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1 Einleitung

Seit 2020 verbreitet sich das Severe acute respiratory syndrome coronavirus type
2 (SARS-CoV-2) weltweit und verursachte eine Pandemie, die Vviele
Menschenleben forderte (Adil et al. 2021). Praventionsmallhahmen wie
Quarantane-Empfehlungen wurden als geeignete Mittel gegen die Ausbreitung
des Virus eingesetzt (Auranen et al. 2023; Girum et al. 2020), zeigten jedoch
auch einen grolen Einfluss auf die psychische Gesundheit vieler Menschen
(Bonati et al. 2022) und verhinderten den Zugang zu wichtigen unterstitzenden
Strukturen des Alltags (Chu et al. 2020). Zudem beeintrachtigen
Folgeerkrankungen nach einer Infektion mit SARS-CoV-2 das Leben vieler

Menschen nachhaltig (Kim et al. 2023; Sanchez-Ramirez et al. 2021).

In kurzer Zeit konnte bereits viel Wissen darliber gesammelt werden, auf welche
Art und Weise unser Korper SARS-CoV-2 bekampft. Es wurde gezeigt, dass eine
gut koordinierte Immunantwort durch T-Zellen und neutralisierende Antikorper
wesentlich zur Bekdmpfung einer Infektion mit SARS-CoV-2 beitragen (Sette und
Crotty 2021). Dabei kommt der T-Zell-immunitat eine zentrale Rolle zu (Moss
2022).

Wahrend Kinder und Jugendliche sich zu Beginn der Pandemie 2020 eher selten
infizierten (Shen et al. 2020) und haufig milde oder asymptomatische Verlaufe
zeigten (Liguoro et al. 2020), kam es bei Erwachsenen mit zunehmenden Alter
haufiger zur Hospitalisierung und zu einem tdédlichen Krankheitsverlauf
(Felsenstein und Hedrich 2020). Bekannterweise geht die physiologische
Alterung mit einer Abnahme der Funktionalitdt des Immunsystems einher, was
zu einer erhohten Infektanfalligkeit fuhrt (Valiathan et al. 2016). Auch Kleinkinder
infizieren sich haufiger mit saisonalen Virusinfektionen als Erwachsene
(Heikkinen und Jarvinen 2003). Dennoch scheinen Kinder und Jugendliche
weniger suszeptibel fir SARS-CoV-2 zu sein (Viner et al. 2021). Eine mogliche
Erklarung kdonnte der Schutz gegenulber einer Infektion mit SARS-CoV-2 nach
einer kurzlich stattgehabten Infektion mit anderen saisonalen Coronaviren bieten
(Loyal et al. 2021).



Seit der raschen Ausbreitung der neuen SARS-CoV-2-Omikron-Variante (Araf et
al. 2022) ist auch die jingere Bevolkerung vermehrt von Infektionen betroffen
(Gupta et al. 2023). Die Hospitalisierungsraten und die klinischen
Manifestationen scheinen vergleichbar mit Erwachsenen zu sein (Khemiri et al.
2022). Die Unterschiede in der kindlichen und adulten Immunantwort sind aus
mehreren  Grinden von wesentlichem medizinisch-wissenschaftlichem

Interesse:

) Durch niedrige Impfraten sind Kinder und Jugendliche besonders
durch eine Infektion innerhalb der Familie oder Bildungs-/
Betreuungseinrichtung und deren mogliche Komplikationen und
Langzeitfolgen gefahrdet (Nathanielsz et al. 2023; European Centre for
Disease Prevention and Control 2024).

) Als Virusinfektion wird SARS-CoV-2 vor allem symptomatisch
behandelt, wahrend eine kausale Therapie nur eingeschrankt moglich
ist (DGIIN, DIVI, DGP, DGI, AWMEF-Leitlinie 2025). Deswegen spielen
PraventionsmalRnahmen eine besonders wichtige Rolle zum Schutz
vor der Erkrankung. Das Verstandnis unterschiedlicher
Funktionsweisen der Immunantwort ist wichtig, um
Praventionsmalnahmen altersgerecht durchfihren zu kénnen.

) Das immunologische Gedachtnis kann potentiell einen Schutz
gegenuber einer SARS-CoV-2-Infektion vermitteln (Coulon et al. 2024)
und ist bei Kindern und Erwachsenen unterschiedlich ausgepragt
(Lam et al. 2024). Es ist wichtig, diese unterschiedlichen
Auspragungen des immunologischen Gedachtnisses zu erforschen
und zu verstehen, um das Infektionsgeschehen besser einschatzen

und vorhersagen zu kdnnen.

Diese Studie soll dazu dienen, Unterschiede in der zellularen und humoralen
Immunantwort auf SARS-CoV-2 und andere saisonale Coronaviren zwischen
Kindern, Jugendlichen und Erwachsenen zu erforschen. Die Ergebnisse
konnten dazu beitragen, die erfolgten Quarantane- und Schutzmalinhahmen

gegen SARS-CoV-2 zu bewerten und wissenschaftlich fundierte



Empfehlungen zu Praventionsmalnahmen wie beispielsweise Impfungen

auch im Hinblick auf mdgliche zuklnftige Pandemien durchzufihren.

1.1 Severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2 (SARS-CoV-2)
SARS-CoV-2 ist ein membranumhdulites RNA-Virus, das die Fahigkeit besitzt,
Virionen mit Oberflachenproteinen, sogenannten Spike-Proteinen, zu bilden
(Laue et al. 2021). Es gehort zur Familie der Coronaviren. Insgesamt sind sieben

Spezies der humanpathogenen Coronaviren (HCoV) bekannt. Sie werden in

- Alpha-HCoV (HCoV-229E, HCoV-NL63) und
- Beta-HCoV  (HCoV-HKU1, HCoV-OC43, SARS-CoV, MERS-CoV,
SARS-CoV-2)

unterteilt (Kesheh et al. 2022). Weltweit zirkulieren vier dieser Spezies
endemisch (HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-HKU1 und HCoV-0OC43) und
verursachen vor allem milde Erkaltungskrankheiten, sind aber auch in der Lage
im frihen Kindesalter und bei alten und immunsupprimierten Menschen schwere

Pneumonien zu verursachen (Fehr und Perlman 2015).

Coronaviren besitzen die Fahigkeit zur homologen Rekombination und kénnen
auf andere Wirtspezies Uberspringen (Graham und Baric 2010). So konnten
SARS-CoV, MERS-CoV und SARS-CoV-2 auch Menschen infizieren und
teilweise schwere Atemwegserkrankungen mit letalem Verlauf verursachen (Cui
et al. 2019; Zhou et al. 2020).

Das Genom der Coronaviren kodiert fur die vier Strukturproteine Spike (S),
Envelope (E), Membrane (M) und Nucleocapsid (N), aber auch fir nicht-
strukturelle Proteine, die fiur die RNA-Replikation zustandig sind, sowie flr
akzessorische Proteine (Cui et al. 2019). An verschiedenen Open reading frames
werden die kodierenden Genomregionen zuerst transkribiert und schliel3lich zu

Proteinen translatiert (Hu et al. 2021).

Die Genome von SARS-CoV und SARS-CoV-2 stimmen zu 79% Uberein, zeigen
allerdings deutliche Unterschiede im kodierenden Gen flir das Spike-Protein
(Chan et al. 2020; Hu et al. 2021). Das Spike-Protein ermoglicht den Eintritt in
die Wirtszellen und besteht aus den zwei Untereinheiten S1 und S2 (Jackson et
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al. 2022). Um eine Wirtszelle zu befallen, bindet SARS-CoV-2 Uiber die Receptor
binding domain (RBD) der S1-Untereinheit an das Membranprotein Angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE-2) der Wirtszelle. Daraufhin vermittelt die S2-
Untereinheit die Fusion der Virushulle mit der Zellmembran (Jackson et al. 2022).
Das Nucleocapsid-Protein stabilisiert die Virus-RNA, indem es die RNA zu eine
langen Helixstruktur wickelt (Gorkhali et al. 2021), wahrend sich die Spike-,
Envelope- und Membrane-Proteine in die Virusmembran einlagern (Fehr und
Perlman 2015).

Oft fungiert das Spike-Protein als Zielprotein fur die Immunantwort und
neutralisierende Antikorper (Duan et al. 2020; Walls et al. 2020), sodass viele
wirksame Impfstoffe das Spike-Protein als Antigen nutzen (Baden et al. 2021;
Heath et al. 2021; Polack et al. 2020).

