer/BioNTech) and mRNA-1273 (Moderna), which utilize polyethylene glycol
(PEG)-conjugated lipid nanoparticles to encapsulate mRNA, incidents of post-
vaccination anaphylaxis were reported, leading to concerns over the vaccines'
safety. As allergic reactions to the mRNA are unlikely, conjugated PEG was
considered the most likely excipient with allergenic potential. In contrast, the
vector-based COVID-19 vaccines ChAdOx1 (AstraZeneca) and Ad.26.COV2.S
(Johnson&Johnson/Janssen) do not contain PEG. However, allergic reactions
were reported as well, likely due to the structurally related excipient polysorbate
80.

The mechanisms triggering these hypersensitivities to the different COVID-19
vaccines are still unclear. Both IgE-mediated and non-IgE-mediated reactions,
including activation of the complement system, referred to as complement
activation-related pseudoallergy (CARPA), have been considered. This research
project aimed to: a) analyse the allergenic potential of both the COVID-19
vaccines and their excipients, and b) assess the role of individual factors (e.g.
history of anaphylaxis or allergic rhinitis/asthma) on the likelihood of developing
vaccine-induced allergic reactions.

The study enrolled 67 subjects and skin tests were conducted using the four
COVID-19 vaccines, as well as PEG and polysorbate 80. Furthermore, basophil
and/or complement activation was analysed and compared between skin test-
positive (n=15) and -negative (n=52) patients. Only four individuals with positive
skin test results and basophil activation were identified, suggesting an IgE-
dependent response to PEG and PEG-containing products. In addition, 24 % of
the samples tested (8/34) showed an activation of the complement system
activation post incubation with at least one of the COVID-19 vaccines, with four
cases revealing positive skin test results.

In conclusion, the findings of this study illuminate a crucial aspect of COVID-19
vaccination: despite some subjects having a history of allergic reactions and
positive skin tests, the vast majority did not exhibit increased complement or
basophil activity in vitro after exposure to COVID-19 vaccines. These findings

highlight the overall safety of the vaccines and suggests that the risk of severe

Vi



hypersensitivity reactions is relatively low. The results could pave the way for

future research to further optimize vaccine safety and tolerability.
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1 Einleitung

1.1 Allergie

1.1.1 Definition

Unter einer Allergie wird eine unangemessene und krankhaft UberschielRende
Immunreaktion gegenuber kdrperfremden, eigentlich unschadlichen Substanzen
verstanden, welche als Allergene erkannt und bezeichnet werden.
(Pschyrembel et al., 2007). Allergien werden nach Coombs und Gell in vier
Gruppen klassifiziert (Gell and Coombs, 1963). Dabei werden die Typen |, Il und
[l als Frihreaktionen bezeichnet, da diese im Regelfall bis zu 24 Stunden nach
Exposition gegenuber einem Allergen auftreten. Diese drei Gruppen von
allergischen Reaktionen werden durch Antikorper wie IgE, IgM und IgG vermittelt
(Justiz Vaillant et al., 2023). Im Vergleich dazu wird eine Typ-IV-Reaktion nach
Coombs und Gell durch zellulare Mechanismen herbeigefluhrt. Symptome treten
bei der Typ-IV-Reaktion nach Allergenkontakt im Regelfall erst nach 24-48
Stunden auf, weswegen die Reaktion auch als allergische Reaktion vom Spattyp
bezeichnet wird (Hof et al., 2019).

1.1.2 Typ-l-Hypersensitivitatsreaktion

Bei der Typ-I-Reaktion nach Coombs und Gell wird bei Erstkontakt mit einem
entsprechenden Allergen eine Signalkaskade in Gang gesetzt, welche die
Bildung spezifischer IgE-Antikdrper durch B-Lymphozyten stimuliert. Dieser
Prozess wird als Sensibilisierung bezeichnet (Jimenez-Rodriguez et al., 2018).
Bei erneutem Allergenkontakt wird das Allergen von den spezifischen IgE-
Antikdrpern erkannt, welche an hochaffine Fc epsilon Rezeptoren (FceR) auf
Mastzellen und/oder Basophilen binden. Die Quervernetzung der IgE-
Rezeptoren I6st eine Signalkaskade aus, die zur Degranulation der Zellen und
zur Freisetzung von Mediatoren wie Histamin, Prostaglandinen, Leukotrienen
und Tryptase fuhrt. Die Reaktion wird durch die Rekrutierung weiterer

Immunzellen, vor allem eosinophiler Granulozyten, aufrechterhalten, welche



ihrerseits weitere Entzindungsmediatoren freisetzen (Reber et al., 2017,
Cabanillas and Novak, 2021).

Die Ausschittung von Entzindungsmediatoren fuhrt zu den klassischen
Symptomen einer allergischen Reaktion wie Erythem, Pruritus, Hautausschlag,
Hypotonie, Angioddem, Dyspnoe und Husten sowie zu gastrointestinalen
Symptomen (Schnyder and Pichler, 2009). Eine geflrchtete und
lebensbedrohliche Komplikation stellt eine systemische Reaktion dar, die auch

als Anapyhlaxie bezeichnet wird.

1.1.3 Anaphylaxie

Die Maximalform einer allergischen Reaktion vom Typ | nach Coombs und Gell
wird als Anaphylaxie bezeichnet. Sie unterscheidet sich von einer einfachen
allergischen Reaktion durch das gleichzeitige Auftreten von Symptomen in
mehreren Organsystemen (Ruggeberg et al., 2007). Eine Anaphylaxie ist somit
als systemische Reaktion auf bestimmte Allergene zu verstehen. Die
Anaphylaxie wird nach Ring und Messmer in vier Schweregrade eingeteilt. Bei
Grad | treten primar Symptome an der Haut auf, zu denen z.B. ein generalisiertes
Erythem und/oder eine Urtikaria zahlen. Weiterhin kann leichtes Fieber auftreten.
Grad Il ist durch eine maRige kardiovaskulare Reaktion mit Tachykardie und
Hypotonie charakterisiert. Zusatzlich kann es zu gastrointestinalen Symptomen
wie Ubelkeit oder Durchfall kommen. Grad Il zeichnet sich durch eine
lebensbedrohende Schockreaktion aus. Zudem kdnnen Spasmen der glatten
Muskulatur wie z.B. Bronchospasmen auftreten. Unter Grad IV wird die maximale
Auspragung einer Anaphylaxie mit Herz- und/oder Atemstillstand verstanden
(Ring and Messmer, 1977).

1.1.4 Therapie

Aus therapeutischer Sicht hat vor allem das Erkennen einer allergischen
Reaktion sowie das Meiden des ursachlichen Allergens einen hohen Stellenwert,
um weitere allergische Reaktionen zu verhindern. Weiterhin ist die sofortige
medikamentdse Notfalltherapie von grof3er Bedeutung.

Symptomatisch stehen flr die Grad | Reaktion primar Antihistaminika zur

Blockade des von Mastzellen ausgeschutteten Botenstoffes Histamin zur
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Verfugung. Weiterhin kann die antientzindliche Wirkung der Therapie mit
Glukokortikoiden genutzt werden (Hof et al., 2019).

Zur Therapie einer Anaphylaxie héherer Schweregrade wird in erster Linie
Adrenalin i.v. oder i.m. verabreicht. Zusatzlich wird eine forcierte
Volumensubstitution empfohlen. Je nach betroffenem Organsystem kommen
weiterhin z.B. Bronchodilatatoren sowie eine Sauerstoffgabe zum Einsatz.
Dartber hinaus kénnen auch bei einer Anaphylaxie Glukokortikoide und
Antihistaminika therapeutisch eingesetzt werden (Garvey et al., 2019, Justiz
Vaillant et al., 2023, Kim et al., 2021).

Als kausale Therapie einer Typ-I-Reaktion kommt die sogenannte
Hyposensibilisierung in Frage, bei der das entsprechende Allergen Uber einen
Zeitraum von mehreren Jahren verabreicht wird. Ziel ist hierbei, eine
immunologische Toleranz gegenuber dem Allergen zu erreichen (Hof et al.,
2019).

1.1.5 Nicht-IgE-vermittelte Pseudoallergie

Neben der klassischen, durch Quervernetzung von IgE Antikdrpern vermittelten
allergischen Reaktion existieren weitere, nicht-IgE-vermittelte Mechanismen, die
zum klinischen Bild einer allergischen Reaktion mit entsprechenden Symptomen
(z.B. Hypotonie, Dyspnoe, Pruritus) bis hin zur Anaphylaxie fuhren konnen.
Beschriebene Mechanismen umfassen hierbei Mastzell-unabhangige Formen
(z.B. Stimulation der Bradykininproduktion), lgG-vermittelte Aktivierung von
Immunzellen sowie eine direkte Aktivierung von Mastzellen uUber G-Protein
gekoppelte Rezeptoren oder eine Komplementsystemaktivierung (Risma et al.,
2021)

1.1.5.1 Komplementsystem

Das Komplementsystem stellt einen Teil des angeborenen Immunsystems dar.
Es besteht aus verschiedenen Plasmaproteinen, die bei einer Aktivierung
miteinander in Wechselwirkung treten. Dabei entsteht eine Aktivierungskaskade,
bei der eine enzymatisch aktive Komponente eine Vorstufe der weiteren
Komplementkaskade in eine enzymatisch aktive Form Uberfuhrt, die dann

wiederum eine weitere Vorstufe aktivieren kann. So erfolgt beispielsweise eine



Aktivierung der Komplementfaktoren C3 und C5 zu den Anaphylatoxinen C3a
und Cb5a, welche die Chemotaxis und damit die Migration weiterer Immunzellen
fordern. DarUber hinaus konnen durch die Aktivierung des Komplementsystems
Molekulle zur Infektabwehr generiert werden, die zur Opsonisierung sowie zur

Lyse korperfremder Pathogene beitragen konnen (Hof et al., 2019).

1.1.5.2 Komplementsystem vermittelte Pseudoallergie

Neben IgE-vermittelten Mechanismen kann auch die Aktivierung des
Komplementsystems zu klinischen Symptomen flhren, die an solche einer IgE
vermittelten allergischen Reaktion erinnern. In diesem Fall wird von einer durch
die Aktivierung des Komplementsystems bedingten Pseudoallergie (complement
activation-related pseudoallergy = CARPA) gesprochen. Bei Kontakt mit einem
potentiellen Triggerfaktor (z.B. PEGylierte Arzneimittel; vgl. Kapitel 1.3.2) kommt
es hierbei zu einer Komplementaktivierung, die zur Freisetzung von C3a- und
Cb5a-Aktivierungsfragmenten fuhrt (Mohamed et al., 2019, Chanan-Khan et al.,
2003). Diese Anaphylatoxine kdnnen an spezifische Rezeptoren binden und so
die Degranulation von z.B. Basophilen und Mastzellen ausléosen. Die
Degranulation von Immunzellen flhrt zur Freisetzung verschiedener
Entzindungsmediatoren wie z.B. Tryptase, Histamin, plattchenaktivierendem
Faktor und Leukotrienen. Die Freisetzung der Entzindungsmediatoren kann zu
einem klinischen Bild ahnlich einer IgE-vermittelten allergischen Reaktion mit den
typischen Symptomen wie Hypotonie, Luftnot, Angioédem, Pruritus und Husten
fuhren (Szebeni et al., 2011, Mohamed et al., 2019). Die Klinische
Unterscheidung zwischen CARPA und IgE-vermittelter Allergie ist dabei
schwierig und nicht eindeutig. Im Gegensatz zur IgE-vermittelten Allergie
erfordert die CARPA jedoch keine vorherige Sensibilisierung und kann bereits
nach der ersten Allergenexposition auftreten (Szebeni et al., 2011, Nicaise-
Roland et al., 2022).

1.2 COVID-19

Die durch das schwere akute respiratorische Syndrom Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) ausgeldste globale COVID-19 Pandemie hat Menschen auf der ganzen

Welt vor beispiellose Herausforderungen gestellt und deren tagliches Leben
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nachhaltig verandert. Die erste COVID-19-assoziierte Infektion wurde im
Dezember 2019 in Wuhan, China nachgewiesen. Es folgte eine massive
Ausbreitung der Infektionen in mehr als 216 Landern weltweit mit mehreren
Millionen nachgewiesenen Infektionen und Todesfallen. Die Einstufung als
globale Pandemie durch die Weltgesundheitsorganisation (WHO) folgte im Marz
2020 (Rahman et al., 2021, Chilamakuri and Agarwal, 2021).

1.2.1 SARS-CoV-2 Virus

Das SARS-CoV-2 Virus ist ein RNA Virus, welches der Familie der Coronaviridae
angehort. Coronaviren bestehen aus vier Hauptstrukturproteinen, dem
spike (S)-, envelope (E)-, membrane (M)- und nucleocapsid (N)-Protein (Kim et
al., 2020). Dabei spielt das S-Protein die wichtigste Rolle bei der Bindung, Fusion
und dem Eindringen in eine Wirtszelle (Duan et al., 2020). Das S-Protein
interagiert mit dem angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2)-Rezeptor, der in
vielen verschiedenen menschlichen Geweben exprimiert wird (Mahmoud et al.,
2020, Xu et al., 2020). Das E-Protein wird fur die Freisetzung neu synthetisierter
Viruspartikel aus der Wirtszelle bendtigt (Chen et al., 2020). Das M-Protein ist fur
den Transport von Nahrstoffen Uber die Zellmembran sowie fur die Formgebung
des Virus verantwortlich (Schoeman and Fielding, 2019). Das N-Protein dient der
Stabilisierung des viralen RNA-Genoms (Kim et al., 2020, Chilamakuri and
Agarwal, 2021).

1.2.2 Ubertragung

Das SARS-CoV-2 Virus befallt primar den oberen und unteren Respirationstrakt.
Daher erfolgt die Ubertragung hauptséchlich durch Trdpfcheninfektion,
Atemwegssekrete oder direkten Kontakt zu einer infizierten Person (Li et al.,
2020). Neben dem Respirationstrakt konnten jedoch auch Viruspartikel aus
weiterem biologischen Material wie z.B. Stuhlproben isoliert werden. Alternative
Ubertragungswege kénnten somit auch mdglich sein (Zhang et al., 2020). Bei
SARS-CoV-2 handelt es sich um ein hochinfektioses Virus, dessen

Reproduktionszahl (R-Wert), also die Anzahl der Personen, die von einer



infizierten Person angesteckt werden, auf bis zu 6,6 geschatzt wird (Sanche et
al., 2020).