1.2 Coronavirus disease 2019 (COVID-19)

Eine Infektion mit SARS-CoV-2 verursacht eine COVID-19-Erkrankung. Die
Symptomatik und Infektiositat variiert zwischen den verschiedenen SARS-CoV-
2-Varianten. Anhand der klinischen Symptome teilt man den Verlauf der
Krankheit in Schweregrade ein (National Institutes of Health (NIH) 2024):

Asymptomatisch | Positiver Test ohne Symptomatik

Milde Mindestens eines der folgenden Symptome: Fieber, Husten,
Halsschmerzen, Unwohlsein, Kopfschmerzen,
Muskelschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall oder

Verlust von Geschmack und Geruch, keine Dyspnoe

Moderat Beteiligung der unteren Atemwege in der klinischen
Untersuchung oder Bildgebung, SpO2 bei Raumluft = 94%
Schwer SpO2 bei Raumluft < 94%, Horovitz-Index PaO2/FiO2 <
300mmHg, Atemfrequenz >30/min oder >50% der Lunge

zeigen Infiltrate

Kritisch Atemversagen, septischer Schock oder Multiples

Organversagen

Tabelle 1: Klassifizierung des Verlaufs von COVID-19 anhand der
Symptomatik (National Institutes of Health (NIH) 2024).
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Zu Beginn der COVID-19-Pandemie 2020 zeigte die SARS-CoV-2-Alpha-
Variante einerseits bei einem Grol3teil der Infizierten einen asymptomatischen,
milden oder moderaten Verlauf, andererseits fuhrten etwa 14% der Infektionen

zu einem schweren und 5% zu einem kritischen Verlauf (Hu et al. 2021).

Epidemiologische Untersuchungen bis Ende 2020 legen nahe, dass die
gemessenen Fallzahlen von COVID-19 bei Kindern im Vergleich zu
Erwachsenen niedriger sind (Mehta et al. 2020). Allerdings wird vermutet, dass
die Infektionsrate mit SARS-CoV-2 bei Kindern mit der von Erwachsenen
vergleichbar ist, da Kinder haufiger einen asymptomatischen oder milden Verlauf
zeigen als Erwachsene und deswegen seltener auf SARS-CoV-2 getestet
wurden (Mehta et al. 2020; Zimmermann und Curtis 2020).

Eine Infektion mit SARS-CoV-2 kann jedoch auch bei Kindern und Jugendlichen
einen schweren Verlauf mit UberschieRender systemischer Inflammation zeigen,
auch als Multisystem Inflammatory Syndrom in Children (MIS-C) bezeichnet
(Patel 2022). Zusatzlich kdénnen infolge einer SARS-CoV-2-Infektion sowohl
Erwachsene als auch Kinder an einem Post-COVID-Syndrom erkranken, bei dem
die Symptome der Erkrankung langer als 12 Wochen persistieren und das
alltagliche Leben einschranken (Funk et al. 2022; Nalbandian et al. 2023). Vor
allem die Unterschiede in der individuellen Immunantwort scheinen einen
Einfluss auf den Krankheitsverlauf wahrend und nach einer SARS-CoV-2-
Infektion bei Kindern zu haben (Rotulo und Palma 2023).

Die aktuell kursierenden Omikron-Varianten zeigen eine verstarkte Infektiositat
(Yang et al. 2024), jedoch seltener schwere Verlaufe (Esper et al. 2023; Guo et
al. 2022). Dennoch mussten insbesondere Sauglinge und Kleinkinder haufiger im
Krankhaus behandelt werden (Setiabudi et al. 2022; Torjesen 2022). Dieser
Umstand konnte durch Unterschiede in der vorbestehenden Immunitat entweder
infolge einer Infektion oder Impfung, oder durch eine Kombination beider
Faktoren, der sogenannten hybriden Immunitat, zu erklaren sein (Bobrovitz et al.
2023; Reynolds et al. 2022).
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1.3 Die adaptive Immunantwort

Die Effektorzellen des adaptiven Immunsystems entfalten ihre Wirkung etwa 5-7
Tage nach Infektion und lassen sich anhand ihrer Oberflachenrezeptoren und
Funktionen in T-Lymphozyten (T-Zellen) und B-Lymphozyten (B-Zellen) einteilen
(Murphy und Weaver 2018). Nach Kontakt mit einem Antigen proliferieren die
beiden Zellreihen, werden dadurch gegen eben jenes Antigen ,bewaffnet® und
konnen somit eine zielgerichtete Immunabwehr vermitteln (Haan et al. 2014).
Nach Antigenkontakt kdnnen sich B-Zellen zu Plasmazellen entwickeln und das
Pathogen durch Bildung von Antikérpern bekampfen, wahrend T-Zellen direkt
infizierte Zellen vernichten und als Helferzellen andere Zellreihen aktivieren

konnen (Murphy und Weaver 2018).

1.3.1 T-Zellen

Naive T-Zellen entwickeln sich im Thymus und durchlaufen einen komplexen
Reifungs- und Selektionsprozess, um sicherzustellen, dass sie korrekt zwischen
korpereigenen und korperfremden Antigenen unterscheiden kénnen (Garcia und
Adams 2005; Sebzda et al. 1999). Dadurch nehmen sie eine Schllsselrolle im

adaptiven Immunsystem ein (Murphy und Weaver 2018).

T-Zellen kénnen mit Hilfe des T-Zell-Rezeptors (TCR) Antigene erkennen, die
Uuber Humane Leukozytenantigen (HLA)-Molekiile prasentiert werden (Rossjohn
et al. 2015; Stone et al. 2009). Sie kdnnen sowohl intrazellulare Antigene Uber
HLA-Klasse-I-Molekule auf infizierten Zellen als auch extrazellulare Antigene
uber HLA-Klasse-lI-Molekile auf Antigenprasentierenden Zellen (APC) erkennen
(Neefjes et al. 2011; Rudolph et al. 2006). Eine Peptidsequenz, die auf einem
HLA-Molekul prasentiert wird und von einer T-Zelle mit Hilfe des TCR erkannt

wird, wird auch als Epitop bezeichnet (Peters et al. 2020).

Bindet eine naive T-Zelle, die einen fur sie spezifischen TCR besitzt, das flur sie
spezifisches Peptid auf den HLA-Molekullen, wird sie aktiviert (Krummel et al.
2016). Fur die vollstandige Aktivierung sind zudem kostimulatorische Molekiile
sowie die Produktion von Zytokinen notwendig (Schuijs et al. 2019; Smith-Garvin
et al. 2009). Daraufhin durchlaufen die T-Zellen zuné&chst eine klonale Expansion
(Adams et al. 2020). Dabei werden T-Zell-Klone gebildet, deren TCR sich
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spezifisch gegen das erkannte Antigen richtet (Adams et al. 2020). Im Anschluss
differenzieren sich die T-Zellen zu T-Effektorzellen mit zytotoxischer oder
Helferzell-Funktion (Murphy und Weaver 2018; Seder und Ahmed 2003). Eine

detailliertere Beschreibung der Funktionen erfolgt im nachsten Abschnitt.

Ein Teil der naiven T-Zellen differenziert sich zu Gedachtnis-T-Zellen, die im
Korper persistieren und bei Re-Exposition gegeniber dem Pathogen eine
protektive Immunantwort koordinieren konnen (Farber et al. 2014). Bei Geburt
sind alle T-Zellen naiv und insbesondere in den ersten zwei Lebensdekaden
werden viele Gedachtnis-T-Zellen gebildet, sodass der Anteil an den
zirkulierenden T-Zellen auf 35% steigt (Farber et al. 2014).

1.3.2 HLA-Klassen

Das HLA-System nimmt eine SchlUsselrolle in der adaptiven Immunantwort ein,
da T-Zellen mithilfe des TCR nur Antigene erkennen kénnen, die auf HLA-
Molekulen prasentiert werden (Pishesha et al. 2022). Die Gene, die fir HLA-
Molekule kodieren, sind hochgradig polymorph (Jin und Wang 2003). Das
bedeutet, dass es viele verschiedene Varianten, sogenannte Allele, gibt, die
jeweils unterschiedliche Peptide prasentieren kdénnen (Klein und Sato 2000).
Jeder Mensch hat eine individuelle Kombination aus HLA-Allelen und besitzt
dadurch eine individuelle Fahigkeit flr die Antigenprasentation und -erkennung.
Dies kann einen Einfluss auf die Anfalligkeit und den Verlauf bakterieller und
viraler Infektionen und die Entstehung von autoimmunen Erkrankungen sowie
AbstoRungsreaktionen in der Transplantatmedizin haben (Dendrou et al. 2018;
Medhasi und Chantratita 2022).