1.2.3 Klinische Prasentation

Die Inkubationszeit nach einer Infektion mit dem SARS-CoV-2 Virus betragt in
der Regel 3-14 Tage (Acter et al., 2020). Bei den Hauptsymptomen handelt es
sich um Fieber, Schuttelfrost, trockenen Husten sowie Dyspnoe, Mudigkeit
Cephalgien und Myalgien. Weiterhin kdnnen Geschmacksverlust, Durchfall,
Ubelkeit und Erbrechen sowie Rhinorrhoe auftreten (Huang et al., 2020,
Chilamakuri and Agarwal, 2021). Die Symptome kénnen von milden bis hin zu
sehr schweren Verldufen reichen, die eine intensivmedizinische Betreuung
erfordern. Obwohl bei der Mehrzahl der Infizierten milde Verlaufe beobachtet
werden, kdonnen auch schwere Verlaufe mit Anstieg der Nieren- und/oder
Leberenzyme, Hypoxie und respiratorischer Insuffizienz bis hin zum

Multiorganversagen auftreten (Salian et al., 2021, Adil et al., 2021).

1.3 COVID-19 Impfstoffe

Um die Ausbreitung des SARS-CoV-2 Virus zu bekampfen, erteilte die US-
amerikanische Food and Drug Administration (FDA) im Dezember 2020 eine
Notfallzulassung (EUA) fur die von Pfizer/BioNTech (BNT162b2) und Moderna
(mRNA-1273) entwickelten mRNA-basierten Impfstoffe (Oliver et al., 2020, Oliver
et al., 2021).

Kurz nach Beginn der Massenimpfung hauften sich jedoch Berichte Uber
Anaphylaxien nach Verabreichung der neu zugelassenen Impfstoffe (Turner et
al., 2021). Diese Berichte fihrten zu Bedenken hinsichtlich der Sicherheit der neu
entwickelten Impfstoffe. Nach ersten Schatzungen lag die Rate allergischer
Reaktionen auf mRNA-Impfstoffe bei 11,1 Fallen pro eine Million Impfdosen und
damit etwa zehnmal hoher als die fur Impfstoffe im Allgemeinen bekannte
Anaphylaxie-Rate (1,31 Falle pro Million Dosen) (Shimabukuro and Nair, 2021,

McNeil et al., 2016). Neuere Berichte weisen jedoch auf eine deutlich niedrigere



Inzidenz von 2,5 bis 7,91 Fallen pro Million Dosen verabreichten Impfstoffes hin
(Shimabukuro et al., 2021, Greenhawt et al., 2021).

1.3.1 mRNA-Impfstoffe

Die seit 2020 zugelassenen mRNA-Impftstoffe BNT162b2 (Pfizer/BioNTech,
Comirnaty®) und mRNA-1273 (Moderna, Spikevax®) basieren auf dem
Botenstoff eines mRNA-Molekuls, welches fur das virale spike (S)-Glykoprotein
des SARS-CoV-2 Virus kodiert. Da die mRNA selbst einen instabilen Charakter
besitzt und schnell enzymatisch abgebaut wirde, wird diese in den Impfstoffen
von Lipidnanopartikeln (LNP) umgeben, um eine hdhere Stabilitat fir das mRNA-
Molekul zu gewahrleisten (Cabanillas and Novak, 2021, Pardi et al., 2018).
Zusatzlich wird Polyethylenglykol (PEG) chemisch an die Oberflache der LNPs
konjugiert. Dieser als PEGylierung bezeichneter Prozess erhoht die Stabilitat der
LNPs und verbessert dadurch den Transport der mRNA-Moleklle zu den
entsprechenden Zielorganellen (Suk et al., 2016).

Obwohl die mRNA-Technologie schon seit einiger Zeit bekannt ist, stellen die
Impfstoffe BNT162b2 und mRNA-1237 die ersten jemals zugelassenen Vakzine
dar, die ein kodierendes mRNA-Molekll als Botenstoff enthalten. Weiterhin
handelt es sich um die erste Zulassung von Impfstoffen, die PEG als Hilfsstoff
enthalten (Castells and Phillips, 2020).

1.3.2 Polyethylenglykol

Polyethylenglykole (PEGs), auch Makrogole genannt, sind hydrophile Polymere
mit einem Molekulargewicht (MW) zwischen 200 und 35.000 g/mol. PEGs
werden haufig in Alltagsprodukten wie Kosmetika, Medikamenten und
Lebensmitteln verwendet (Erdeljic Turk, 2021).

Die PEGgylierung, ein Verfahren, bei dem PEG mit bestimmten Arzneimitteln
kombiniert wird, dient dazu, das Molekulargewicht dieser Arzneimittel zu
erhdhen, sie vor einem verfruhten Abbau zu schutzen sowie ihre Zirkulation und
den Transport an das Zielkompartiment des Korpers zu verbessern (Veronese
and Pasut, 2005, Turecek et al., 2016).



1.3.3 Vektorbasierte Impfstoffe

Neben den auf dem mRNA-Mechanismus basierenden Impfstoffen, existieren die
vektorbasierten Impfstoffe ChAdOx1 (Oxford-AstraZeneca, Vaxzevria®) und
Ad26.COV2.S (Johnson&Johnson/Janssen, Jcovden®). Diese Impfstoffe
enthalten ebenfalls die Informationen des S-Glykoproteins des SARS-CoV-2
Virus, jedoch in Form eines replikationsinkompetenten Adenovirus, das die
entsprechende DNA-Information als Vektor tragt (Cabanillas and Novak, 2021,
Sadoff et al., 2021). Fur die vektorbasierten Impfstoffe sind weder LNP noch
PEG als Hilfsstoffe bekannt. Allerdings enthalten die Impfstoffe ChAdOx1 und
Ad26.COV2.S den Zusatzstoff Polysorbat, der strukturelle Ahnlichkeiten mit PEG
aufweist (Cabanillas and Novak, 2021, Kim et al., 2021).

1.3.4 Polysorbat

Das dem PEG strukturell verwandte Polysorbat wird ebenfalls haufig in
medizinischen Produkten und in der Lebensmittelindustrie verwendet.
Polysorbate sind durch die Anzahl der Ethylenoxidgruppen (-OCH2CH2) im
Molekll gekennzeichnet und werden folglich als Polysorbat 40, 60 oder 80
bezeichnet. Sowohl der Vektorimpfstoff ChAdOx1- als auch der Ad.26.COV2.S-
Impfstoff enthalten Polysorbat 80, welches bereits in anderen Impfstoffen
verwendet wird, z.B. gegen Hepatitis B, Influenza oder das humane

Papillomavirus (Cabanillas and Novak, 2021).

1.3.5 Potentiell allergene Inhaltsstoffe der COVID-19 Impfstoffe

Der Mechanismus, der den durch die verschiedenen COVID-19 Impfstoffe
ausgelosten Uberempfindlichkeitsreaktionen zugrunde liegt, ist derzeit noch nicht
vollstandig verstanden. Ausloser einer Hypersensitivitatsreaktion auf Impfstoffe
sind in der Regel nicht die Wirkstoffkomponenten eines Impfstoffs. Vielmehr
konnen die in den Impfstoffen enthaltenen Hilfsstoffe potentielle Allergene
darstellen (Stone et al., 2019b). Als wahrscheinlichster Hilfsstoff der COVID-19
Impfstoffe mit allergenem Potential wird derzeit das in den mRNA-Impfstoffen

enthaltene PEG angesehen (Garvey and Nasser, 2021).



In der Vergangenheit wurden bereits mehrere Falle von vermutlich IgE-
vermittelten Uberempfindlichkeitsreaktionen auf PEG unterschiedlicher MW
beschrieben. Dabei scheint ein hoheres MW mit einer grofleren
Wahrscheinlichkeit fur die Auslosung einer allergischen Reaktion einherzugehen
(Erdeljic Turk, 2021, Shah et al., 2013, Krantz et al., 2020).

Neben einer IgE-vermittelten Uberempfindlichkeitsreaktion existieren jedoch
ebenfalls Berichte Uber eine Aktivierung des Komplementsystems durch
PEGgylierte Arzneistoffe, die sich in einer vermehrten Freisetzung der
Anaphylatoxine C3a und C5a manifestierten (Mohamed et al., 2019, Chanan-
Khan et al., 2003). Der Mechanismus einer nicht-lgE-vermittelten
Komplementaktivierung als Ausléser von Hypersensitivitatsreaktionen auf PEG-
haltige Impfstoffe wird daher ebenfalls diskutiert.

Die vektorbasierten Impfstoffe selbst enthalten zwar kein PEG, allerdings
Polysorbat, fiir das aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu PEG bereits eine

Kreuzreaktivitat beschrieben wurde (Wenande and Garvey, 2016).

1.3.6 COVID-19 Impfungen bei Allergikern

Probanden mit einer bekannten Allergie oder Anaphylaxie gegen einen
Bestandteil der COVID-19 Impfstoffe oder einer generell bekannten Allergie
gegenuber einem anderen Impfstoff wurden von den klinischen
Zulassungsstudien fur die beiden mRNA-basierten Impfstoffe ausgeschlossen.
Darlber hinaus stellten in der klinischen Zulassungsstudie fir den BNT162b2-
Impfstoff Probanden mit jeglicher bekannter Allergie generell ein
Ausschlusskriterium dar (Polack et al., 2020, Jackson et al., 2020).
Interessanterweise berichtete jedoch die Mehrheit der Personen, die nach
Verabreichung der COVID-19 Impfstoffe Uberempfindlichkeitsreaktionen
zeigten, Uber allergische Reaktionen und/oder eine Anaphylaxie in der
Vorgeschichte (Shimabukuro and Nair, 2021, Blumenthal et al., 2021, Moghimi,
2021).



1.4 Ziel der Studie

Ziel dieser Studie war es, die Auswirkungen von PEG-haltigen Impfstoffen auf
die Aktivierung von Basophilen und das Serumkomplementsystem bei
Probanden mit vorbekannten Allergien zu untersuchen. Um ein besseres
Verstandnis des Potenzials von PEG als Ausloser von allergischen
Reaktionen/Anaphylaxien zu erlangen, wurden Hauttests, Komplementanalysen
(mittels Anti-C5a-enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA) und Basophilen-
Aktivierungstests (BAT; zur Detektion eines IgE-vermittelten Mechanismus) mit
verschiedenen COVID-19 Impfstoffen und PEG mit unterschiedlichem MW sowie
Polysorbat durchgefthrt. Die Untersuchungen erfolgten sowohl bei Probanden

mit einer Allergie in der Vorgeschichte als auch bei nicht-allergischen Kontrollen.
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2 Material

2.1 Patientenmaterial

Serum- und Vollblutproben

2.2 Antigene

Ad.26.COV2.S, Jcovden®
BNT162b2, Comirnaty®
ChAdOx1, Vaxzevria®

MRNA-1273, Spikevax®
PEG 400

PEG 2000

PEG 2000 DMG

PEG 2000

PEG 6000
Polysorbat 80

2.3 Chemikalien

Dulbecco’s PBS 1x (ohne Ca?* und Mg?*)

Ethylendinitrilotetraessigsaure-
Dinatriumsalz-Dihydrat (Titriplex® Il1)
FACSClean

Patienten der Universitatsklinik fur
Dermatologie und Allergologie

Marburg

Janssen, Beerse, Belgien
BioNTech, Mainz, Deutschland
Astra Zeneca, Cambridge,
GrolRbritannien

Moderna Biotech, Cambridge,
USA

SmartPractice Europe, Barsbuttel,
Deutschland

Buhlmann, Schénebuch, Schweiz
Buhlmann, Schénebuch, Schweiz
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

PAA Laboratories GmbH, Cdlbe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg, Deutschland
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FACSFlow

FACSRinse

Flow CAST® Farbereagenz
(anti-CD63-FITC und
anti-CCR3-PE mADb)

Flow CAST® Lysereagenz

Flow CAST® Stimulationskontrolle
(anti-FceRl mAB)

Flow CAST® Stimulationskontrolle
(N-formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine (fMLP))

Flow CAST® Stimulationspuffer
Flow CAST® Waschpuffer
Histamindiyhydrochlorid
Physiologische Kochsalzldsung

Magermilchpulver

Nafamostat Mesylate

Salzsaure (HCI)

Streptavidin Peroxidase

Tween 20

Zymosan

3,3",5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB)

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Bihlmann, Schonebuch, Schweiz

Bihlmann, Schonebuch, Schweiz

Bihlmann, Schonebuch, Schweiz

Bihlmann, Schonebuch, Schweiz

Buhlmann, Schénebuch, Schweiz
Buhlmann, Schénebuch, Schweiz
ALK Abell6o, Harsholm, Danemark
ALK Abell6, Harsholm, Danemark
PanReac AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

Tokyo Chemical Industry Co., Ltd,
Tokio, Japan

PanReac AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

Jackson ImmunoResearch, Ely,
GrolRbritannien

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Complement Technologies, Tyler,
USA

Seramun Daignostica, Heidesee,

Deutschland
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2.4 Kommerzielle Tests fur die zellulare Analyse

Flow Cast® Basophil Activation Test

2.5 Puffer und Losungen

EDTA-L6sung 0,5 M

FE-Puffer

PBS/T (ELISA Waschlésung)

2.6 Antikorper

Anti-human C5a/C5a des-Arg Antikorper,
#518202

Biotinylierter anti-human C5a/C5a des-Arg
Antikorper, #518306

2.7 Verbrauchsartikel

Eppendorf Tubes® 5,0 mi

Bihlmann, Schonebuch, Schweiz

186,19
Ethylendinitrilotetraessigsaure-
Dinatriumsalz-Dihydrat

+ 1 L Destiliertes H20
pH-Wert auf 8,0 einstellen

10 g PBS 1x

+ 10 mM EDTA Lésung

+ 0,1 mg/ml Nafamostat Mesylate
Lagerung bei 4-8°C

100 ml PBS 10x

+ 1 ml Tween 20

+ 900 ml Destiliertes H20

BioLegend, San Diego, USA

BioLegend, San Diego, USA

Eppendorf Deutschland,

Wesseling-Berzdorf, Deutschland
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Omnifix® Feindosierungsspritzen B. Braun SE, Melsungen,