Die Gene fur HLA-A, HLA-B und HLA-C kodieren fur HLA-Klasse-I-Molektile, sind
hochgradig polymorph und fir die Immunantwort von Relevanz (Dendrou et al.
2018). Fur die HLA-Klasse-II-Molekule sind vor allem die HLA-D-Gene wichtig,
die wiederum in verschiedene Familien (M, O, P, Q und R) eingeteilt werden
(Klein und Sato 2000). In der Nomenklatur werden zudem die Allelgruppe sowie
das spezifische HLA-Protein angegeben (Medhasi und Chantratita 2022).

14



1.3.2.1 HLA-Klasse-l und CD8+T-Zellen

Pathogene kdnnen auf zwei verschiedene Arten prozessiert und den T-Zellen als
Antigene prasentiert werden. Hat ein Virus eine Korperzelle befallen, liegt das
Antigen intrazellular vor. Die viralen Proteine im Cytosol werden durch das
Proteasom prozessiert (Grommé und Neefjes 2002). Die entstehenden Peptide
sind typischerweise 8-10 Aminosaren lang und werden zum endoplasmatischen
Retikulum transportiert, wo sie auf HLA-Klasse-I-Molekile geladen werden
konnen (Pamer und Cresswell 1998). Die peptidbeladenen HLA-Klasse-I-
Molekule werden an die Zelloberflache transportiert und prasentieren dort die
pathogenen Peptide als Epitop flr T-Zellen, die einen CD8-Co-Rezeptor (CD8+T-
Zellen) besitzen (Peters et al. 2020). Erkennt eine CD8+T-Zelle ein Epitop mit
ihrem T-Zell-Rezeptor, beginnt sie mit der klonalen Expansion und differenziert
zur CD8+T-Effektorzell, die infizierte Zelle durch Zytolyse téten und Cytokine,

Chemokine und mikrobizide Molekile produzieren kann (Harty et al. 2000).

Die CD8+T-Effektorzellen kdonnen durch Sekretion von Perforin/ Granzym
virusinfizierte und transformierte Zellen lysieren oder durch Interaktion des
zelleigenen Fas-Liganden mit dem Fas-Rezeptor auf der Zielzelle die Apoptose
von autoreaktiven Immunzellen vermitteln und so zur Homdoostase der
Immunreaktion beitragen (Trapani und Smyth 2002). HLA-Klasse-I-Molekule
werden von fast allen kernhaltigen Zellen exprimiert, sodass CD8+T-Zellen

schnell auf intrazellulare Pathogene reagieren kdnnen (Harty et al. 2000).

1.3.2.2 HLA-Klasse-Ill und CD4+T-Zellen

Bei extrazellularen Pathogenen findet eine andere Art der Antigenprozessierung
und -prasentation statt. Dendritischen Zellen, Makrophagen und B-Zellen, die
zusammen die Gruppe der professionellen Antigenprasentierenden Zellen (APC)
bilden, kommen dabei eine wichtige Rolle als Schnittstelle zwischen angeborener
und adaptiver Immunantwort zu (Murphy und Weaver 2018). Die APC nehmen
extrazellulare Pathogene durch Phagozytose, Endozytose oder Makropinozytose
auf und prozessieren diese durch endosomale Proteasen (Pishesha et al. 2022).
Die entstandenen Peptide sind typischerweise 10-15 Aminosauren lang und
werden in speziellen Zellkompartimenten auf HLA-Klasse-II-Molekule geladen
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(Pishesha et al. 2022). Die HLA-Klasse-lI-Molekile besitzen zudem die
Fahigkeit, langere Peptide zu prasentieren (Chicz et al. 1992). AnschlieRend
werden die peptidbeladenen HLA-Klasse-lI-Molekile an die Zelloberflache
transportiert, wo sie T-Zellen mit einem CD4-Co-Rezeptor (CD4+T-Zellen)
prasentiert werden (Neefjes et al. 2011). Die APC wandern zu den sekundaren
lymphatischen Organen und kénnen dort naive CD4+T-Zellen zu Effektorzellen
aktivieren (ltano und Jenkins 2003). Fur die vollstandige Aktivierung sind
aullerdem kostimulatorische Molekule sowie die Produktion von Zytokinen durch
die APC notwendig (Schuijs et al. 2019; Smith-Garvin et al. 2009). Nach der
Aktivierung betreiben die CD4+T-Zellen klonale Expansion und differenzieren zu
CD4+-T-Effektorzellen (Haan et al. 2014).

Die CD4+-T-Effektorzellen werden in verschiedene Subtypen eingeteilt und
erflllen vielfaltige Funktionen. Als Helferzellen kdénnen sie durch
proinflammatorische Cytokine wie Interferon-y (IFNy) andere Zellreihen der
Immunabwehr wie T- und B-Zellen oder Makrophagen stimulieren (Klein und
Sato 2000; Murphy und Weaver 2018) und als regulatorische Zellen zur
Homodostase des Immunsystems beitragen (Shevyrev und Tereshchenko 2019).
Es existieren zahlreiche Untergruppen der CD4+T-Helferzellen, die sich durch
ein spezifisches Profil der Cytokinproduktion auszeichnen und dadurch ein
breites Spektrum an immunologischen Funktionen erfullen (Haan et al. 2014).
Ihre genaue Charakterisierung ist Gegenstand aktueller Forschung im Bereich

der Immunologie und wurde den Rahmen dieser Dissertation Uberschreiten.

1.3.3 B-Zellen

B-Zellen konnen mit Hilfe des B-Zell-Rezeptors sowohl extrazellulare, native
Antigene als auch von follikularen Helferzellen prasentierte Antigene erkennen
(Heesters et al. 2016). Nach Antigenkontakt proliferieren sie und differenzieren
zu Plasmazellen oder Gedachtnis-B-Zellen aus (Haan et al. 2014). Die
Plasmazellen produzieren Antikorper, die spezifisch an das erkannte Antigen
binden (Lu et al. 2018). Diese Antikorper bilden den humoralen Teil der
Immunantwort und kdnnen das Pathogen neutralisieren und dessen Zerstorung

durch Phagozyten oder Aktivierung des Komplementsystems erleichtern konnen
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(Lu et al. 2018). Gedachtnis-B-Zellen persistieren im Koérper und kénnen bei
Reinfektion eine schnelle und starke Immunantwort auslésen (Kurosaki et al.
2015). B-Zellen kbnnen zwar unabhangig von T-Zellen ein extrazellulares freies
Antigen erkennen, benodtigen aber meistens die Hilfe von aktivierten
CD4+-T-Helferzellen (Haan et al. 2014; Vinuesa et al. 2005). Deswegen ist die
T-Zell-Aktivierung essenziell flr die gesamte adaptive Immunantwort (Murphy
und Weaver 2018).

1.4 SARS-CoV-2 und die adaptive Immunantwort

Man konnte Unterschiede in der adaptiven Immunantwort auf SARS-CoV-2
zwischen milden und schweren COVID-19-Verlaufen feststellen, die darauf
hindeuten, dass eine immunologische Dysregulation einen entscheidenden
Risikofaktor flr die Krankheitsschwere darstellt (Sette und Crotty 2021; Silva et
al. 2022). Bei milden Verlaufen kommt es zu einer erhdhten Bildung von
antigenspezifischen CD8+ T-Zellen und B-Zellen (Rydyznski Moderbacher et al.
2020). Im Gegensatz dazu wurde bei schweren Verlaufen eine gestorte
Aktivierung von antigenspezifischen CD4+T-Helferzellen (Kalfaoglu et al. 2021),
eine gesteigerte Bildung von proinflammatorischen regulatorischen CD4+T-
Zellen (Silva et al. 2022) und eine vermehrte Bildung von neutralisierenden
Antikérpern (Trinité et al. 2021) beobachtet.

1.5 Endemische Coronaviren

Die vier endemischen Coronaviren-Spezies HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-
HKU1 und HCoV-OC43 verursachen etwa 10,7% aller respiratorischen
Virusinfekte (Nickbakhsh et al. 2020). Ein Kontakt mit einem Virus in der
Vergangenheit kann bei Infektion mit einem ahnlichen, neuartigen Virus bereits
vorhandene Zellen des Immungedachtnisses reaktivieren und so eine schnellere
Bildung von Abwehrzellen und Antikdrpern und dadurch eine schnellere
Eliminierung des neuartigen Virus bewirken (Agrawal 2019; Lam et al. 2024;
Welsh et al. 2010). Dies wird auch als heterologe Immunitat oder Kreuzreaktivitat
bezeichnet (Agrawal 2019). Es gibt Hinweise, dass Kreuzreaktivitdt zu den
endemischen HCoV bei einer Infektion mit SARS-CoV-2 einen Einfluss auf den
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Krankheitsverlauf oder ein Protektion vor Infektion bewirken kann (Coulon et al.
2024).