Deutschland

Pipettenspitzen Brand GmbH & Co. KG,
Wertheim, Deutschland

Polystyrolréhrchen (FACS-Rohrchen) Sarstedt, Niumbrecht,
Deutschland

Reagiergefald 1,5 mi Sarstedt, Numbrecht,
Deutschland

Schraubréhre 50 ml Sarstedt, Numbrecht
Deutschland

Serologische Pipette 5 ml Sarstedt, Niumbrecht,
Deutschland

Serologische Pipette 10 ml Sarstedt, Niumbrecht,
Deutschland

S-Monovette® K-EDTA Sarstedt, Numbrecht,
Deutschland

S-Monovette® Serum-Gel Sarstedt, Numbrecht,
Deustchland

96-Well Mikrotiterplatten Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA

2.8 Gerate

Accu-jet® pro Pipettierhelfer Brand GmbH & Co. KG,

Wertheim, Deutschland
BD FACSCalibur™ Durchflusszytometer BD Biosciences, San Jose, USA

FLUOstar® Optima Photometer BMG Labtech, Ortenberg,
Deutschland

GFL 1083 Wasserbad GFL Gesellschaft fur Labortechnik
mBh, Burgwedel, Deutschland

KERN® Prazisionswaage PCB KERN & SOHN GmbH, Balingen,

Deutschland
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Rotina 420 Zentrifuge

Scientific Industries SI™ Vortex-Genie™ 2
Vortexmischer

Transferpette® S Einkanal-Mikroliterpipette
0,5-10 pl

Transferpette® S Einkanal-Mikroliterpipette
20-200 pl

Transferpette® S Einkanal-Mikroliterpipette
100-1000 pl

Transferpette® S Mehrkanal-
Mikroliterpipette 20-200 pl

Universalscharank UN30

2.9 Software

BD CellQuest Pro

FlowJo™

GraphPad Prism

Microsoft Excel
Microsoft Word
Optima MARS

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,

Tuttlingen, Deutschland

Fisher Sientific GmbH, Schwerte,

Deutschland

Brand GmbH & Co. KG,
Wertheim, Deutschland
Brand GmbH & Co. KG,
Wertheim, Deutschland
Brand GmbH & Co. KG,
Wertheim, Deutschland
Brand GmbH & Co. KG,
Wertheim, Deutschland
Memmert GmbH & Co. KG,

Schwabach, Deutschland

Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg, Deuschland

BD Biosciences, San Jose, USA

GraphPad Software Inc., San
Diego, USA

Microsoft, Washington, USA
Microsoft, Washington, USA
BMG Labtech, Ortenberg,

Deutschland
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3 Methoden

3.1 Studiendesign

Die vorliegende Studie umfasst insgesamt 67 Probanden, die alle in der Sektion
Allergologie der Klinik fur Dermatologie und Allergologie des UKGM Marburg
rekrutiert und untersucht wurden (Abb. 1). Bei allen Probanden wurde eine
Anamnese erhoben und die Studienteiinehmer entsprechend ihrer
Krankengeschichte in verschiedene Gruppen eingeteilt: Allergische Rhinitis
und/oder Asthma (z.B. gegen Pollen, Hausstaubmilben, Haustiere; n=30),
Anaphylaxie (z.B. gegen Insektengift, Medikamente; n=20), oder keine bekannte
Allergie (NAC = non-allergic control; n=17; Tab. 1). Weiterhin wurden bei allen
Probanden Hauttests (sowohl ein Prick- als auch ein Intrakutantest) durchgefuhrt.
FUr die Untersuchung des Komplementsystems mittels ELISA wurde von allen
Probanden eine Serumprobe entnommen und bei -30 °C gelagert.

Bei allen Probanden mit positivem Hauttest-Ergebnis (n=15) wurde ein
Folgetermin zur Entnahme einer Vollblutprobe vereinbart und ein BAT
durchgefuhrt. Zusatzlich konnten sechs Probanden mit negativem Hauttest-
Ergebnis fur einen BAT rekrutiert werden.

Von allen Probanden wurde vor Einschluss in die Studie eine schriftliche
Einverstandniserklarung eingeholt. Die Genehmigung der Studie erfolgte durch
die Ethikkommission der Philipps-Universitat Marburg (Az. 21/21).
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Hauttest
n=67

l |

Positiv Negativ
n=15 n=52

Komplement- BAT Komplement-
analyse n=6 analyse
n=9 n=25

BAT
n=15

Abb. 1: Probandenflussdiagramm.

Insgesamt wurde bei 67 Probanden ein Hauttest durchgefiihrt. Ein positiver Hauttest wurde bei
15 (22,4 %) Probanden beobachtet, wahrend 52 (77,6 %) ein negatives Hauttestergebnis
aufwiesen. Der Basophilen-Aktivierungstest (BAT) wurde bei 21 (31,3 %) Probanden
durchgefiihrt. Bei 15 (22,4 %) dieser Probanden wurde ein positiver Hauttest und bei sechs (9 %)
ein negativer Hauttest beobachtet. Eine Komplementanalyse wurde bei 34 (50,7 %) Probanden
durchgefiihrt, 25 (37,3 %) dieser Probanden wiesen ein negatives und neun (13,4 %) ein positives

Hauttestergebnis auf.

3.2 Klinische Evaluation

Die im Folgenden beschriebenen Verfahren wurden in der Allergieambulanz der
Klinik fur Dermatologie und Allergologie des UKGM am Standort Marburg
durchgefuhrt. Die an der Studie teiinehmenden Probanden wurden anhand von
arztlich gefuhrten Anamnesegesprachen den verschiedenen Subgruppen
zugeteilt. Des Weiteren wurde der COVID-19 Impfstatus (1x, 2x oder nicht

geimpft) erhoben sowie das Gesamt-IgE und ein Tryptasewert bestimmt (Tab. 1).

3.2.1 Hauttests

Bei den Hauttests handelte es sich um den Prick- und Intrakutantest, die an
beiden volaren Unterarmen durchgefihrt wurden. Bestimmte Medikamente wie
Antihistaminika oder Glukokortikosteroide konnen die Ergebnisse der Hauttests
verfalschen. Aus diesem Grund wurden die Probanden bereits im Vorfeld
gebeten, bei etwaiger Einnahme entsprechender Medikamente diese

mindestens eine Woche vor der Testung abzusetzen.
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3.2.1.1 Pricktest

Bei allen Probanden wurde ein Pricktest (SPT = skin prick test) mit PEG
unterschiedlicher MW durchgefuhrt. Es wurden PEG 400 (1,1 g/ml) sowie PEG
2000 und 6000 (jeweils 1; 10; 50 mg/ml; verdinnt in NaCl) verwendet. Weiterhin
wurden Polysorbat 80 (1; 10 mg/ml; verdinnt in NaCl) sowie die COVID-19
Impfstoffe (BNT162b2, mRNA-1273, ChAdOx1 und Ad26.COV2.S, unverdinnt
(1:1) und 1:10 verdinnt in NaCl) getestet (Tab. 2). Dabei erfolgte die
Untersuchung der einzelnen Substanzen in jeweils aufsteigender Konzentration.
Gleichzeitig wurde, beginnend mit der jeweils niedrigsten Konzentration der
einzelnen Testsubstanzen, eine Positivkontrolle (Histamin, 10 mg/ml) und eine
Negativkontrolle (NaCl) in Form eines Tropfens auf die Haut aufgebracht. Mittels
einer Prick-Lanzette wurde vorsichtig durch den Tropfen hindurch in die
Epidermis eingestochen. Die GroRRe einer dabei entstehenden Quaddel wurde 20
Minuten nach dem Test gemessen. Gemessen wurde hierbei der Mittelwert aus
maximalen und des senkrecht dazu stehenden Quaddeldurchmessers in mm.
Eine positive Reaktion wurde durch einen mittleren Quaddeldurchmesser von
=3 mm definiert. Bei positiver Reaktion wurde der Pricktest flr die entsprechende
Substanz beendet, spatestens jedoch bei der jeweils hdchsten Konzentration der

einzelnen Substanzen.

3.2.1.2 Intrakutantest

Ein zusatzlicher Intrakutantest (IDT = intradermal test) wurde nur bei den
Substanzen durchgefuhrt, die auch in der jeweils hochsten Konzentration der
Einzelsubstanzen ein negatives SPT-Ergebnis zeigten, da positive SPT-
Ergebnisse bereits als positive Hauttestergebnisse gewertet wurden. Untersucht
wurden PEG 2000 und PEG 6000 (jeweils 1; 10 mg/ml; verdunnt in NaCl) sowie
Polysorbat 80 (0,1; 1 mg/ml; verdinnt in NaCl). Zusatzlich erfolgte die
Begutachtung der COVID-19 Impfstoffe (BNT162b2, mRNA-1273, ChAdOx1 und
Ad26.COV2.S; 1:100 verdunnt in NaCl) (Tab. 2). Die Untersuchung erfolgte nach
durchgefuhrtem SPT durch streng intradermale Injektion der entsprechenden
Substanzen mit Hilfe einer Feindosierungsspritze und Spritzenkanule in den
Unterarm, wobei ein intradermales Depot mit einer tastbaren Vorwdlbung von
3 mm Durchmesser gebildet wurde. Auch hier begann die Testung mit der jeweils

niedrigsten Konzentration der Einzelsubstanzen. Als Negativkontrolle wurde,
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gleichzeitig mit der Injektion der jeweils niedrigsten Konzentration der
Testsubstanzen, physiologische Kochsalzlésung injiziert. Der IDT wurde
ebenfalls nach 20 Minuten ausgewertet, und die GroRe der Quaddel als
Mittelwert zweier senkrecht zueinanderstehender Durchmesser bestimmt (siehe
oben), wobei eine positive Hautreaktion als eine mittlere Quaddelgrof3e von
=>2-fachem Durchmesser der durch Injektion entstandenen Vorwdlbung (= 6 mm)
definiert war. Bei Vorliegen eines positiven Testergebnisses wurde der Test fur
die jeweilige Substanz beendet, andernfalls wurde der Test nach der Injektion

der jeweils hochsten Konzentrationen der Testsubstanzen beendet.

3.3 Zellulare Analytik

Bei positivem Hauttest im Rahmen der klinischen Evaluation (n=15) wurde eine
zellulare Analyse mittels Durchflusszytometrie durchgefuhrt. Zusatzlich konnten
sechs Probanden mit negativem Hauttest fur die Zellanalytik rekrutiert werden
(Abb. 1). Entsprechend wurde bei insgesamt 21 Probanden ein Folgetermin zur
Entnahme einer Vollblutprobe vereinbart. Dabei wurde darauf geachtet, dass am
Tag der Vollblutenthnahme keine weitere allergologische Diagnostik durchgefuhrt
wurde, die die zellulare Analyse verfalschen konnte (z.B. Hauttest). Daruber
hinaus wurden die Probanden darauf hingewiesen, eine eventuelle systemische
antiallergische Therapie (z.B. Kortikosteroide, Antihistaminika) mindestens 24

Stunden vor der Blutenthahme zu pausieren.

3.3.1 Durchflusszytometrie

Die  Durchflusszytometrie  erméglicht die  Bestimmung  bestimmter
Zelleigenschaften wie unter anderem Oberflachenbeschaffenheit, Grolle oder
Granularitat. Dabei werden die Zellen in einer Waschlosung einem Laserstrahl
ausgesetzt. Beim Auftreffen des Laserstrahles auf eine Zelle entsteht eine
Streuung des Lichtes. Dabei handelt es sich zum einen um Vorwartsstreulicht
(forward scatter, FSC), welches sich proportional zu Zellgré3e und -volumen
verhalt, und zum anderen um Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC), das von der

Granularitat und der Komplexitat der Zellen abhangt.
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DarUber hinaus koénnen mit Hilfe der Durchflusszytometrie spezifische
Oberflachenbeschaffenheiten einzelner Zellen dargestellt werden. Die hierfur
verwendeten Fluoreszenzmoleklle sind mit entsprechenden Antikorpern
konjugiert. Durch einen Laser wird fluoreszierendes Licht ermittelt, das von dem
Gerat in einem Fluoreszenzkanal detektiert werden kann (Sack, 2016, Luttmann
et al., 2014).

3.3.1.1 Basophilen-Aktivierungstest

Der BAT ist eine auf der Durchflusszytometrie basierende Labormethode zum
Nachweis einer in vitro Degranulation basophiler Granulozyten nach Stimulation
mit einem entsprechenden Allergen. Die Aktivierung basophiler Granulozyten
kann durch die vermehrte Expression einzelner Oberflachenproteine
nachgewiesen werden, von welchen CD63 als Aktivitdtsmarker am haufigsten
bestimmt wird. Die Expression von CD63 korreliert dabei mit der durch
Stimulation der am IgE-bindenden Rezeptor (FceRl) fixierten IgE-Antikdrper
induzierten Histaminausschuttung basophiler Granulozyten (Knol et al., 1991). In
der vorliegenden Studie wurde der BAT daher als Surrogattest einer moglichen

IgE-vermittelten allergischen Reaktion vom Soforttyp herangezogen.

Der BAT wurde innerhalb von vier Stunden nach Entnahme einer Vollblutprobe
in einem EDTA-RAhrchen gemal® den Herstellerangaben des "Flow Cast®
Basophil Activation Test" durchgefihrt. Bei der Blutentnahme wurde darauf
geachtet, das Ro&hrchen vollstandig zu fallen, um eine erhdhte EDTA-
Konzentration bei nicht ausreichend gefllltem Rohrchen zu vermeiden. Die
Blutproben wurden mit verschiedenen Allergenen in unterschiedlichen
Konzentrationen inkubiert: PEG in verschiedenem MW von 2000 (Buhlmann: 0,4;
4 mg/ml, Sigma Aldrich: 0,5; 5 mg/ml; verdinnt in PBS), 6000 (0,5; 5 mg/ml;
verduannt in PBS) sowie PEG 2000 Dimyristoylglycerin (DMG), das zur
Aufbereitung von LNP in den mRNA-Impfstoffen verwendet wird (0,8; 8 pg/ml;
verdunnt in PBS). Zusatzlich wurden Polysorbat 80 (0,1; 1 mg/ml; verdunnt in
PBS) sowie die COVID-19 Impfstoffe (ChAdOx1, BNT162b2, mRNA-1273, und
Ad26.COV2.S, jeweils unverdunnt (1:1) sowie in einer 1:10 und 1:100

Verdinnung; verdinnt in PBS) untersucht.
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Als Positivkontrollen wurden zum einen ein spezifischer monoklonaler Antikorper
verwendet, der den IgE-bindenden Rezeptor (FceRI) bindet und aktiviert (anti-
FceRl), und zum anderen N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) als
unspezifischer Zellaktivator eingesetzt. Die Vollblutprobe eines jeden Patienten
ohne Allergenzusatz diente als Negativkontrolle.

Zur Versuchsdurchfihrung wurden zunachst 25 durchflusszytometerkompatible
Polystyrolréhrchen mit dem entsprechenden Allergen und der Konzentration
sowie der Positiv- und Negativkontrolle beschriftet. Die Vollblutprobe wurde
durch vorsichtiges Invertieren durchmischt. Anschlie3iend wurden jeweils 50 pl
der jeweiligen Testsubstanz in der entsprechenden Konzentration in das zuvor
beschriftete Polystyrolrdhrchen pipettiert. Das gleiche Verfahren wurde fur die
spezifische und die unspezifische Positivkontrolle durchgefuhrt. Nachfolgend
wurden je 100 pl des Flow CAST® Stimulationspuffers in die Polystyrolréhrchen
pipettiert. Zusatzlich wurden in jedes Réhrchen 50 ul der Vollblutprobe pipettiert.
Dabei wurde darauf geachtet, Blutkontaminationen an den Seitenwanden und
am Rand des Rohrchens zu vermeiden. Nach vorsichtigem Mischen der
Fllssigkeiten in den Polystyrolréhrchen erfolgte die Zugabe von jeweils 15 ul der
Flow CAST® Farbereagenz (bestehend aus Antikérpern, die mit
fluoreszierenden Molekllen wie Fluorescein Isothiocyanate (FITC; anti-CD63-
FITC) oder Phycoerythrin (PE; anti-CCR3-PE) konjugiert sind). AnschlieRend
wurden die Rohrchen vorsichtig gemischt und 15 Minuten im Wasserbad (37 °C)
inkubiert.

In der Durchflusszytometrie ist die Streulichtintensitat der Erythrozyten ahnlich
der von Lymphozyten, sodass die in einer Patientenprobe enthaltenen
Erythrozyten das Streulicht der Lymphozyten Uberlagern wirden. Um die
Erythrozyten aus der Patientenprobe zu entfernen, wurden je 2 ml des
vorgewarmten (18-28 °C) Flow CAST® Lysereagenz in jedes Polystrolrohrchen
gegeben. Es folgte eine Inkubationszeit von 7,5 Minuten bei Raumtemperatur
(20-25 °C). AnschlieRend wurden die Réhrchen bei 1600 rpm (4 °C, 5 Minuten)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgegossen und das in den
Rohrchen verbliebene Zellpellet mit je 100 ul Flow CAST® Waschpuffer

suspendiert. Anschlie3end erfolgte die Messung mittels Durchflusszytometer.

21



Basophile wurden als CCR3*SSC°“-Zellen detektiert und deren Aktivierung
anhand der Expression von CD63*-Basophilen bestimmt. Mit dem BAT
analysierte Proben, die einen Anteil von CD63" exprimierenden Basophilen von

=5 Prozent aufwiesen, wurden als positiv eingestuft.

3.4 Serologische Analytik

Im Rahmen der klinischen Untersuchung wurde von jedem Probanden eine
Serumprobe entnhommen. Dazu wurde das Vollblut zentrifugiert (3.000 rpm,
10 Minuten, 4 °C) und das Serum vorsichtig abpipettiert. AnschlieRend wurde
das Serum in 50 pl Proben aliquotiert und bei -30 °C eingefroren. Nach Abschluss
der klinischen Evaluation erfolgte die Verwendung der Serumproben flr die
Analyse des Komplementsystems. Ein Auftauen und erneutes Einfrieren der

Proben wurde vermieden.

3.4.1 Sandwich ELISA

Die im Folgenden beschriebene Vorgehensweise basiert auf dem Verfahren des
sogenannten ,Sandwich“ELISA. Hierbei handelt es sich um ein serologisches
Analyseverfahren, bei dem Antigene durch die Bindung an spezifische Antikorper
nachgewiesen werden konnen. An die spezifischen Antikorper sind Enzyme
gekoppelt, die den Farbumschlag einer Substratiésung in ein farbiges Produkt
katalysieren. Beim Sandwich-ELISA binden zwei Antikérper an unterschiedliche
Epitope des nachzuweisenden Antigens. Der erste Antikorper (capture antibody)
ist an eine Festphase gebunden. Bei Zugabe der Serumprobe bindet das
nachzuweisende Antigen an diesen Antikorper. Der zweite Antikorper (detection
antibody), der an ein Enzym gekoppelt ist, bindet ebenfalls an das entsprechende
Antigen und bildet einen Antikorper-Antigen-Komplex. Das gekoppelte Enzym
katalysiert nach Zugabe der Substratidsung den Farbumschlag der zuvor
farblosen Ldésung. Die Reaktion wird durch eine Stoppldésung beendet. Die
Farbintensitat der einzelnen Proben kann photometrisch gemessen werden. Die
Konzentrationen der nachzuweisenden Antigene werden anhand einer

mitgeflhrten Standardkurve mit bekannten Konzentrationswerten ermittelt. Die
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optische Dichte (OD) der Standardkurve wird photometrisch bestimmt und gegen
die bekannten Konzentrationen auf einer Kalibriergeraden aufgetragen. Mit Hilfe
dieser Kalibriergeraden konnen die unbekannten Antigenkonzentrationen der

Serumprobe ermittelt werden (Gan and Patel, 2013, Luttmann et al., 2014).

3.4.1.1 C5a ELISA

Die Komplementaktivierung wurde mittels Anti-C5a-ELISA analysiert. Bei einer
Aktivierung des  Komplementsystems  wird durch  Spaltung des
Komplementfaktors C5 das Anaphylatoxin C5a freigesetzt (Szebeni et al., 2011).
Cb5a kann durch Bindung an spezifische Antikdrper nachgewiesen werden. Diese
spezifischen Antikérper binden sowohl Cb5a als auch Cb5a des-Arg (Cba
Desarginin; entsteht durch Abspaltung von Arginin aus dem C5a-Protein), da C5a
ein instabiles Molekul ist, welches rasch enzymatisch zu C5a des-Arg gespalten
wird. Die zusatzliche Bindung des entsprechenden Antikorpers an die gespaltene
und stabilere Form des Anaphylatoxins erlaubt somit eine zuverlassigere

Aussage Uber die Aktivitat des Komplementsystems in den Serumproben.

Maxisorp Mikrotiterplatten wurden mit 50 pl/Well anti-human C5a/C5a des-Arg-
Antikorper (5 ug/ml) beschichtet und Gber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Nach allen Inkubationsschritten wurden die Platten mit 0,1 % Tween 20 in PBS
(PBS/T) gewaschen. Hierbei wurden nach Entleerung der Wells diese drei Mal
mit je 200 pl der Waschlésung gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt
erfolgte das Entleeren der Wells durch vorsichtiges Ausklopfen auf saugfahigem
Zellstoff. Um unspezifische Hintergrundsignale zu vermeiden, wurden die Platten
mit 2 % Magermilch in PBS/T blockiert. Die Inkubation erfolgte fur eine Stunde
bei Raumtemperatur (20-25 °C).

Im nachsten Schritt wurden die zu untersuchenden Serumproben auf Eis in FE-
Puffer verdinnt. Durch die Verwendung des FE-Puffers konnte eine weitere
Komplementreaktion wahrend des Versuchsablaufes inhibiert werden. Beim
vorliegenden Versuchsaufbau wurden je 50 ul der zu untersuchenden Proben
pro Well pipettiert und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurde
wie folgt vorgegangen:

- Nicht aktivierte Serumproben wurden in FE-Puffer 1:50 und 1:100

(Patientenserum:FE-Puffer) verdinnt. Die durchgefuhrte Bestimmung von C5a
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diente als Ausgangswert fur das Anaphylatoxin in den unstimulierten Seren und
wurde bei jeder Messung mit den einzelnen Zusatzen als Kontrollwert mitgefuhrt.
- Als Positivkontrolle fir die Komplementaktivierung dienten in Zymosan
(10 mg/ml) voraktivierte Seren. Dazu wurden die Serumproben im Verhaltnis von
1:10 (Zymosan:Serumprobe) vorverdunnt und 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine weitere Verdunnung von 1:100 und 1:1000 in FE-
Puffer (Serum-Zymosan-Gemisch:FE-Puffer).

- Zur Bestimmung des Cba-Bildungspotentials der COVID-19 Impfstoffe
(BNT162b2, mRNA-1273, ChAdOx1, Ad26.COV2.S) wurden diese zunachst in
PBS verdinnt (50 % Impfstoff:50 % PBS). AnschlieRend wurden die
Serumproben im Verhaltnis 1:10 (vorverdinnter Impfstoff:Serum) mit dem
Impfstoff versetzt und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubation erfolgte eine Verdinnung in FE-Puffer im Verhaltnis von 1:100
(Serum-Impfstoff-Gemisch:FE-Puffer).

- Zur Bestimmung der Komplementaktivierung durch PEG 6000 (500 mg/ml)
wurde dieses mit der jeweiligen Serumprobe im Verhaltnis 1:10
(PEG 6000:Serum) gemischt und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlielRend erfolgte die Verdinnung in FE-Puffer im Verhaltnis 1:100 (Serum-
PEG 6000-Gemisch:FE-Puffer).

Zur Detektion wurden 50 ul biotinylierter anti-human Cb5a/C5a-des-Arg-
Antikorper (0,25 pug/ml) in jedes Well pipettiert. Die Inkubation erfolgte fur eine
Stunde bei Raumtemperatur. Anschlieliend wurden 50 pl/Well Streptavidin-
Peroxidase (0,2 ug/ml) in jedes Well pipettiert und fir weitere 30 Minuten bei
Raumtemperatur  inkubiert. Durch Zugabe von 100 ul/Well des
Peroxidasesubstrates  3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin  (TMB) erfolgte ein
Farbumschlag. Die Farbintensitat korrelierte dabei mit der Konzentration der
Anaphylatoxine in den jeweiligen Serumproben. Die Reaktion wurde nach ca.
acht Minuten durch die Zugabe von 100 pl/Well 1 M HCI gestoppt. Die OD wurde

bei einer Wellenlange von 450 nm mit Hilfe eines Photometers bestimmt.

Die Validierung des C5a-ELISA ergab eine Intraassay-Standardabweichung von
10 %. Daher wurden alle Proben, die nach Stimulation mit einem Stimulans einen
Anstieg der C5a-Konzentration von mehr als 10 % gegenlber dem unstimulierten

Wert aufwiesen, als reaktiv eingestuft.
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3.5 Statistische Auswertung

Die BAT-Messungen wurden mit Hilfe des Programmes FlowJo™ ausgewertet.

Fir die Komplementanalyse wurden Standardkurven mit GraphPad Prism
Version 9 fur Macintosh erstellt und die Ergebnisse aus den Absorptionswerten
mittels nichtlinearer Regression berechnet. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurden die Proben auf die Standardkurve normiert und als ,arbitrary unit* (arb.

unit) ausgedruckt.

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism Version 9 flr
Macintosh.

Bei parametrischer Verteilung der Daten wurden statistische Vergleiche
zwischen den verschiedenen Subgruppen mittels ,one-way ANOVA® (Tukey's
multipler Vergleichstest) durchgefuhrt.

Die Auswertung des Komplementaktivierungspotential erfolgte bei parametrisch
verteilten Daten mit einem gepaarten T-Test und bei nicht parametrisch verteilten
Daten mittels , Wilcoxon matched-pairs* Test.

Die Korrelation zwischen Lagerungsdauer und C5a Spiegel der Serumproben
wurde mittels einfacher linearer Regression ermittelt.

Das Signifikanzniveau wurde auf a=0,05 festgelegt. Somit ergaben sich
signifikante Unterschiede bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p) von p<0,05.
Die ermittelten Daten wurden zur grafischen Veranschaulichung in
Punktdiagrammen dargestellt. Der Median wurde in den Punktdiagrammen als

schwarzer Balken dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Studienteilnehmer und klinische Ergebnisse

Die Studie wurde zwischen Januar 2021 und April 2022 durchgeflihrt. Insgesamt
erfolgte der Einschluss von 67 Probanden in die vorliegende Studie.

Das Durchschnittsalter der Studienpopulation betrug 51 Jahre (21-73 Jahre), die
Mehrheit war weiblich (80,6 %; Tab. 1). Von den 67 Probanden hatten 55,2 %
(n=37) vor der Studienteilnahme keine COVID-19 Impfung erhalten, wahrend
29,9 % (n=20) eine Dosis und 14,9 % (n=10) zwei Dosen des COVID-19
Impfstoffs erhalten hatten. Der mediane Gesamt-IgE-Spiegel aller Probanden
betrug 44,9 kU/I (2-988 kU/I) und der mediane Tryptasespiegel 4,8 ugl/l
(1-67,3 ugll). 44,8 % (n=30) der Probanden berichteten Uber eine allergische
Rhinitis und/oder Asthma in der Anamnese und 29,9 % (n=20) Uber eine
Anaphylaxie. Sieben Probanden (10,4 %) gaben sowohl eine bekannte
allergische Rhinitis/Asthma als auch eine Anaphylaxie in der Anamnese an,
davon funf (7,5 %) mit positivem und zwei (3 %) mit negativem Hauttest. 25,5 %
(n=17) der Probanden wurden als NAC ohne bekannte Allergie in der Anamnese
eingestuft. 10,4 % (n=7) der Probanden berichteten in der Anamnese Uber
verschiedene Allergien (z.B. Nahrungsmittel-und/oder Arzneimittelallergien), die
nicht in die in dieser Studie verwendete Subgruppenklassifikation eingeordnet
werden konnten. Diese Probanden wurden daher als ,Sonstige“ bezeichnet und

keine weitere Analyse dieser Probanden durchgefuhrt.