Das Immunsystem von Kleinkindern und insbesondere Neugeborenen ist haufig
naiv fur Pathogene wie saisonale respiratorische Viren (Pieren et al. 2022).
Erwachsene dagegen hatten meistens bereits Kontakt mit respiratorischen Viren
und zeigen haufiger eine Gedachtniszell-vermittelte Immunantwort (Lam et al.
2024), die schneller agiert, aber potentiell weniger vielseitig ist (Verhoeven et al.
2008). Im Rahmen der SARS-CoV-2-Infektion wurde allerdings auch eine
altersabhangige Abnahme HCoV-kreuzreaktiver T-Zellen beschrieben, die eine
erhdhte Vulnerabilitat alterer Individuen fur Infektion mit SARS-CoV-2 vermitteln
konnte (Loyal et al. 2021; Saletti et al. 2020). Ein Nachweis von HCoV- und
SARS-CoV-2 kreuzreaktiven T-Zellen kdnnte eine mdgliche Erklarung fir die
altersbezogenen Unterschiede bei Krankheitsverlaufen und Infektionsraten
bieten (Gil et al. 2015; Zimmermann und Curtis 2022).

1.6 Hypothesen

Ziel dieser Studie ist es eventuell vorhandene Unterschiede der Infektionsraten
von COVID-19 zwischen Kindern und Erwachsenen in Haushalten mit
COVID-19-Indexfall zu untersuchen. Daflir werden die beteiligten T-Zell-
Subpopulationen mit Hilfe von SARS-CoV-2-spezifischen und HCoV- und SARS-
CoV-2-kreuzreaktiven Epitopen untersucht und die humorale und zellulare
Immunantwort auf SARS-CoV-2 verglichen. Der Fokus liegt auf
asymptomatischen, milden und moderaten Krankheitsverlaufen innerhalb von

Familien in Baden-Wurttemberg.

Basierend auf den Erkenntnissen zur zellularen und humoralen Immunantwort

auf SARS-CoV-2 von 2020 werden folgende Hypothesen untersucht:

[.  Im familidaren Umfeld infizieren sich Kinder haufig mit SARS-CoV-2. Dabei
bilden Kinder und Jugendliche andere T-Zell-Subpopulationen aus als

Erwachsene.
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Zellulare und humorale Immunantwort gehen miteinander einher. Durch
Antikdrpernachweis kann eine Auseinandersetzung mit SARS-CoV-2
sicher nachgewiesen werden.

Kinder und Erwachsenen zeigen unterschiedliche Raten an T-Zell-
Populationen, die zu HCoV kreuzreagieren. HCoV- und SARS-CoV-2
kreuzreaktive T-Zell-Populationen werden durch SARS-CoV-2 Infektion
reaktiviert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgeriéte (Dulovic et al. 2025; Miiller JS 2025)

Einfrierhilfen

Gefrierschrank -20 °C
Gefrierschrank -80 °C

ImmunoSpot Series 6
Ultra-V Analyzer
Inkubator 37 °C

Kihlschrank 4 °C
Lichtmikroskop

Minizentrifuge
Multikanalpipette
Pipetboy

Pipetten
2,5/10/20/100/
200/1000 pl

Sicherheitswerkbank

Nalgene Cryo 1 °C Freezing Container —
ThermoScientific, Waltham, USA

CoolCell Mr. Frostys — Biocision, Biozym Scientific
GmbH, Hessisch Oldendorf

Premium und Premium No Frost — Liebherr, Kirchdorf
Telstar Technologies SL V570 — Azbil Telstar
Technologies, Terrassa, Spanien

HERAFreeze HFU T Series - ThermoFisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Version 5.1, C.T.L. Europe GmbH - Bonn, Deutschland

Heraeus CO2-Inkubator BBD 6220 (BS) und

HERAcell CO2-Inkubator (BS) — Heraeus, Hanau

GKv 4310 ProfiLine — Liebherr, Kirchdorf

Zeiss Mikroskop Axiovert 40 CFL (BS) - Zeiss,
Oberkochen

Olympus CX40 - Shinjuku, Tokio, Japan

Neolab 7-0040 - Neolab, Heidelberg

HTL Discovery Comfort - HTL, Warszawa, Polen
Pipetboy Thermo Scientific - Waltham, Massachusetts,
USA

Pipetboy acu 2 - Integra - Zizers, Schweiz

Eppendorf Research plus - Eppendorf, Hamburg
Pipetman Classic - Gilson, Middleton, USA

Discovery Comfort - HTL, Warszawa, Polen

Thermo Heraeus HERAsafe HS18 Safety Bench (S2) -

Heraeus, Hanau
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Sicherheitswerkbank

Vortex
Wasserbad
Zahlkammer
Zellzahler
(automatisiert)

Zentrifugen

Biowizard Silver SL-170 Class Il - Kojair, Vilppula
Norwegen

Neolab 7-2020 - Neolab, Heidelberg

WB7 und WB14 - Memmert, Schwabach

Neubauer - Laboroptik, Lancing, UK

Advia 120 Hematology System — Siemens Healthcare
GmbH, Erlangen

Rotina 420 R, Rotanta 46 RSC und Rotixa 50 RS -
Hettich, Viotho

Eppendorf Centrifuge 5810 - Eppendorf, Hamburg

2.1.2 Verbrauchsmaterialien (Dulovic et al. 2025; Miiller JS 2025)

Cryovials

Deckglas Neubauer-
Zahlkammer
Decosept

Eppendorf Tubes
0,5/ 1/ 2 ml

Ethanol 99 %
Falcons

15/ 50 ml
Isopropanol 70 %ig
Kulturplatten 48-Well
Kulturplatten 96-Well
Pipettenspitzen steril
20/200/1000 pl
Pipettenspitzen unsteril
200 pl

Reservoirs

25/ 50/ 100 ml
Sterile Stripetten

5/ 10/ 25/ 50 ml

Greiner-Bio — Kremsmiinster, Osterreich

Laboroptik — Lancing, UK

Dr. Schumacher — Maisfeld, Deutschland

Eppendorf — Hamburg

SAV Liquid Production — Flintsbach, Deutschland
Corning - USA

SAV Liquid Production — Flintsbach, Deutschland
Corning — USA

Greiner-Bio - Kremsmiinster, Osterreich

Corning - USA

Corning - USA

VWR — West Chester, USA

Corning - USA
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Steriles Wasser

Deutschland

Ampuwa Fresenius

KABlI - Bad Homburg,

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien (Dulovic et al. 2025; Miiller JS 2025)

AB-Humanserum

Biocoll Separating Solution
Bovines Serumalbumin (BSA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNAse |

Fetales Kalberserum (FCS)

lonomycin

Iscove's Modified Dulbecco's Medium
(IMDM)

L-Glutamin

Penicillin/ Streptomycin
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Phosphate-buffered saline (PBS)
Phytohamagglutinin-L (PHA-L)
Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 Medium
Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB)
Trypanblau

Tween 20

B-Mercaptoethanol

Sigma Aldrich — St. Louis, USA
Bio&Sell — Feucht, Deutschland
Sigma Aldrich — St. Louis, USA
Roth — Karlsruhe, Deutschland

Roche — Karlsruhe, Deutschland

Gibcol/ life technoologies —
Carlsbad, USA
Sigma Aldrich — St. Louis, USA

Sigma Aldrich — St. Louis, USA

Biochrom — St- Albans, UK
Biochrom — St- Albans, UK
Sigma Aldrich — St. Louis, USA

Sigma Aldrich — St. Louis, USA
Roche — Karlsruhe, Deutschland
Gibcol/ life technoologies —
Carlsbad, USA

Sigma Aldrich — St. Louis, USA
Sigma Aldrich — St. Louis, USA
Sigma Aldrich — St. Louis, USA
Roth — Karlsruhe, Deutschland

2.1.4 Zytokine (Dulovic et al. 2025; Miiller JS 2025)

Humanes Interleukin 2 (IL-2)

Humanes Interleukin 7 (IL-7)

Novartis Ag - Basel, Schweiz
PeproTech - Cranbury, USA
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2.1.5 Peptide

Fir die in-vitro-Stimulation wurden insgesamt vier Peptidmixe verwendet
(s. Tabelle 2). Jegliche verwendeten Peptide dienen als T-Zell-Epitope (Nelde et
al. 2021). Deswegen wird folgend auch von Epitopmixen gesprochen. Zwei
Epitopmixe beinhalten Peptide, die spezifisch fur SARS-CoV-2 sind. Einer dieser
spezifischen Epitopmixe besteht aus Peptiden, die durch HLA-Klasse-I-Molekdle,
der andere aus Peptiden, die durch HLA-DR-Molekule prasentiert werden. Zwei
weitere Epitopmixe setzten sich aus Peptiden zusammen, die kreuzreaktiv zu
anderen endemischen HCoV (HCoV-0OC43, HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-
HKU1) sind. Auch hier bestand jeweils ein kreuzreaktiver Epitopmix aus
Peptiden, die von HLA-Klasse-I-Molekulen respektive HLA-DR-Molekullen
prasentiert werden. Als Negativkontrolle dienten HLA-gepaarte Peptide
(s. Tabelle 3), die vom Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) und von

menschlichen Proteinen abstammen.