Tab.1: Probandencharakteristika

Probandencharakteristika Alle Hauttest positiv Hauttest negativ
n=67 (100 %) n=15 (22.4 %) n=52 (77.6 %)

Alter, Jahre

Median (Spannweite) 51 (21-73) 51 (22-65) 51 (21-73)
Geschlecht, n (%)

Weiblich 54 (80.6) 15 (100) 39 (75)

Mannlich 13 (19.4) 0 13 (25)
COVID-19 Impfung erhalten, n (%)

Keine 37 (55.2) 11 (73.3) 26 (50)

1 Impfung 20 (29.9) 3 (20) 17 (32.7)

2 Impfungen 10 (14.9) 1(6.7) 9 (17.3)
Gesamt IgE, kU/I

Median (Spannweite) 44.9 (2-988) 40.8 (2-988) 45 (2-521)
Tryptase, pg/l

Median (Spannweite) 4.8 (1-67.3) 4.2 (1.9-11.3) 4.9 (1-67.3)
Medizinische Vorgeschichte, n (%)

Allergische Rhinitis/ Asthma 30 (44.8) 7 (46.7) 23 (44.2)

Anaphylaxie 20 (29.9) 8 (53.3) 12 (23.1)

NAC 17 (25.4) 0 17 (32.7)

Sonstige 7(10.4) 5(33.3) 2 (3.8)
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4.2 Hauttestergebnisse

Bei allen Studienteilnehmern wurden SPT und IDT mit Impf- und Hilfsstoffen
durchgefuhrt, um eine Sensibilisierung als moglichen Hinweis auf eine
Uberempfindlichkeitsreaktion vom Typ | festzustellen (Tab. 1, Tab. 2). Der IDT
wurde nur durchgefuhrt, wenn der SPT fur die jeweilige Substanz negativ war.
Flinfzehn (22,4 %) Probanden zeigten mindestens ein positives
Hauttestergebnis. Sieben (47,7 %; P1, P4, P6, P8, P9, P12, P15; Tab. 1, Tab. 2)
dieser Probanden berichteten Uber eine allergische Rhinitis und/oder Asthma und
acht (53,3 %; P4, P6-8, P11, P12, P14, P15; Tab. 1, Tab. 2) uber eine
Anaphylaxie in der Anamnese. Die 52 (77,6 %) Probanden mit negativem
Hauttest unterteilten sich in 44,2 % (n=23) Probanden mit allergischer Rhinitis
und/oder Asthma, 23,1 % (n=12) Probanden mit Anaphylaxie und 32,7 % (n=17)
NAC ohne bekannte Allergien.

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in den IgE-Werten und Tryptase-

Werten zwischen Hauttest-positiven und -negativen Probanden beobachtet.

Sieben (46,7 %) der finfzehn Probanden mit positivem Hauttest zeigten sowohl
im SPT als auch im IDT ein positives Ergebnis auf jeweils unterschiedliche
Substanzen (Tab. 2). Bei zwei (13,3 %) Probanden wurde nur ein positives
Ergebnis im SPT beobachtet, wahrend sechs (40 %) Probanden nur im IDT ein
positives Ergebnis aufwiesen.

Zwei Probanden (13,3 %; P9, P10) zeigten eine positive SPT-Reaktion auf den
MRNA-1273 Impfstoff und jeweils ein Proband (6,7 %) reagierte auf die anderen
getesteten Impfstoffe (BNT162b2 (P9), ChAdOx1 (P7), Ad26.COV2.S (P8)).
Interessanterweise zeigte sich bei vier der funf Falle mit positivem SPT-Ergebnis
nur beim unverdinnten Impfstoff ein positives Hauttestergebnis, wahrend bei den
niedrigeren Impfstoffkonzentrationen kein positives Ergebnis nachgewiesen
werden konnte. Von den im SPT getesteten Hilfsstoffen reagierte ein Proband
(6,7 %; P2) auf PEG 400, funf (33,3 %; P1, P3, P8, P11, P13) auf PEG 6000 und
zwei (13,3 %; P1, P10) auf Polysorbat 80 (Tab. 2).

Im IDT reagierten drei Probanden (20 %; P5, P9, P15) positiv auf PEG 2000
(Tab. 2). Jeweils ein Proband (6,7 %) reagierte auf PEG 6000 (P9) und
Polysorbat 80 (P11). Positive IDT-Ergebnisse fur den BNT162b2 Impfstoff
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wurden bei sechs Probanden (40 %; P1, P4, P7, P10, P13, P14) beobachtet,
gefolgt von vier Probanden (26,7 %; P4, P6, P12, P13) mit positiven IDT-
Ergebnissen fir den mRNA-1273 Impfstoff. Jeweils zwei Probanden (13,3 %)
zeigten eine Reaktion auf die Impfstoffe ChAdOx1 (P1, P3) und Ad26.COV2.S
(P1, P7).

Insgesamt wurden bei neun Probanden (60 %; P1-3, P5, P8, P9, P11, P13, P15)
positive Hauttestergebnisse fur PEG unterschiedlicher Molekulargewichte
beobachtet. Fir Polysorbat wiesen drei Probanden (20 %; P1, P10, P11) ein
positives Hauttestergebnis auf. Von den getesteten Impfstoffen zeigten sieben
Probanden (46,7 %; P1, P4, P7, P9, P10, P13, P14) ein positives
Hauttestergebnis fur den BNT162b2-Impfstoff, sechs (40 %; P4, P6, P9, P10,
P12, P13) fur den mRNA-1273-Impfstoff, drei (20 %; P1, P3, P7) fur den
ChAdOx1-Impfstoff und drei (20 %; P1, P7, P8) fur den Ad26.COV2.S-Impfstoff.

Bei sechs Probanden (40 %; P1, P3, P8-10, P13) wurde eine positive
Hautreaktion sowohl auf die getesteten Impfstoffe als auch auf die Hilfsstoffe
nachgewiesen. Dabei handelte es sich bei zwei Probanden (13,3 %; P1, P9) um
positive Hautreaktionen auf Impfstoffe und darin enthaltene Hilfsstoffe, wahrend
bei drei Probanden (20 %; P3, P8, P10) positive Hautreaktionen auf Hilfsstoffe
beobachtet wurden, die nicht in den positiv getesteten Impfstoffen enthalten
waren. Ein Proband (6,7 %; P13) zeigte eine positive Hautreaktion sowohl auf
BNT162b2, mRNA-1273 als auch auf PEG 6000, wahrend flr das in den
Impfstoffen enthaltene PEG 2000 kein positives Hauttestergebnis nachgewiesen
wurde.

Vier Probanden (26,7 %; P2, P5, P11, P15) zeigten eine positive Hauttestreaktion
(SPT oder IDT) auf die Impfstoffhilfsstoffe nicht jedoch fir die getesteten
Impfstoffe selbst (Tab. 2). Eine positive Hauttestreaktion auf einen der getesteten
Impfstoffe (BNT162b2, mRNA-1273, ChAdOx1, Ad26.COV2.S), nicht jedoch die
Hilfsstoffe wurde bei funf Probanden (33,3 %; P4, P6, P7, P12, P14) beobachtet.

Insgesamt zeigten somit 22 % der Studienteilnehmer ein positives Ergebnis im
Hauttest. Alle diese Probanden (100 %) waren weiblichen Geschlechts. Positive

Reaktionen auf die Impfstoffe wurden bei 73,3 % dieser Probanden beobachtet,
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am haufigsten auf BNT162b2 und mRNA-1273. 26,7 % der Probanden reagierten

nur auf die Impfstoffhilfsstoffe und nicht auf die Impfstoffe selbst.
Tab. 2: Positive Ergebnisse der Hauttests (SPT und IDT)

SPT
PEG 400 1.1 g/ml - B - - - - - - - - - - - -
PEG 2000 1 mg/ml - - - - - - - - - - - - - _ _
PEG 2000 10 mg/ml - - = = = = = o o - - - - _ —
PEG 2000 50 mg/ml - - - - - - - - - - — - - _ _
PEG 6000 1 mg/ml - - = = o o o - - - m —
PEG 6000 10 mg/ml = - ® - - - - - - - - - R - -
PEG 6000 50 mg/ml u - ] - = = = [ | = — [ | = [ | - -
Polysorbat 80 1 mg/ml u - - - - - - - - - - — _ _
Polysorbat 80 10 mg/ml ] - - - = = = = = [ | = - - - -
BNT162b2 1:10 e —
BNT162b2 1:1 - - - - - - - 0 - - - - - -
mRNA-1273 1:10 X X X - - X X
mRNA-1273 1:1 X X X - - - - - u | = = = X X
ChAdOx1 1:10 - - - - - - - - - — _ X
ChAdOx1 1:1 - - - - = ] = = - - — X
Ad26.COV2.S 1:10 - X X - - - ] - - X - X - X
Ad26.COV2.S 1:1 - X X - X - - ] = = X - X - X
IDT
PEG 2000 1 mg/ml - - = = = = = o o — - - - - =m
PEG 2000 10 mg/ml - - - - & - - - ®m - - - - - n
PEG 6000 1 mg/ml X - x - - - - - - - - - x - -
PEG 6000 10 mg/ml X - X - - - - - ] - - - X — —
Polysorbat 80 0.1 mg/ml X - - - - - = = = X - - - - —
Polysorbat 80 1 mg/ml X - - - - - - - - X [ ] - - — -
BNT162b2 1:100 n = = [ | = — [ | — X [ — — [ ™ _
mRNA-1273 1:100 X X X u - u - - X X - u u X X
ChAdOx1 1:100 = - = - X - - - - - - _ X
Ad26.COV2.S 1:100 u X X X X - u X - X - X X
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
* * * * * * * * *
Patient
B = positives Hauttestergebnis; — = negatives Ergebnis im Hauttest; x = nicht getestet;

* = Proben, die auf Komplementaktivitat getestet wurden.

4.3 Basophilen-Aktivierungstest (BAT)

Um die Mechanismen einer IgE-vermittelten Hypersensitivitatsreaktion zu
untersuchen, wurde der BAT bei Probanden mit positiven Hauttestergebnissen
durchgefuhrt (n=15; 22,4 %). Weitere sechs (9 %) Probanden mit negativen
Hauttestergebnissen konnten fir den BAT rekrutiert werden. Somit wurde bei
insgesamt 21 (31,3 %) der Probanden eine Untersuchung mittels BAT
durchgefuhrt. Eine der untersuchten Blutproben musste aufgrund einer

Basopenie von der BAT-Analyse ausgeschlossen werden.
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Insgesamt wiesen vier Probanden (19 %) eine erhdhte Anzahl CD63* Basophiler
von mehr als funf Prozent fir mindestens eine der getesteten Substanzen auf.
Alle vier Probenanden zeigten dabei auch ein positives Ergebnis im Hauttest. Bei
keiner der Probanden mit negativem Hauttestergebnis wurde ein auffalliger BAT

mit einer Anzahl CD63" Basophiler von 25 % beobachtet.

FUr Proband 1 konnte ein positives Ergebnis von 14,5 % CD63* Basophilen nach
Stimulation mit PEG 2000 in einer Konzentration von 0,4 mg/ml (Buhlmann)
nachgewiesen werden (Abb. 2A). PEG 2000 DMG und PEG mit héherem
Molekulargewicht zeigten keine erhdhten Werte an CD63* Basophilen. Daruber
hinaus stellten sich bei Proband 1 nach Stimulation mit dem reinen BNT162b2-
Impfstoff 7,13 % CD63" Basophile dar, wahrend niedrigere Verdinnungen zu
keiner Erhéhung aktivierter Basophiler fuhrten (Abb. 2F).

Proband 3 prasentierte einen erhdhten Prozentsatz von CD63* Basophilen
(26,6 %) nach Stimulation mit PEG DMG in einer Verdinnung von 0,8 pg/ml
(Abb. 2A). Dartber hinaus wurde eine erhdhte Expression von CD63* Basophilen
in allen getesteten Verdlinnungen des BNT162b2-Impfstoffs beobachtet: 1:100
(60,7 %), 1:10 (67 %) und 1:1 (52,1 %), was der hdchsten Konzentration von
CD63* Basophilen im gesamten Experiment entsprach (Abb. 2F).
Interessanterweise wurde eine erhohte Expression von CD63 fir den ChAdOx1-
Impfstoff in der Verdunnung 1:10 (14,8 %) sowie flr den reinen Impfstoff
(15,8 %) ermittelt (Abb. 2E), wahrend fur den im ChAdOx1-Impfstoff enthaltenen
Hilfsstoff Polysorbat 80 kein positives Ergebnis erzielt wurde.

Bei Proband 4 wurde nach Stimulation mit dem mRNA-1273-Impfstoff in der
Verdinnung 1:10 eine erhohte Expression von CD63 (5,4 %) bestimmt
(Abb. 2G).

Proband 14 prasentierte nach Stimulation mit der 1:10 Verdinnung (7,2 %) und
dem reinen ChAdOx1-Impfstoff (7,1 %) eine erhdhte Expression von CD63*-
Basophilen (Abb. 2E).

Fur PEG 6000, Polysorbat 80 sowie den Impfstoff Ad26.COV2.S wurde in keiner
der im BAT untersuchten Proben ein positives Ergebnis festgestellt (Abb. 2C, D,
H).

30



CD63* Basophile [%]

= = 60 ] = *
£ .t

H n 2% 4

S 15 n S 30 2.

g . g2 2

o m10 o

«® (]

8 s g

(3] o

Abb. 2: Reaktionen im Basophilen-Aktivierungstest (BAT)

Der Anteil an CD63* Basophilen wurde nach Stimulation mit den Substanzen (A) PEG 2000/ PEG
2000 DMG (Buhlmann), (B) PEG 2000 (Sigma Aldrich), (C) PEG 6000 und (D) Polysorbat 80
sowie mit den COVID-19 Impfstoffen (E) ChAdOx1, (F) BNT162b2, (G) mRNA-1273 und
(H) Ad26.COV2.S gemessen. Proben mit mehr als 5% CD63* Basophilen wurden als positiv
gewertet und hervorgehoben: ®= Proband 1; m= Proband 3; €= Proband 4; A= Proband 14. Der
Median ist als schwarze Linie angegeben. Die gestrichelte Linie kennzeichnet den Schwellenwert

von 5 %.

4.4 Komplement Analyse

Neben einem IgE-vermittelten Mechanismus kommt auch eine Aktivierung des
Komplementsystems als mogliche Ursache flr unerwinschte Ereignisse nach
einer COVID-19 Impfung in Betracht. Die Aktivierung des Komplementsystems,
kann sich klinisch ahnlich wie eine IgE-vermittelte Allergie mit maoglichen
Symptomen wie Hypotonie, Luftnot, Angioddem, Pruritus und Husten
prasentieren. Zur Untersuchung einer CARPA wurden in der vorliegenden Studie
34 Probandenproben (50,7 %) auf eine Komplementaktivierung durch einen
Impf- oder Hilfsstoff untersucht (Abb. 1, Tab. 2, Abb. 3-7). Dabei wurden folgende
Untergruppen von Probanden unterschieden: Neun Proben stammten von
Hauttest-positiven Probanden (26,5 %) und 25 von Hauttest-negativen
Probanden (73,5 %). Eine weitere Unterteilung erfolgte anhand der Anamnese in

Probanden mit allergischer Rhinitis und/oder Asthma (n=16, 47,1 %), mit einer
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Anaphylaxie in der Vorgeschichte (n=11, 32,4 %) und NAC ohne bekannte
Allergien (n=7, 20,6 %; Tab. 1).