Die Epitopmixe wurden bereits in anderen Studien erfolgreich verwendet und
publiziert (Bilich et al. 2021; Nelde et al. 2021). Freundlicherweise wurden uns
die Peptide von Prof. Juliane Walz aus der Abteilung fir Immunologie des
Interfakultaren Instituts flr Zellbiologie der Universitat Tubingen zur Verfugung

gestellt.
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HLA class | T cell epitope compositions

SARS-CoV-2-specific EC Cross-reactive EC
Peptide Sequence ORF H!'A_ Peptide Sequence ORF H!'A_
ID restriction ID restriction

A01_P02 LTDEMIAQY ORF2 spi A01 A01_PO1 TTDPSFLGRY ORF1 A0l
A02 P03 ALSKGVHFY ORF3 A*02 A01_PO5 RTFKVSIWNLDY ORF6 A0
A02_P09 LLLLDRLNQL ORF9 nuc AT02 A03_P01 KLFAAETLK ORF1 A'03
A03_PO7 QLRARSVSPK ORF7 A*03 A24_P02 QYIKWPWYI ORF2 spi AT24
A03_P08 KTFPPTEPKK ORF9 nuc A'03 B08 P05 TPKYKFVRI ORF1 B*08
A11_PO1 ASMPTTIAK ORF1 A*11 B08 P08 DLKGKYVQI ORF1 B*08
A11_P08 ATEGALNTPK ORF9 nuc A1 BO& P10 EAFEKMVSL ORF1 B*08
A24 P01 VYIGDPAQL ORF1 Ar24 B40 P04 YEGNSPFHPL ORF7 B*40
A24 P03 VYFLQSINF ORF3 A'24 B40_P09 IEYPIIGDEL ORF1 B*40
BO7 P08 FPRGQGVPI ORF9 nuc B 07
B07_P10 NPANNAAIVL ORF9 nuc B*07
B08 P07 FVKHKHAFL ORF1 B*08
B40_P03 SELVIGAVIL ORF5 mem B*40
B40 P08 MEVTPSGTWL ORF9 nuc B*40
C07_P03 YYQLYSTQL ORF3 cro7
C07_P04 NRFLYIIKL ORF5 mem c'o7

HLA-DR T cell epitope compositions

SARS-CoV-2-specific EC Cross-reactive EC
Peptide Sequence ORF HLA Peptide Sequence ORF H!'A_
ID restriction ID restriction

DR_P06 IGYYRRATRRIRGGD ORF9 nuc DR DR_PO1 KDGIIWVATEGALNT ORF9 nuc DR

DR_P09 AIVLQLPQGTTLPKG ORF9 nuc DR DR_P02 GTWLTYTGAIKLDDK ORF9 nuc DR

DR_P10 YKHWPQIAQFAPSAS ORFS8 nuc DR DR_PO3 RWYFYYLGTGPEAGL ORF9 nuc DR

DR P16 LSYYKLGASQRVAGD ORF5 mem DR DR P04 ASWFTALTQHGKEDL ORF9 nuc DR

DR_P20 INVFAFPFTIYSLLL ORF10 DR DR_PO05 ASAFFGMSRIGMEVT ORF9 nuc DR
DR_PQ7 LLLLDRLNQLESKMS ORF9 nuc DR
DR P15 FYVYSRVKNLNSSRV ORF4 env DR
DR_P17 IWNLDYIINLIIKNL ORF6 DR
DR P18 QEEVQELYSPIFLIV ORF7 DR
DR P19 SKWYIRVGARKSAPL ORF38 DR

Tabelle 2: SARS-CoV-2-spezifische und HCoV-/SARS-CoV-2-kreuzreaktive
HLA-Klasse-l und HLA-DR restringierte T-Zell-Epitopmixe. Tabelle

ubernommen aus Nelde et al. 2021. ORF = Open reading frame

Sequence HLA restriction Source protein Organism
GSEELRSLY A*01 POL_HV1BER Human immunodeficiency virus
YLLPAIVHI A*02 DDX5_HUMAN Homo sapiens
RLRPGGKKK A*03 GAG_HV1BR Human immunodeficiency virus
ASEDYVAPPK A*11 MEX_HUMAN Homao sapiens
AYVHMVYTHF A*24 BlI1_HUMAN Homo sapiens
TPGPGVRYPL B*07 MNEF_HVI1BR Human immunodeficiency virus
DIAARNWVL B*08 FAK1_HUMAN Homo sapiens
RLRPGGKKKY B*15 GAG_HV1BR Human immunodeficiency virus
GELDRWEKI B*40 GAG_HV1BR Human immunedeficiency virus
KYFDEHYEY c*07 CKS2_HUMAN Homo sapiens
ETVITVDTKAAGKGK DR FLNA_HUMAN Homo sapiens

Tabelle 3: Peptide der HLA-gepaarten Negativkontrolle. Tabelle Gbernommen
aus Nelde et al. 2021
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2.1.6 Medien (Dulovic et al. 2025; Miiller JS 2025)

Auftaumedium:

500 ml IMDM
150 ul DNAse

5 ml Penicillin/Streptomycin

T-Zell-Medium (TCM):

500 ml IMDM oder RPMI 1640 mit 5 ml L-Glutamin

50 ml AB Humanserum

5 ml Penicillin/Streptomycin

Einfriermedium:

FCS 90 %
DMSO 10 %

2.1.7 ELISpot- Material (Dulovic et al. 2025; Miiller JS 2025)

Anti-human Interferon gamma (IFN-y) monoclonal antibody (mAb) 1-D1K von
Mabtech - Stockholm, Schweden

MultiScreenHTS-HA, 0,45 um, opak, sterii von Merck - Darmstadt,
Deutschland

Anti-human Interferon gamma (IFN-y) mAb 7-B6-1, biotinylated von Mabtech
- Stockholm, Schweden

5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat/ Nitroblautetrazoliumchlorid (BCIP/ NBT)
Tabletten von Sigma Aldrich- St.Louis, USA

ExtrAvidin® Alkaline Phosphatase von Sigma Aldrich - St.Louis, USA

2.1.8 Software (Dulovic et al. 2025; Miiller JS 2025)

ImmunoSpotUV Image Acquisition software
ImmunoSpot® Analysis software 5.1
Microsoft 365

GraphPad Prism 8
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2.2 Methoden

2.2.1 Studiendesign (Dulovic et al. 2025; Miiller JS 2025)

Diese Studie wurde in der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin der Universitat
Tubingen unter der Leitung von Prof. Dr. med. Peter Lang in Zusammenarbeit
mit Dr. med. Hanna Renk und Prof. Dr. rer. nat. Dr. med. habil. Thomas Iftner
konzipiert und durchgefiihrt. Sie fand im Rahmen einer nicht-interventionellen,
prospektiven, nationalen, multizentrischen Beobachtungsstudie in
Sudwestdeutschland statt. Thema der Beobachtungsstudie war die serologische
Antwort auf SARS-CoV-2 eines gesamten Haushalts bei Infektion eines oder
mehrerer Haushaltsmitglieder. Die serologische Antwort wurde an zwei
Zeitpunkten etwa 3-4 und 11-12 Monate nach Infektion untersucht.
Entsprechende Daten wurden publiziert (Renk et al. 2022; Ténshoff et al. 2021).

Bei der Beobachtungsstudie wurden Haushalte untersucht, in denen sich
mindestens ein Haushaltsmitglied im Frihjahr 2020 mit SARS-CoV-2 infiziert
hatte. Eine Infektion galt als bestatigt, wenn sie durch eine Reverse-
Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) nachgewiesen wurde. Weil
die Kapazitat der RT-PCR-Untersuchung im Frihjahr 2020 beschrankt war und
bei Kindern kaum durchgefihrt wurde, galt eine Infektion auch bei
symptomatischer Erkrankung (Fieber, Husten, Diarrhoe, Dysgeusia) mit
serologischem Nachweis einer Infektion als bestatigt. Es wurden Haushalte zur
Teilnahme an den Kinderkliniken der Universitaten in Tudbingen, Freiburg,

Heidelberg und Ulm rekrutiert.

In der hier beschriebenen Substudie wurden Proben von Haushalten aus
Tudbingen auf die zellulare Immunantwort gegeniber SARS-CoV-2 3-4 Monate

nach SARS-CoV-2-Infektion mindestens eines Haushaltsmitglieds untersucht.