Zunachst wurden die Ausgangswerte gemessen. In allen Proben wurden
ahnliche Serumspiegel des Komplement-Anaphylatoxins Cb5a bestimmt
(Abb. 3A). Da sich die Komplement-Anaphylatoxin-Konzentrationen wahrend der
Lagerung verandern konnen, wurden die C5a-Konzentrationen mit den Tagen
der Lagerung bei -30 °C korreliert (Abb. 3B). Obwohl ein leichter Anstieg der C5a-
Konzentration nach langerer Lagerung beobachtet wurde, konnte keine
signifikante Korrelation zwischen der Cb5a-Konzentration im Serum und der

Lagerungsdauer festgestellt werden.
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Abb. 3: Probanden mit positiven Hautreaktionen auf COVID-19
Impfstoffe/lmpfstoffzusatzstoffe zeigten &dhnliche Cb5a-Spiegel wie nichtreaktive
Kontrollgruppen.

(A) Die Anaphylatoxin C5a-Konzentrationen wurden in 34 Probandenserumproben mittels ELISA
bestimmt. Es wurden keine Unterschiede zwischen den C5a-Spiegeln von Hauttest-positiven
(n=9) und -negativen Probandenproben (n=25) beobachtet. Weiterhin zeigten sich keine
Unterschiede zwischen den Cb5a-Spiegeln von Probanden mit unterschiedlicher
Krankheitsgeschichte (One-way ANOVA, Tukey‘s multipler Vergleichstest); O = Hauttest positiv,
® = Hauttest negativ, schwarze Linie = Median

(B) Die Lagerungszeit bei -30 °C (in Tagen) hatte keinen Einfluss auf die gemessenen Cba-
Spiegel in den Probandenseren (einfache lineare Regression, slope=0,01875, R?=0,09547,
p=0,0754).
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4.4.1 Komplementaktivierung durch Zymosan

Die Bestimmung der Anaphylatoxinkonzentration im Serum spiegelte den in vivo
Aktivierungszustand der Komplementkaskade wieder (Abb. 3). Das verbleibende
reaktive Potential des Komplementsystems wurde durch Stimulation der Seren
mit Zymosan quantifiziert. Proben, die nach Stimulation mit einem Stimulans
einen Anstieg der Cb5a-Konzentration von mehr als 10 % gegenluber dem
unstimulierten Wert aufwiesen, wurden als reaktiv bewertet. Eine Stimulation mit
Zymosan erfolgte bei insgesamt 34 Probandenproben (Abb. 4). In allen mit
Zymosan stimulierten Proben wurde ein signifikanter Anstieg der Cba-
Konzentration beobachtet (p<0,0001, Abb. 4). Es wurden keine signifikanten
Unterschiede im Aktivierungspotential zwischen Hauttest-positiven und
-negativen Proben oder zwischen Proben mit unterschiedlicher Anamnese
beobachtet. Diese Ergebnisse verdeutlichten, dass das Komplementsystem in
allen Serumproben voll funktionsfahig und eine weitere Aktivierung in vitro

moglich war.
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Abb. 4: Induktion der Bildung von Anaphylatoxin C5a in Serumproben durch Zymosan.
Die Cba-Konzentrationen in den Serumproben (n=34) ohne und mit Zymosanzusatz wurde
mittels ELISA verglichen. Alle Proben zeigten eine signifikante C5a-Bildung durch Zymosan

(Wilcoxon Matched-Pairs Test); © = Hauttest positiv, ® = Hauttest negativ, schwarze Linie =

Median.

4.4.2 Komplementaktivierung durch PEG

Um die Wirkung von PEG auf die Bildung von Cb5a in Probandenseren zu
untersuchen, wurde ein Experiment durchgefuhrt, bei dem die Cba-
Konzentration vor und nach Zugabe von PEG zu den Serumproben mittels ELISA
gemessen wurde. Unter der Annahme einer hoheren Wahrscheinlichkeit der
Komplementaktivierung bei hdherem Molekulargewicht, wurde dabei PEG mit
einem Molekulargewicht von 6000 verwendet (Abb. 5). Eine signifikante
Erhdhung der C5a-Konzentration (p<0,0001) wurde in allen Serumproben nach
Zugabe von PEG 6000 beobachtet (Abb. 5A). Insgesamt war die Reaktivitat

34



jedoch geringer als nach der Zugabe von Zymosan (Abb. 4). Weitere Analysen
zeigten, dass die Cb5a-Konzentration bei Hauttest-negativen Probanden nach
Stimulation mit PEG 6000 signifikant anstieg (Abb. 5C-F), jedoch nicht bei
Hauttest-positiven Probanden (Abb. 5B).

Es wurden keine signifikanten Unterschiede im Aktivierungspotential zwischen

positiven und negativen Hauttestproben oder zwischen Proben mit
unterschiedlicher Anamnese festgestellt.
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Abb. 5: Induktion der Bildung von Anaphylatoxin C5a in Serumproben durch PEG 6000.

Die Komplementaktivierung durch PEG 6000 in Lésung wurde durch Quantifizierung der C5a-
Konzentrationen im ELISA bestimmt. Die C5a-Konzentrationen in Serumproben, mit und ohne
Zugabe von PEG 6000, wurden verglichen. (A) Alle Proben (n=34), (C) Proben von Probanden
mit negativem Hauttest (n=25), (D) Proben von Probanden mit allergischer Rhinitis/Asthma in der
Anamnese (n=16), (E) Proben von Probanden mit Anaphylaxie in der Anamnese (n=11) und
(F) von NAC (n=7) zeigten einen signifikanten Anstieg der C5a-Konzentration nach Inkubation
mit PEG 6000. Zwischen unstimulierten und mit PEG 6000 stimulierten Proben (B) mit positivem
Hauttest (n=9) konnte kein signifikanter Unterschied in der C5a-Konzentration festgestellt werden

(gepaarter T-Test) 0 = Hauttest positiv, ® = Hauttest negativ, schwarze Linie = Median.
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4.4.3 Komplementaktivierung durch COVID-19 Impfstoffe

Zusatzlich zu den oben beschriebenen Komplementanalysen wurden dieselben
Serumproben auf Veranderungen des C5a-Spiegels im Serum nach Stimulation
mit den COVID-19 Impfstoffen BNT162b2, mRNA-1273, ChAdOx1 und
Ad26.COV2.S untersucht. Von den 34 untersuchten Proben zeigten acht
Probanden (23,5 %) einen Anstieg des Cb5a-Spiegels nach Stimulation mit
mindestens einem der Impfstoffe (Abb. 6). Dieser Anstieg wurde bei einem
gleichen Anteil von Probanden mit positivem (Abb. 6B) oder negativem Hauttest
(Abb. 6C) beobachtet.

Insgesamt zeigten funf (14,7 %) Proben eine Aktivierung durch den BNT162b2-
Impfstoff, vier (11,7 %) durch mRNA-1273, drei (8,8 %) Proben durch den
ChAdOx1-Impfstoff und in insgesamt drei (8,8 %) Proben wurde das
Komplementsystem durch Ad26.COV2.S aktiviert. Wahrend bei acht Proben eine
Impfstoffaktivierung festgestellt wurde, konnte interessanterweise nur bei vier
(11,7 %) dieser Proben eine zusatzliche Aktivierung von mehr als 10 % durch die

Stimulation mit PEG nachgewiesen werden (Abb. 6).
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Abb. 6: Durch COVID-19 Impfstoffe induzierte Komplementaktivierung in einzelnen
Serumproben.

Proben, die einen Anstieg von mindestens 10 % (ELISA-Intraassay-Standardabweichung,
gestrichelte Linien) gegenliber dem C5a Wert der unstimulierten Kontrolle (100 %, schwarze
Linie) aufwiesen, wurden als reaktive Seren gewertet.

(A) Insgesamt wiesen acht (23,5 %) der 34 Proben eine Aktivierung tber dem Schwellenwert von
10 % auf, darunter (B) vier (11,8 %) der Probanden mit positivem Hauttest, (C) vier Probanden
(11,8 %) mit negativem Hauttest, (D) ein Proband (2,9 %) mit Anaphylaxie in der Anamnese und
(E) zwei Probanden (5,9 %) ohne bekannte Allergie (NAC).

Daruber hinaus konnte beim Vergleich der durch die verschiedenen Impfstoffe
stimulierten Cb5a-Spiegel mit dem PEG 6000-Aktivierungspotential keine
Korrelation festgestellt werden (Abb. 7A-D).
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Abb. 7: Zusammenhang der der durch COVID-19 Impfstoffe induzierten C5a-Bildung mit
der aktivierenden Wirkung von PEG 6000 auf das Komplementsystem.

Das Komplement-Aktivierungspotential von BNT162b2-, mRNA-1273-, ChAdOx1- und
Ad26.COV2.S wurde mit dem Aktivierungspotential von PEG 6000 verglichen. Eine signifikante

Korrelation konnte nicht beobachtet werden.

Zusammenfassend zeigte die vorliegende in vitro Studie, dass das
Komplementsystem bei einer kleinen Anzahl von Probanden durch COVID-19
Impfstoffe aktiviert wurde. Diese Aktivierung war jedoch nicht konsistent mit der
Aktivierung durch PEG.

4.5 Korrelation zwischen Hauttests, Basophilen-

Aktivierungstest und Komplementanalyse

Der Mechanismus einer allergischen bzw. hypersensitiven Reaktion gegenuber
den COVID-19 Impfstoffen ist bis heute noch nicht vollstandig geklart. In dieser
Studie konnten wir feststellen, dass eine positive Reaktion im BAT auf Impf- oder
deren Hilfsstoffe nicht gleichbedeutend war mit einer positiven Reaktion des

Komplementsystems und umgekehrt (Tab. 3). Es zeigten sich jedoch einige
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Uberschneidungen zwischen Substanzen, die sowohl im BAT als auch in der
Komplementanalyse positive Reaktionen hervorriefen, und Substanzen, fur die
im Hauttest positive Reaktionen beobachtet wurden.

Proband 1 zeigte eine positive Hauttestreaktion auf PEG und den Impfstoff
BNT162b2, die beide zu einer erhohten Expression von CD63*-Basophilen
fuhrten.

Proband 3 prasentierte ein positives Hauttestergebnis fur PEG und den Impfstoff
ChAdOx1. Beide fuhrten nach Stimulation zu einer positiven Reaktion im BAT.
Fur Proband 4 konnte eine positive Hauttestreaktion auf BNT162b2 und den
MRNA-1273-Impfstoff nachgewiesen werden, wobei der mRNA-1273-Impfstoff
zu einer erhdhten Aktivierung von CD63*-Basophilen im BAT fuhrte.

Proband 7 wies ein positives Hauttestergebnis fur den BNT162b2-Impfstoff und
den ChAdOx1-Impfstoff auf, die beide zu einem Anstieg der nachgewiesenen
Cb5a-Spiegel fuhrten.

Bei Proband 10 stellte sich ein positives Hauttestergebnis fur den BNT162b2-
Impfstoff und den mMRNA-1273-Impfstoff dar, welches mit der
Komplementaktivierung durch die entsprechenden Impfstoffe bereinstimmte.
FUr Proband 11 wurde ein positives Hauttestergebnis fur PEG und Polysorbat
nachgewiesen, wobei PEG zu einer Erhdhung des C5a-Spiegels fuhrte, ebenso
wie der Polysorbat-haltige Impfstoff ChAdOx1.

Bei Proband 13 wurde eine positive IDT-Reaktion fir BNT162b2 und mRNA-
1273 beobachtet, was mit einer Aktivierung des Komplementsystems nach

Stimulation beider Impfstoffe korrespondierte.

Insgesamt wurde bei drei Probanden eine Ubereinstimmung zwischen positiver
Hauttestreaktion und positivem BAT festgestellt, was auf einen méglichen IgE-
vermittelten Mechanismus bei der Auslosung von
Uberempfindlichkeitsreaktionen gegeniiber der COVID-19 Impfung hinweisen
kénnte. Eine Anzahl von vier Proben zeigte jedoch eine Ubereinstimmung
zwischen der Hauttestreaktion und einer Komplementaktivierung, was die
Hypothese eines ausschliellich IgE-vermittelten Immunmechanismus nicht

unterstutzt.
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Tab. 3: Probanden mit positivem Hauttest sowie positivem Basophilen-Aktivierungstest

(BAT) und/oder Komplementtest

Proband Hauttest BAT Komplement Trigger
1 PEG PEG -
Polysorbat
BNT162b2 BNT162b2
ChAdOx1
Ad26.COV2.S
3 PEG PEG -
BNT162b2
ChAdOx1 ChAdOx1
4 BNT162b2 -
mRNA-1273 mRNA-1273
14 BNT162b2 -
ChAdOx1
7 BNT162b2 - BNT162b2
ChAdOx1 ChAdOx1
Ad26.COV2.S
10 Polysorbat -
BNT162b2 BNT162b2
mRNA-1273 mRNA-1273
Ad26.COV2.S
11 PEG - PEG
Polysorbat ChAdOx1
13 PEG -
BNT162b2 BNT162b2
mRNA-1273 mRNA-1273
Ad26.COV2.S
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5 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, inwieweit Probanden mit bekannten
Allergien ein erhohtes Risiko fur eine IgE- und/oder Komplement-vermittelte
Hypersensitivitat gegentber PEG/Polysorbat-haltigen Impfstoffen aufweisen.
Dabei kénnen sowohl humorale, zellulare als auch vom Komplementsystem
abhangige Mechanismen eine Rolle spielen. Es konnte gezeigt werden, dass
COVID-19 Impfstoffe und deren Hilfsstoffe sowohl die Aktivierung basophiler
Granulozyten als auch die Komplementaktivierung in einigen Blutproben von
Probanden mit bekannten Allergien oder Anaphylaxien stimulieren kénnen. Eine
Komplementaktivierung wurde jedoch auch bei Probanden der Kontrollgruppe
beobachtet. Eine Verallgemeinerung dieser Einzelbeobachtungen war daher
nicht moglich. Bei der Mehrzahl der untersuchten Probanden wirkten die
COVID-19 Impfstoffe nicht als Immunogene flur Basophile oder das
Komplementsystem, unabhangig von einer moglichen Allergie/Anaphylaxie in

der Vorgeschichte.