2.2.2 Rekrutierung (Dulovic et al. 2025; Miiller JS 2025)
Teilnehmer wurden durch Mitteilungen in nationalen und lokalen Zeitungen sowie
auf sozialen Medien rekrutiert. Um an der Studie teilzunehmen, mussten die

Probanden folgende Einschlusskriterien erfullen:
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- Bei mindestens einem Haushaltsmitglied wurde mit Hilfe einer RT-PCR-

Untersuchung eine SARS-CoV-2-Infektion nachgewiesen
ODER

Bei mindestens einem Haushaltsmitglied wurde eine SARS-CoV-2-
Infektion serologisch nachgewiesen und dieses Haushaltsmitglied hatte
mindestens ein Symptom einer SARS-CoV-2-Infektion (Fieber, Husten,
Diarrhoe, Dysgeusia)

- Mindestens ein Kind (1-18 Jahre) lebte zusammen mit Eltern/ Elternteil
und anderen Erwachsenen (keine Altersbegrenzung) in einem Haushalt

- Haushalt in Baden-Wurttemberg

- Schriftliche Zustimmung zur Teilnahme an der Studie

Es galten folgende Ausschlusskriterien:
- Schwere  kongenitale  Erkrankungen  (beispielsweise infantile
Zerebralparese, schwere kongenitale Malformationen)
- Kongenitale oder erworbene Immundefizienz

- Nicht-Verstehen der deutschen Sprache

Nach Bewerbung wurden die Teilnehmer zufallig ausgewahlt und Uber Risiken
und Nebenwirkungen einer Blutentnahme aufgeklart. Die Teilnahme war freiwillig
und konnte jederzeit abgebrochen werden. Die Studie wurde von der Ethik-
Kommission der Medizinischen Fakultat des Universitatsklinikum Tabingen unter
der Projektnummer 293/2020B02 genehmigt.

2.2.3 Probenakquise (Dulovic et al. 2025; Miiller JS 2025)

Die Teilnehmer wurden im Zeitraum zwischen dem 11. Juli und 1. August 2020,
etwa 3-4 Monate nach Infektion, eingeladen und es wurden Blutproben
entnommen.

Bei den Teilnehmern wurden Kinder und Jugendliche (<18 Jahre) von
Erwachsenen (=18 Jahre) unterschieden. Bei Erwachsenen und Kindern mit
einem Korpergewicht Uber 30 kg wurde etwa 30 ml peripheres vendses Blut
abgenommen. Bei Kindern zwischen 10-30 kg Korpergewicht wurden 20 ml Blut
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abgenommen. Bei Kindern unter 10 kg Korpergewicht wurden 10 ml Blut
abgenommen. Die Blutproben wurden pseudonymisiert und mit einem intern
erstellten Studiencode beschriftet. In einem Fragebogen wurden Geschlecht,
Alter der teilnehmenden Haushaltsmitglieder, Komorbiditaten,
Medikamenteneinnahme, Impfungen, erfolgte Tests auf SARS-CoV-2 und
COVID-19 und Symptome, sowie der Besuch von Arbeit, Schule oder
Kindergarten erfasst. In dieser Substudie wurde mit den Daten zu Geschlecht
und Alter gearbeitet. Alle erfassten Studiendaten wurden in der secuTrial
Datenbank des Center for Pediatric Clinical Studies (CPCS) Tubingen
gespeichert.

2.2.4 PBMC-Isolierung
2.2.4.1 Hintergrund PBMC-Isolierung

Fir die Versuche wurden Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC)
verwendet, welche verschiedene Arten von Lymphozyten umfassen, wie T-
Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, sowie Monozyten und dendritische Zellen. Zur
Isolierung von PBMC wird eine Dichtegradientenzentrifugation durchgefuhrt.
Dabei schichtet man das frisch gewonnene periphere Blut auf eine Ficoll-
Hypaque-Ldsung. Diese Lésung hat eine spezifische Dichte von 1,077 g/l, durch
die sich die Blutbestandteile bei Zentrifugation in verschiedene Schichten
aufteilen. Wegen ihrer hohen Dichte sammeln sich die Erythrozyten und
Granulozyten am Boden, in der obersten Phase verbleiben Blutplasma und
Thrombozyten. Dazwischen bildet sich ein weillich-triber Ring aus PBMC. Diese
PBMC kénnen mit Hilfe einer Stripette isoliert werden. Die Zellsuspension wird

daraufhin mehrmals gewaschen, um andere Blutbestandteile zu entfernen.

2.2.4.2 Durchfuhrung PBMC-Isolierung (Dulovic et al. 2025; Muller JS
2025)

Die Proben wurden in ein 50 ml Falcon uberfuhrt. Vor der PBMC-Isolierung

wurden die Proben im Falcon bei 1950 g fur 7 min bei 21 °C zentrifugiert und je

1 ml Plasma abgenommen und in Cryovials eingefroren. Danach wurden die

Proben-Réhrchen mit PBS ausgespult und zur jeweiligen Probe hinzugegeben.
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Zur Dichtegradientenzentrifugation wurde das Blut 1:1 mit PBS verdinnt und
davon je 30 ml auf 15 ml Ficoll-Hypaque-Lésung in einem 50 ml Falcon
aufgeschichtet. Das Falcon wurde 30 min bei 800 g, 21 °C ohne Bremse
zentrifugiert, sodass sich ein Ring aus PBMC bildete. Der PBMC-Ring wurde mit
Hilfe einer 5 ml- Stripette isoliert und in ein frisches 50 ml Falcon zum Waschen
uberfuhrt. Daflr wurde das Falcon mit PBS bis auf 50 ml aufgeflllt und
anschlieRend bei 500 g, 21 °C mit Bremse fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Zellpellet erneut mit PBS auf 50 ml aufgefullt und
resuspendiert. Daraufhin wurde das Falcon bei 400 g, 21 °C mit Bremse fur
10 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 50 ml PBS
resuspendiert. Die Zellzahl wurde mithilfe eines automatisierten Zellzahlers

bestimmt.

Im letzten Waschschritt wurde das Falcon bei 300 g, 21 °C mit Bremse fiir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in kaltem
Einfriermedium (~4 °C) gelost und auf eine Konzentration von 107 Zellen/ ml
eingestellt. Die PBMC wurden auf zwei Cryovials verteilt und eingefroren. Daflr
wurden die Cryovials zuerst in einer Einfrierhilfe auf -80°C gekuhlt und am

folgenden Tag in einen Stickstofftank Uberfuhrt.

2.2.5 Auftauen (Dulovic et al. 2025; Miiller JS 2025)

Die Cryovials wurden bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut, bis noch ein kleiner
Eiskern im Cryovial zu sehen war. Dann wurde kaltes Auftaumedium
hinzugegeben, bis der Eiskern geschmolzen war. Der Inhalt des Cryovials wurde
in 7 ml Auftaumedium Uberflhrt und das Cryovial mit 500 pl kaltem Auftaumedium
nachgespult. Die Zellsuspension wurde dann bei 350 g, 4 °C mit Bremse fur 7
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet in 10 ml
kaltem Auftaumedium resuspendiert. FUr eine Zahlprobe wurden 10 pl
Zellsuspension entnommen und mit 10 pl Trypanblau vermischt in einer
Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Die Zellsuspension wurde erneut zentrifugiert

und der Uberstand verworfen.

Wenn im vorherigen Schritt mindestens 13,75*10° PBMC gezahlt wurden, wurde

das Pellet in T-Zell-Medium (TCM) gelést und auf eine Konzentration von
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10*10% Zellen/ ml eingestellt. Pro Kulturansatz wurden 250 ul (2,5*108 Zellen) in
ein Well einer 48-Well-Kulturplatte gegeben. Es wurden vier Peptid-Stimulation-
Wells mit 250 pl Zellsuspension und ein Kontroll-Well mit 375 ul Zellsuspension
angesetzt. Standen weniger PBMC zur Verfiugung, wurde je nach Zellzahl das
Kontroll-Well mit nur 250 ul angesetzt, eine geringere Zellzahl von mindestens
1,5*10%° PBMC pro Well in einer 48-Well-Kulturplatte toleriert oder das Zellpellet
in 500 pl TCM geldst und in funf Wells zu je 100 pl auf einer 96-Well-Kulturplatte
ausplattiert. Waren zu wenige PBMC dafur vorhanden, wurde das Zellpellet in
nur 300 pl gelést und nur zwei Peptid-Stimulations-Wells und ein Kontroll-Well
mit 100 pl Zellsuspension angesetzt. In diesem Fall wurden die beiden
Epitopmixe der HLA-Klasse-I und HLA-DR gepoolt und fir eine Peptidstimulation
verwendet, sodass mit einem SARS-CoV-2-spezifischen und einem HCoV- und
SARS-CoV-2-kreuzreaktiven Epitopmix stimuliert wurde. Die ungenutzten Wells
der Platten wurden mit PBS beflllt, um Verdunstung des Kulturmediums zu
verhindern. Die Platte wurde Uber Nacht bei 37 °C im Inkubator leicht schrag

gelagert.

2.2.6 Prasensitivierung und Epitopmixe (Dulovic et al. 2025; Miiller JS
2025)

Die PBMC wurden 12 Tage in-vitro stimuliert, um antigenspezifische T-Zellen zu

expandieren und so eine hdhere Sensitivitdt zu erreichen. Die PBMC wurden

aufgetaut und am darauffolgenden Tag mit verschiedenen Epitopmixen

stimuliert. Daflr wurden vier verschiedenen Epitopmixe verwendet (siehe Tabelle

2 im Materialienteil Abschnitt 2.1.5 Peptide):

Spezifisch fir SARS-CoV-2:

Sl HLA class | T-cell epitope composition,
bestehend aus 16 Einzelpeptiden
Spezifisch fir SARS-CoV-2:

Sli HLA DR T-cell epitope composition,

bestehend aus 5 Einzelpeptiden
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Kreuzreaktiv fir HCoV - und SARS-CoV-2:

HLA class | T-cell epitope composition,

Cl

bestehend aus 9 Einzelpeptiden

Kreuzreaktiv fir HCoV - und SARS-CoV-2:
Cli HLA DR T-cell epitope composition,

bestehend aus 10 Einzelpeptiden

Fir das Kontroll-Well wurden HLA-gepaarte Peptide (siehe Tabelle 3 im
Materialienteil Abschnitt 2.1.5 Peptide) verwendet.

2.2.7 Prasensitivierung und Zellkultur (Dulovic et al. 2025; Miiller JS 2025)
Die Epitopmixe wurden in 250 ul (48-Well-Platte) oder 100 pl (96-Well-Platte)
TCM verdinnt und das TCM-Epitop-Gemisch wurde der Zellkultur zugegeben,
sodass die Endkonzentration im Well bei HLA-I-Peptiden 1 pg/ml und bei HLA-
DR-Peptiden und der HLA-Peptid-Negativkontrolle 5 ug/ml betrug (siehe
Abbildung 1).

An Tag 2, 5, 7 und 9 wurde Interleukin-2 (IL-2) und Interleukin-7 (IL-7) verdinnt
in TCM zur Zellkultur gegeben. Die Endkonzentration betrug 10 U/ml fir IL-2 und
10 ng/ml fur IL-7. Bei der Kultur in einer 48-Well-Platte wurde am 2. und 5. Tag
250 pl TCM mit IL-2 und IL-7 hinzugegeben. An Tag 7 und 9 wurde 250 pl des
Kulturmediums oder 500 pl bei starker Gelbfarbung des Kulturmediums
abgenommen und mit frischem TCM mit IL-2 und IL-7 ersetzt. Bei der Kultur in
einer 96-Well-Platte wurde am 2. Tag 50 pl TCM mit IL-2 und IL-7 hinzugegeben.
An Tag 5, 7 und 9 wurde abhangig davon, wie gelb sich das Kulturmedium gefarbt
hatte, 50 ul oder 100 pl des Kulturmediums abgenommen und mit neuem TCM
mit IL-2 und IL-7 ersetzt.
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Stimulation mit Peptiden
HLA-Klasse-I: 1ug/ml
HLA-Klasse-DR und Kontrolle: 5ug/ml

F

- ELISpot

Auftauen + IL-2 + [L-7 +/- Medium ansetzen
o - o~ 0 ~ @ o
o0 0 op) op) op) op) of)
[ (& = i i i R

Abbildung 1: Schema der in vitro Prasensitivierung. Peptide siehe
Materialienteil, Abschnitt 2.1.5 Peptide, Tabelle 2; IL-2 = Interleukin 2; IL-7=
Interleukin 7; Medium = T-Zell-Medium (siehe Materialienteil, Abschnitt 2.1.6

Medien), Konzentrationen geben die Endkonzentrationen im Well an

2.2.8 IFNy-ELISpot-Assay

2.2.8.1 Hintergrund Enzyme linked immuno spot assay (ELISpot-Assay)

Mit Hilfe des ELISpot-Assays lasst sich die Cytokinsekretion von aktivierten T-
Zellen indirekt nachweisen (siehe Abbildung 2). Antigenspezifische T-Zellen
konnen durch Stimulation mit dem entsprechenden Epitop aktiviert werden.
Aktivierte T-Zellen sezernieren das Zytokin Interferon-y (IFNy), das in der
ELISpot-Platte von membrangebundenen IFNy-Antikérpern (1-D1K-Antikdrper)
gebunden und fixiert wird. Das fixierte IFNy wird wiederum von einem zweiten
IFNy-spezifischen  Antikrper  (7-B6-1-Antikorper)  gebunden.  Dieser
Zweitantikorper ist mit Biotin markiert, sodass an diesen markierten Stellen das
Enzymkonjugat ExtrAvidin®-Alkalinphosphatase binden kann. Gibt man das
Enzymsubstrat (BCIP/NBT) hinzu, katalysiert das Enzym eine Farbreaktion und
fuhrt zur Bildung eines sichtbaren Farbpunktes (Spot). Somit wird an den Stellen
der Zellkultur, an denen eine T-Zelle IFNy sezerniert hat, ein Spot sichtbar. Diese

Spots kdnnen automatisiert ausgezahlt werden.
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PBMC
sezernieren

IFNy
— ° ® —
e o * o |IFNy wirdvon
Erstantikorper
gebunden
Gebundene Beladen der 24-26h Auswaschen der
Erstantikérper ELISpot-Platte Inkubation PBMC und Bindung

des Zweitantikorpers

Legende =
Erstantikérper OOD OO

e PBMC — e ¢ -— o ¢
Interferon y (IFNy)
Zweitantikérper

49 Alkalinphosphatase Spots im Well

.C.’. 2C|Z NBT kénnen automatisiert Ausfallung von BindL_Jng der
e SpO ausgezahit werden BCIP/ NBT durch Alkalinphospatase
Alkalinphosphatase

Abbildung 2: Schema des ELISpot-Assays. PBMC = Peripheral blood
mononuclear cells; IFNy = Interferon-y; BCIP = 5-Brom-4-chlor-3-

indoxylphosphat; NBT = Nitroblautetrazoliumchlorid

2.2.8.2 Durchfiihrung ELISpot-Assay (Dulovic et al. 2025; Miller JS 2025)

Die ELISpot-Platten wurden mindestens einen Tag vor dem Assay mit dem
Erstantikdrper Anti-human IFNy mAb 1-D1K beschichtet. Dafur wurde der
Antikdrper mit einer Zielkonzentration von 4 ug/ml in PBS verdinnt und jeweils
100 ul pro Well blasenfrei pipettiert. Die Platte wurde in Klarsichtfolie

eingewickelt, um ein Austrocknen zu verhindern, und bei 4 °C inkubiert.

Am Tag des Assays wurde die Platte steril abgeflickt und zweimal mit 200 pl PBS
pro Well steril gewaschen. Pro Well wurden 50 pl TCM zugegeben und
mindestens 1 h bei 37 °C inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu

sattigen.

Die PBMC wurden nach der 12-tagigen Prasensitivierung in den Kulturplatten
grundlich resuspendiert, um die Zellen von der Kulturplatte zu lésen. Die
einzelnen Zell-Suspensionen wurden in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube oder ein

15 ml Falcon uUberfUhrt. FUr eine Zahlprobe wurden 10 pl Zellsuspension
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entnommen, mit 10 yl Trypanblau vermischt und in einer Neubauer-Zahlkammer
gezahlt. Die Zell-Suspensionen wurden dann bei 350 g, 21 °C mit Bremse flr

7 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.

Wenn mdglich wurden pro Epitopmix-Stimulation mindestens drei Wells
(Triplikate) angesetzt. Fur die Kontrollen wurden jeweils zwei Wells flir die
Positivkontrolle, zwei Wells fur die DMSO-Negativkontrolle und zwei Wells fur die
HLA-Peptid-Negativkontrolle angestrebt. Die Epitopmixe wurden in 50 pyl TCM
verdinnt, sodass bei HLA-I-Peptiden die Endkonzentration im Well 1 ug/ml und
bei HLA-DR-Peptiden 5 ug/ml betrug. Fur die Positivkontrolle (PK) wurde
Phytohamagglutinin-L (PHA-L) mit einer Endkonzentration von 10 pg/ml
verwendet. Die DMSO-Negativkontrolle (NKI) wurde mit DMSO in einer
Endkonzentration von 1 pg/ml, die HLA-Peptid-Negativkontrolle (NKII) mit
Endkonzentration 5 pg/ml durchgefihrt.