5.1 IgE-vermittelter Mechanismus maoglicher allergischer
Reaktionen auf PEG und die COVID-19 Impfstoffe

In  der Literatur wurden Dbereits eine Reihe von IgE-vermittelten
Uberempfindlichkeitsreaktionen gegeniiber PEG beschrieben (Stone et al.,
2019a, Zhou et al., 2021). Eines der Ziele dieser Studie bestand folglich darin,
einen moglichen IgE-vermittelten Mechanismus fur das Auftreten von
unerwlinschten Ereignissen nach einer COVID-19 Impfung eingehender zu
untersuchen. Zu diesem Zweck wurden sowohl Hauttests als auch BATs mit den

Impfstoffen sowie den Impfstoffhilfsstoffen durchgeflhrt.

5.1.1 Hauttestergebnisse

In der vorliegenden Studie wurde bei insgesamt funfzehn Patienten (22,4 %) ein
positives Ergebnis im Hauttest (SPT oder IDT) nachgewiesen. Bei den

Impfstoffhilfsstoffen konnten positive SPT-Ergebnisse nur fur PEG mit dem
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hdchsten eingesetzten Molekulargewicht (PEG 6000) beobachtet werden, was
der Hypothese einer Zunahme des allergischen Potentials mit steigendem PEG-
Molekulargewicht entspricht (Sellaturay et al., 2021). Diese Hypothese konnte
jedoch fur den IDT nicht bestatigt werden, da auch fur PEG mit einem niedrigeren
Molekulargewicht von 2000 positive Reaktion auftraten. Allerdings konnten diese
Beobachtungen auch auf die héhere Sensitivitat des IDT hinweisen (Risma,
2021). Dies konnte auch die héhere Anzahl positiver Testergebnisse im IDT im
Vergleich zum SPT fur die verschiedenen Impfstoffe erklaren. Es gilt jedoch auch
zu beachten, dass beim IDT vermehrt unspezifische Hautreizungen auftreten
konnen, die falschlicherweise als positive Ergebnisse interpretiert werden
konnen. Daher wurde in dieser Studie versucht, unspezifische, irritative
Hautreaktionen zu vermeiden, indem eine Verdinnung von mindestens 1:100 far

die Impfstoffe im IDT verwendet wurde (Kelso et al., 2012).

5.1.2 BAT Ergebnisse

In unserer Studie zeigte die Uberwiegende Mehrheit der Proben nicht mehr als
5 % CD63*-Basophile nach Stimulation mit einem der untersuchten COVID-19
Impfstoffe oder Hilfsstoffe. Nur bei vier Probanden konnte eine erhéhte Anzahl
von CD63*-Basophilen nachgewiesen werden. Der Anteil der ermittelten CD63*
Basophilen lag dabei Uberwiegend zwischen 5 und 30 %. Lediglich eine Probe
(P3) wies nach der Stimulation mit BNT162b2 deutlich hohere Anteile an CD63*
Basophilen (52-67 %) auf. Die relativ gro3e Spanne in der Anzahl der CD63"
Basophilen nach Stimulation mit verschiedenen Substanzen im BAT korreliert
dabei mit der bestehenden Literatur, die eine Variation in der Anzahl der CD63*
Basophilen in den durchgefuhrten BATs beschreibt (Brockow et al., 2022, Warren
et al., 2021, Jiang et al., 2021). Dies erschwert die Interpretation der
Testergebnisse. Ein negatives Testergebnis wird jedoch bei der Mehrzahl der
bestehenden Berichte mit einer CD63* Basophilenzahl von <5 % angegeben, so
dass auch die in der vorliegenden Studie untersuchten Proben mit einer Anzahl
von CD63* Basophilen <5 % als negativ interpretiert werden kdnnen (Eberlein et
al., 2022). Die Toleranz gegenuber einer COVID-19 Impfung bei Probanden, die
im BAT als negativ eingestuft wurden, konnte in diesem Zusammenhang bereits

gezeigt werden (Labella et al., 2022).
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Insgesamt wurden in der vorliegenden Studie positive BAT Ergebnisse durch die
Stimulation mit den Impfstoffhilfsstoffen PEG 2000 und PEG DMG 2000
beobachtet. Dabei stimmten die in unserer Studie verwendeten Konzentrationen
fir PEG und PEG DMG mit den in fruheren Studien verwendeten
Konzentrationen Uberein. Fur Polysorbat wurde keine Basophilen Aktivierung
beobachtet. Dies spiegelt die bestehende Literatur wider, in welcher bisher keine
positiven BAT Reaktionen nach Stimulation mit Polysorbat beschrieben wurden
(Eberlein et al., 2022).

Bezuglich der Impfstoffe zeigten sich in der vorliegenden Studie positive BAT
Ergebnisse nach Stimulation mit beiden mRNA Impsfoffen sowie dem ChAdOx1
Impfstoff. In der Literatur wird von héheren Basophilen Aktivierungen sowie
haufigeren positiven Ergebnisse nach Stimualtion mit den mRNA Impfstoffen im
Vergleich zu anderen PEG Komponenten berichtet (Eberlein et al., 2022). Diese
Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen unserer Studie Uberein, in welcher
die hochste Anzahl an CD63* Basophilen nach Stimulation mit dem mRNA-

Impfstoff BNT162b2 nachgewiesen wurde.

5.1.3 Mogliche IgE-vermittele Hypersensitivitat gegeniiber PEG und den
COVID-19 Impfstoffen

Wenande et al. stellten einen mdglichen IgE-vermittelten Mechanismus zur
Erklarung von PEG-Hypersensitivitatsreaktionen vor. Sie berichteten Uber eine
Probandin mit Symptomen einer Anaphylaxie gegenuber PEG haltigen
Arzneimitteln. Die passive  Sensibilisierung von IgE  gestrippten
Spenderbasophilen und die anschlieRende Provokation mit PEG 6000 und PEG
3350 fuhrten zu einer erhohten Histaminfreisetzung. Bei Serum, welches vor den
passiven Histaminfreisetzungstests mit Omalizumab (lgE-blockierender
Antikorper) inkubiert wurde, konnte die PEG-vermittelte Histaminfreisetzung
unterdrickt werden (Wenande et al., 2013).

DarlUber hinaus beschrieben Restivo et al. eine signifikante Aktivierung von
Basophilen unter Verwendung von CD203c als Oberflachenaktivitatsmarker fur
verschiedene Konzentrationen von PEG 4000 in einer EDTA-Vollblutprobe eines
Probanden. Dieser Proband wies klinische Anzeichen einer mdglichen

allergischen Reaktion nach der ersten Verabreichung des BNT162b2 Impfstoffs
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auf. Ein zusatzlicher Hauttest konnte bei besagtem Probanden leider nicht
durchgefuhrt werden, da der Proband an einer Urticaria factitia litt (Restivo et al.,
2021). Es qilt jedoch zu beachten, dass in den Studien von Wenande et al. und
Restivo et al. weder PEG mit einem MW von 2000, wie in den mRNA-Impfstoffen
verwendet, noch einzelne COVID Impfstoffe oder PEGylierte LPN untersucht
wurden. Die Bedeutung der Ergebnisse in Bezug auf Reaktionen gegenuber
COVID-19 Impfstoffen kann daher hinterfragt werden.

Zhou et al. gelang der Nachweis von Anti-PEG IgE Antikdrpern in sechs
Probandenproben, die alle anamnestisch Uber eine PEG assoziierte Anaphylaxie
berichteten, wahrend in den Kontrollproben keine Anti-PEG IgE Antikorper
nachgewiesen werden konnten (Zhou et al., 2021). Diese Beobachtungen
konnten eine klassische IgE vermittelte Hypersensitivitdt gegentuber PEG
erklaren.

Troelnikov et al. berichteten Uber eine dosisabhangige Zunahme der aktivierten
CD63* Basophilen nach Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen des
BNT162b2 Impfstoffes bei drei Probanden mit klinischen Anzeichen einer
moglichen PEG-Allergie in der Anamnese. Alle drei Patienten zeigten positive
Hauttestergebnisse fur BNT162b2. Diese Beobachtungen konnten auf eine IgE-
Quervernetzung auf der Oberflache von Basophilen nach Stimulation mit
PEGylierten LNP hindeuten. Interessanterweise zeigte der Hauttest bei zwei der
drei Probanden kein positives Ergebnis fur PEG selbst. Zusatzlich konnte im BAT
keine erhdhte Anzahl CD63* Basophiler nach Stimulation mit PEG als
Reinsubstanz beobachtet werden. Ein BAT mit PEGyliertem liposomalem
Doxorubicin, das PEGylierte LPN ahnlich dem BNT162b2 Impfstoff enthalt,
zeigte dagegen bei allen drei Probanden aktivierte CD63" Basophile. Diese
Ergebnisse kdonnten auf die unterschiedliche Konformation bzw. Anordnung von
PEG auf der Oberflache von LPN zuruckzufuhren sein. Dies kdnnte im Vergleich
zu PEG als Reinsubstanz die IgE-Quervernetzung auf der Oberflache von
Basophilen verstarken und somit zu einer vermehrten Aktivierung der Basophilen

im Vergleich zur Reinsubstanz fuhren (Troelnikov et al., 2021).
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5.1.4 Bedeutung der in vitro- und Hauttestdiagnostik von COVID-19

Impfstoffen sowie den Impfstoffhilfsstoffen

Insgesamt stimmten die in der vorliegenden Studie im BAT beobachteten
Ergebnisse Uberwiegend nicht mit den durchgefuhrten Hauttests Uberein und
Auffalligkeiten in den Hauttests konnten nur in Einzelfallen durch den BAT
bestatigt werden. Diese Beobachtungen stellen die Gultigkeit und klinische
Bedeutung der positiven Hauttestergebnisse in Frage.

Wolfson et al. beschrieben symptomfreie Auffrischimpfungen bei Patienten, die
nach der ersten Dosis eines COVID-19 Impfstoffs Uber unerwiinschte Reaktionen
und Symptome einer Uberempfindlichkeitsreaktion berichteten. Dieselbe
Arbeitsgruppe zeigte zudem, dass eine zweite Impfdosis ohne Anzeichen einer
Uberempfindlichkeitsreaktion verabreicht werden konnte, unabhangig vom
Ergebnis des Hauttests, aber auch bei Patienten mit positivem Hauttest auf die
Impfstoffhilfsstoffe. Interessanterweise wurde berichtet, dass bei einigen
wenigen Patienten nach der zweiten Dosis Symptome einer allergischen
Reaktion wie Juckreiz, Schwellung und Rétungen bis hin zu Luftnot auftraten,
obwohl der Hauttest zuvor negativ ausgefallen war (Wolfson et al., 2021).
Daruber hinaus wurde in einigen weiteren Berichten eine sichere Impfung bei
Patienten mit bekannter PEG-Allergie dargestellt, bei welchen trotz positiver
Hauttestergebnisse unerwinschte Ereignisse nach Verabreichung der Impfung
ausblieben (Li et al., 2022, Faihs et al., 2022). Die Validitat von Hauttests, die mit
COVID-19 Impfstoffzusatzstoffen und/oder den Impfstoffen selbst durchgefihrt
werden, ist fur die Erkennung einer potentiellen Anaphylaxie somit aktuell noch

nicht abschliel3end geklart

Andererseits ist die Bedeutung positiver Ergebnisse diagnostischer in vitro oder
ex vivo Methoden wie dem BAT unter Verwendung von PEG, strukturell
verwandten Verbindungen und den COVID-19 Impfstoffen bisher unklar.

So berichteten Labella et al. Gber positive BAT Reaktionen bei Probanden, die
alle eine frihere COVID-19 Infektion aufwiesen, jedoch der Kontrollgruppe
angehorten. Eine mogliche Beeinflussung der BAT Ergebnisse durch eine
frihere COVID-19 Infektion kdnnte daher moglich sein. Im Gegensatz dazu

zeigte nur ein kleiner Teil (11,7 %) der Probanden, die Uber Symptomen einer
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mdglichen allergischen Reaktion nach der COVID-19 Impfung berichteten, ein
positives Ergebnis im durchgefiihrten BAT. Interessanterweise konnten Labella
et al. zeigen, dass der COVID-19 Impfstatus keinen Einfluss auf die Reaktivitat
der Basophilen im BAT hatte. (Labella et al., 2022). Eine bereits durchgemachte
COVID-19 Infektion wurde in unserer Studie nicht erfasst. Die Ergebnisse in
Bezug auf den Impfstatus korrelieren allerdings mit unseren Beobachtungen bei
Probanden, die zum Zeitpunkt der Untersuchung ein positives BAT Ergebnis
aufwiesen und alle ungeimpft waren. Ein Einfluss der Impfung auf eine erhdhte
Anzahl aktivierter Basophiler im BAT erscheint daher unwahrscheinlich.

Eine weitere Moglichkeit der Aktivierung von Oberflachenmolekilen auf
Basophilen besteht durch die Eigenschaft der PEGgylierten Molekille als
Lésungsvermittler beim Ubertritt der Partikel in das Zytosol. Eine unspezifische
Erkennung und Hochregulation von Oberflachenmolekilen und damit ein
auffalliges BAT Ergebnis ware folglich denkbar (Eberlein et al., 2022, Yang et al.,
2021)

Hennighausen et al. beschrieben weiterhin eine Probandin, die sowohl einen
positiven Hauttest als auch eine positive in vitro-Diagnostik (BAT) fur
Impfstoffzusatzstoffe und COVID-19 Impfstoffe aufwies. Trotz der positiven
Testergebnisse konnte eine Impfung mit dem Ad26.COV2.S Impfstoff

durchgefuhrt werden, die gut vertragen wurde (Hennighausen et al., 2022).

Obwohl ein IgE-abhangiger Mechanismus die Ursache fur den in vitro
beobachteten Anstieg der CD63* Basophilen in unseren Probandenproben nach
Stimulation mit den Impfstoffhilfsstoffen oder den Impfstoffen selbst sein konnte,
bleibt die in vivo Bioverfugbarkeit von PEGylierten Nanopartikeln in Impfstoffen
fur basophile Granulozyten und Mastzellen nach der Impfung unklar (Picard et
al.,, 2022a). Dies konnte die Impfung ohne das Auftreten von
Uberempfindlichkeitsreaktionen bei Patienten mit bekannter PEG-Allergie
erklaren (Li et al., 2022). Weiterhin sind IgE-vermittelte allergische Reaktionen in
der Regel durch reproduzierbare allergische Ereignisse gekennzeichnet. Dies
steht nicht im Einklang mit Berichten Gber Patienten, bei denen nach der ersten
Dosis Uberempfindlichkeitsreaktionen auftraten, die zweite Dosis des COVID-19

Impfstoffs jedoch toleriert wurde (Krantz et al., 2021).
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Unsere Ergebnisse unterstitzen daher die derzeitige Einschatzung, dass eine
Impfung trotz des Auftretens von Symptomen einer mdglichen allergischen
Reaktion nach der ersten Impfdosis moglich ist. Auch bei Patienten mit bekannter
oder bestatigter PEG Allergie kann eine Impfung erwogen werden. Generell ist
es dabei wichtig, die Befunde aus Anamnese, Hauttestergebnissen und weiterer
allergologischer Diagnostik wie z.B. dem BAT in ihrer Gesamtheit zu betrachten
und unter Berucksichtigung dieser Aspekte Nutzen und mdgliche Risiken einer
Impfung gegeneinander abzuwagen (Picard et al., 2022b, Brockow et al., 2022).
Bei entsprechenden Risikokonstellationen kann eine Impfung auch unter
erhdohten VorsichtsmalRnahmen und/oder in fraktionierten Dosen durchgefuhrt

werden (Hennighausen et al., 2022).

5.2 CARPA als mogliche Ursache allergischer Reaktionen auf
PEG und COVID-19 Impfstoffe

5.2.1 Bedeutung allergischer Reaktionen in der Anamnese

Ein weiteres Ziel unserer Studie bestand darin, herauszufinden, ob eine
Komplementaktivierung durch COVID-19 Impfstoffe oder deren Hilfsstoffe
moglich ist und inwiefern Patienten mit allergischen Reaktionen in der Anamnese
eine erhdhte Wahrscheinlichkeit fir eine Komplementaktivierung nach Exposition
mit COVID-19 Impfstoffen oder damit in Verbindung stehenden Hilfsstoffen
aufweisen. In mehreren Berichten wurde das Auftreten einer Anaphylaxie nach
der COVID-19 Impfung insbesondere bei Personen mit allergischen Reaktionen
in der Anamnese beschrieben (CDC COVID-19 Response Team and Food and
Drug Administration, 2021, Blumenthal et al., 2021, Moghimi, 2021). In unserer
Studie konnte jedoch keine Reaktivitat des Komplementsystems nach in vitro
Stimulation mit den verschiedenen COVID-19 Impfstoffen bei Probanden mit
allergischer Rhinitis und/oder Asthma in der Anamnese beobachtet werden.
Lediglich ein Proband (P49) mit einer Anaphylaxie in der Anamnese prasentierte
einen Anstieg der C5a-Spiegel Uber die definierte normale Standardabweichung

hinaus. Die Bedeutung dieser Beobachtung bleibt jedoch unklar, da zwei
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Probanden (P56 und P61) ohne bekannte Allergie ebenfalls einen Anstieg der

Cb5a-Spiegel nach in vitro Stimulation mit den Impfstoffen zeigten.

5.2.2 Komplementaktivierung durch PEG und die COVID-19 Impfstoffe

Insgesamt wiesen acht der Proben (11,9 %) in dieser Studie erhdhte C5a-Werte
nach Stimulation mit den verschiedenen COVID-19 Impfstoffen auf. Die meisten
dieser erhohten C5a-Werte wurden nach Stimulation mit den PEG-haltigen
MRNA-Impfstoffen BNT162b2 (62,5 %) und mRNA-1273 (50 %) beobachtet. Die
Halfte der Proben stammte von Probanden mit positiven Hauttestergebnissen,
bei welchen eine Ubereinstimmung zwischen den Hauttestergebnissen und den
Wirkstoffen, die einen Anstieg der C5a-Werte verursachten, auffiel. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass COVID-19 Impfstoffe das
Komplementsystem uber CARPA aktivieren konnten, was wiederum eine

Ursache fur allergische Nebenwirkungen nach einer Impfung darstellen kdnnte.

Das Potential PEGylierter Nanopartikel zur Aktivierung des Komplementsystems
wurde bereits in mehreren Studien beschrieben (Mohamed et al., 2019, Chanan-
Khan et al.,, 2003, Moghimi et al., 2010). Ubereinstimmend mit diesen
Ergebnissen zeigten die meisten Serumproben in der vorliegenden Studie einen
Anstieg der Anaphylatoxin-C5a-Spiegel nach PEG-Stimulation, was auf eine in
vitro Aktivierung des Komplementsystems hindeutet. Diese Ergebnisse fuhrten
zu der Hypothese, dass PEG-haltige Impfstoffe oder Impfstoffe, die das
strukturell verwandte Polysorbat enthalten, beim Menschen zu CARPA-
bedingten unerwiinschten Ereignissen nach der Impfung fihren kénnten.

Lim et al. berichteten Uber drei Falle von Patienten mit Symptomen einer
Anaphylaxie nach Verabreichung des Impfstoffs BNT162b2. Bei keinem dieser
Patienten wurden erhdhte Tryptasewerte oder IgE-Antikdrper gegen den
BNT162b2-Impfstoff nachgewiesen, was auf einen mdglichen Mechanismus
unabhangig von Mastzellen und einer Typ-I-Hypersensitivitdtsreaktion hindeuten
konnte. Allerdings prasentierten alle drei Patienten erhdhte C3a-Werte, was auf
eine CARPA als mdgliche Immunreaktion hinweist (Lim et al., 2021). Im
Gegensatz dazu konnten wir bei Patienten mit positiver Reaktion im Hauttest

keine hoheren Cbha-Werte detektieren als bei Patienten ohne Reaktion im
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Hauttest. Interessanterweise wiesen zwei Patienten der Studie von Lim et al.
hohe IgG-Spiegel sowohl gegenuber PEG als auch gegeniber dem BNT162b2
Impfstoff auf. Eine IgG-vermittelte Komplementaktivierung kénnte in diesen
Fallen einen moglichen Erklarungsansatz zur Auslosung einer CARPA darstellen
(Lim et al., 2021).

Weiterhin berichteten Warren et al. Uber elf Falle einer Anaphylaxie nach
Verabreichung der ersten Dosis eines mRNA-Impfstoffs. Im Gegensatz zu einer
IgE vermittelten Reaktion bedarf es bei einer CARPA Kkeiner vorherigen
Sensibilisierung. Daher ware eine Reaktion nach Verabreichung der ersten
Impfdosis ohne vorherigen Allergenkontakt erklarbar. Fur keinen dieser
Patienten wurde eine positive Hautreaktion gegentber PEG oder nachweisbare
anti-PEG IgE Antikdrper beobachtet. Im BAT reagierten jedoch 91% der
Patienten positiv auf PEG sowie alle Patienten positiv auf den verabreichten
Impfstoff. Zusatzlich konnten Warren et al. hohe Konzentrationen von anti-PEG
IgG im Serum der Patienten nachweisen und suggerierten eine durch IgG-
Antikorper induzierte CARPA als Ausldser der allergischen Reaktionen nach der
Impfung (Warren et al., 2021). In der vorliegenden Studie wurde kein IgG gegen
PEG oder die Impfstoffe selbst analysiert, es konnte jedoch keine Korrelation
zwischen der Komplementaktivierung und den BAT-Ergebnissen fur die
Triggermolekule PEG, Polysorbat und die Impfstoffe festgestellt werden. Diese
Erkenntnisse stehen im Gegensatz zu den von Warren et al. berichteten

Ergebnissen.

Von den Proben, die eine Komplementaktivierung durch die Impfstoffe
aufwiesen, zeigte nur die Halfte eine konsistente Aktivierung durch PEG. Diese
Ergebnisse widersprechen der Hypothese, dass PEG die einzige Ursache flr
eine unerwunschte Komplementaktivierung durch COVID-19 Impfstoffe ist
(Garvey and Nasser, 2021). Andere Impfstoffkomponenten, die bisher nicht als
mdgliche Ausléser von Immunreaktionen in Betracht gezogen wurden, sollten
ebenso bedacht und genauer untersucht werden (Radice et al., 2021, Cabanillas
and Novak, 2021).
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5.3 Weibliches Geschlecht

Von den 67 Personen, bei denen ein Hauttest durchgefuhrt wurde, war die
uberwiegende Mehrheit weiblich (81 %). Darlber hinaus waren alle Patienten mit
positivem Hauttest von weiblichem Geschlecht, was darauf hindeuten kdnnte,
dass Frauen ein hoheres Risiko haben, nach der Verabreichung des COVID-19
Impfstoffs eine Uberempfindlichkeitsreaktion zu entwickeln. Diese Beobachtung
steht im Einklang mit Berichten Uber einen héheren Anteil weiblicher Patienten
mit anaphylaktischer Reaktion auf COVID-19 Impfstoffe (Shimabukuro and Nair,
2021, CDC COVID-19 Response Team and Food and Drug Administration,
2021). Eine mdgliche Erklarung hierfur kdnnte die vermehrte Verwendung von
PEG-haltigen Haushaltsprodukten und Kosmetika durch Frauen sein. Diese
konnten zur Entwicklung von anti-PEG IgE-Antikdrpern und damit zu einer
allergische Reaktion auf PEG und PEG-haltige Impfstoffe fihren (Freire Haddad
et al., 2022). Berichte Uber das Vorhandensein von anti-PEG Antikdrpern bei bis
zu 72 % der gesunden Allgemeinbevolkerung lassen jedoch Zweifel an dieser
Hypothese aufkommen, vor allem in Anbetracht der Tatsache, dass inzwischen

weltweit Millionen von Menschen sicher geimpft wurden (Hong et al., 2020).

Risma et al. diskutierten eine weitere mdgliche Erklarung fur die Beobachtung
eines hoheren Anteils von Frauen mit unerwinschten Ereignissen nach der
Impfung mit den COVID-19 Impfstoffen. Dabei wurde die Rolle von
Sexualhormonen beim Mechanismus von Allergien und Anaphylaxien in Betracht
gezogen (Risma et al., 2021). Ostrogen kann eine Tu2-Reaktion verstarken,
wahrend fur Testosteron und Progesteron bekannt ist, dass diese eine Th2-
Reaktion abschwachen koénnen (Trigunaite et al., 2015, Fan et al., 2019).
Daruber hinaus konnte gezeigt werden, wie Sexualhormone die Degranulation
von Mastzellen beeinflussen konnen. Mastzellen exprimieren
Ostrogenrezeptoren, wobei Ostradiol die Sekretion steigern kann, wahrend
Progesteron diese inhibieren kann (Vasiadi et al., 2006, Fan et al., 2019). Im
Tierversuch konnte zudem beobachtet werden, wie Ostrogen den Schweregrad

einer Anaphylaxie erhdhen kann (Hox et al., 2015).
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Die Rolle des weiblichen Geschlechts bei Uberempfindlichkeitsreaktionen auf
COVID-19 Impfstoffe sowie bei allergischen Reaktionen im Allgemeinen stellt
somit einen wichtigen, bis heute noch nicht vollstdndig verstandenen
Einflussfaktor dar, welcher auch beim zuklnftigen Einsatz von COVID-19

Impfstoffen bertcksichtigt werden sollte.

5.4 Limitationen

Unsere Ergebnisse unterliegen einigen Einschrankungen. Erstens wurde die
Allergieanamnese von den Patienten selbst angegeben, was zu Verzerrungen
durch individuelle Interpretationen fliihren kann.

Zweitens war die Anzahl der in die Studie eingeschlossenen Patienten,
insbesondere die Anzahl der Patienten, die auf Komplementaktivierung getestet
wurden, gering.

Weiterhin wurden keine Daten zur Vertraglichkeit der COVID-19 Impfstoffe im
Anschluss an die durchgeflhrte Studie erhoben, so dass keine vollstandige
Aussage zur in vivo Vertraglichkeit der COVID-19 Impfstoffe getroffen werden
kann.

Eine weitere Einschrankung bestand in der Lagerung der Serumproben fur die
Komplementanalyse. Normalerweise werden Serumproben bei -80 °C gelagert,
um eine vorzeitige Komplementaktivierung wahrend der Lagerung zu verhindern
und genaue Messungen zu gewahrleisten. Unsere Proben wurden bei -30 °C
gelagert. Eine signifikante Korrelation zwischen der Lagerungszeit und der
gemessenen Anaphylatoxinkonzentration konnte jedoch ausgeschlossen

werden.

5.5 Schlussfolgerung

Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Studie darauf hin, dass ein
Zusammenhang zwischen einer Sensibilisierung gegenuber PEG und

allergischen Reaktionen auf COVID-19-Impfstoffe und deren Hilfsstoffe bestehen
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konnte. In der vorliegenden Studie wurden mogliche immunologische
Signalwege identifiziert, die daran beteiligt sein konnten.

Insgesamt wurden funfzehn Patienten mit positivem Hauttest untersucht. Bei
einem Viertel dieser Patienten korrelierte die Reaktion mit einer Aktivierung von
Basophilen im BAT, was auf einen IgE-abhangigen Mechanismus fir das
Auftreten allergischer Reaktionen hindeutet. Bei einem weiteren Viertel der
Patienten konnte eine Aktivierung des Komplementsystems durch COVID-19
Impfstoffe/Additive nachgewiesen werden, was auf eine CARPA als
immunreaktiven Signalweg hindeutet.

Angesichts des Gesamtnutzens der COVID-19 Impfung kann jedoch die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Vorteile der Impfung das Risiko
einer unerwiinschten Uberempfindlichkeitsreaktion bei Weitem (iberwiegen. Dies
gilt insbesondere fur Personen mit allergischen Reaktionen oder Anaphylaxien in
der Anamnese, die nicht mit PEG selbst oder PEG-haltigen Produkten in
Zusammenhang stehen. Zurlckhaltung bei der Impfung dieser Personen sollte
vermieden werden. Angesichts der anhaltenden Bedrohung durch
wiederkehrende Pandemien und tddliche Virusinfektionen stellen mRNA-
Impfstoffe, die in PEGylierte LNP eingekapselt sind, eine wichtige Ressource zur
Bewaltigung zuklnftiger globaler Gesundheitsprobleme dar. Weitere
Forschungsarbeiten sind jedoch notwendig, um die Mechanismen einer
Hypersensibilitat vollstandig zu verstehen und Strategien zur Pravention und
Behandlung allergischer Reaktionen auf COVID-19 und andere kinftige

Impfstoffe zu ermitteln.
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