Aufgrund von Lieferengpassen wahrend der COVID-19-Pandemie wurde bei
einzelnen Proben als Positivkontrolle Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB) mit
einer Endkonzentration im Well von 10 pg/ml oder Phorbol-12-myristate 13-
acetat + lonomycin (PMA+lono) mit einer Endkonzentration von 50 ng/ml (PMA)

und 0,71 pug/ml (lono) verwendet.

Pro Well wurden 200.000- 500.000 Zellen ausplattiert. Diese Zellzahl zeigte in
Kontroll-Titrationen einen verlasslichen Nachweis einer T-Zell-Antwort.
Entsprechend wurden die Zellen in warmem TCM auf eine Konzentration von
2-5*108 Zellen/ml eingestellt und je 100 ul pro Well in die ELISpot Platte pipettiert.
Die Platte wurde daraufhin 24-26 h bei 37 °C mdglichst erschitterungsfrei
gelagert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Inhalt der Platten im Waschbecken
abgeflickt und jedes Well einmal mit 200 ul PBS + 0,05 % Tween 20 gewaschen,
um verbliebene PBMC durch Disruption der Biomembran zu hamolysieren. Zum
Entfernen von PBMC-Rickstanden wurde die Platte wiederum zweimal mit
destilliertem Wasser und dreimal mit 200 yl PBS + 0,05 % Tween 20 gewaschen.
Daraufhin wurde der Zweitantikérper 7-B6-1 gegen humanes IFN-y in PBS +
0,5 % Bovinem Serumalbumin (BSA) 1:3000 (Stockkonzentration: 1 mg/ml)
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verdiinnt und davon je 100 pl pro Well hinzugegeben und 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Folgend wurde die Platte sechs Mal mit 200 ul PBS +
0,05 % Tween 20 gewaschen und anschliel3end je 100 ul pro Well ExtrAvidin®
Alkalinphosphatase 1:1000 verdinntin PBS + 0,5 % BSA hinzugegeben und eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 20 Minuten vor Ablauf der Inkubationszeit
wurde eine Tablette BCIP/ NBT in 10 ml destilliertem Wasser gelést und im
Dunkeln aufbewahrt. Im letzten Waschgang wurde die Platte dreimal mit 200 pl
PBS + 0,05 % Tween 20 und dreimal mit 200 pl destilliertem Wasser pro Well
gewaschen. Danach wurden pro Well 50 ul der BCIP/NBP-L6sung auf die Platte
pipettiert und die Platte 7 Minuten im Dunkeln inkubiert. Um die Enzym-Substrat-
Reaktion zu beenden, wurde die Platte unter laufendem Wasser ausgewaschen.
Der Plastikricken wurde entfernt und die Platte wurde lichtgeschitzt zum

Trocknen aufbewahrt.

2.2.9 Auslesen und Qualitatskontrolle (Dulovic et al. 2025; Miiller JS
2025)

Die ELISpot-Platten wurden im ImmunoSpot Series 6 Ultra-V Analyzer ELISpot

Reader von C.T.L. gescannt und der Spotcount mit Hilfe der ImmunoSpot®

Analysis Software 5.1 bestimmt. Es wurde eine softwaregestitzte und eine

manuelle Qualitatskontrolle durchgefihrt, um eventuelle Falschzahlungen oder

Clusterspots auszugleichen. Folgende Parameter wurden angewandt:

Verstarkung (Gain) 1.797

Zeit 100-110 ms
Sensitivitat 120-150
Hintergrund-Balance 70-100
Minimale Spot-GroRe 0,0025 mm?
Maximale Spot-GroRe 9,6296 mm?
Zahlbereich (normalisierte Zahlung) | 95 %
Spot-Separation 1

Tabelle 4: Parameter beim Auslesen der ELISpot-Platten.
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2.2.10 Statistische Analyse (Dulovic et al. 2025; Miiller JS 2025)

Angelehnt an Nelde et al. wurde der Mean Spot Count (MSC) bestimmt, indem
der Mittelwert der Spotcounts der Replikate einer Peptidstimulation berechnet
und anschlief3end auf eine Zellzahl von 500.000 normalisiert wurde (Nelde et al.
2021).

500.000
Zellzahl im Well

Mean Spot Count = Mittelwert (Spotcount Well 1,2,..) *

Proben wurden als auswertbar eingestuft, wenn der Mean Spot Count der

Positivkontrolle mindestens 100 betrug.

Weiterhin wurde die Intensitat (I) durch Subtraktion des Mean Spot Counts der
zur Peptid-Stimulation gehoérigen Negativkontrolle vom Mean Spot Count der

Peptid-Stimulation berechnet.
Intensitit (I) = Mean Spot Count (SI v CI) — Mean Spot Count (NKI)
Intensitit (I) = Mean Spot Count (SI1 v CII) — Mean Spot Count (NKII)

Bei manchen Proben war nicht genug Zellmaterial vorhanden, um eine DMSO-
Negativkontrolle (NKI) anzufertigen. In diesem Fall wurde der Mean Spot Count
der HLA-Peptid-Negativkontrolle (NKII) verwendet.

Eine Stimulation wurde als positiv gewertet, wenn die Intensitat gro3er als 10 war
und der Mean Spot Count der Peptidstimulation mehr als das Dreifache des

Mean Spot Count der zugehdrigen Negativkontrolle betrug.
Positiv: Intensitit > 10 UND MSC > (3 *x MSC(NK))

War mindestens eine der Stimulationen mit den Epitopmixen S| oder SlI positiv,
wurde die SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort als positiv gewertet. Ebenso
wurde die HCoV-/ SARS-CoV-2-kreuzreaktive T-Zell-Antwort als positiv
gewertet, wenn mindestens eine der Stimulationen mit den Epitopmixen CI oder

ClI positiv war.

Die statistische Analyse und grafische Darstellung erfolgte mit Microsoft Excel

(Microsoft 365) und GraphPad Prism 9.5.1. Fir nicht parametrische Daten wurde
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der zweiseitige Fisher’s exact test verwendet. Die Intensitat wurde im zweiseitige

Mann-Whitney-Test flir ungepaarte Variablen analysiert.

2.2.11 Serologie

Die serologische Immunantwort auf SARS-CoV-2 wurde im Rahmen der
Hauptstudie erhoben (Renk et al. 2022). Die Daten wurden fur diese Substudie
zum Vergleich der zellularen und humoralen Immunantwort zur Verfligung

gestellt.

Zur Erhebung der serologischen Immunantwort wurde der MultiCoV-Ab-Assay
(Becker et al. 2021) verwendet. Mit Hilfe dieses Multiplex-Immunoassays wurden
die Serumproben der Probanden auf Immunglobulin G (IgG) gegen folgende
SARS-CoV-2- und HCoV-Antigene gescreent:

SARS-CoV-2 spezifisch

- trimeric full-length spike protein (Spike Trimer)
- receptor-binding domain (RBD)

- S1domain (S1)

- S2 domain (S2)

- full-lenght nucleocapsid (N)

- N-terminal domain of nucleocapsid (N-NTD)
a-HCoVs (NL63 and 229E) und B-HCoVs (OC43 and HKU1)

- S1domain (S1)
- full-lenght nucleocapsid (N)

- N-terminal domain of nucleocapsid (N-NTD)

Durch die breite Antigenabdeckung ist dieser Test sensitiver und spezifischer als
kommerziell verfigbare Tests (Sensitivitat 88,3 % und Spezifitat 100 %) und kann
somit prazise eine Infektion mit SARS-CoV-2 oder anderen HCoV nachweisen
(Becker et al. 2021; Renk et al. 2022).
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2.2.12 Analysierte Daten (Dulovic et al. 2025; Miiller JS 2025)

In Tubingen nahmen 117 Haushalte mit insgesamt 480 Probanden an der

Beobachtungsstudie zur serologischen Immunitat nach SARS-CoV-2-Infektion
teil (s. Abbildung 3). Von diesen 117 Haushalten wurden 68 Haushalte mit

insgesamt 286 Mitgliedern in die Untersuchung der zellularen Immunitat mittels

ELISpot eingeschlossen. Bei 39 Probanden konnten nicht ausreichend PBMCs

isoliert werden, sodass keine Auswertung moglich war. Dabei handelte es sich

meist um Proben von Kindern (1-17 Jahre), bei denen eine kleinere Menge Blut

zur Verfugung stand. Es erfolgte die statistische Analyse der Daten zur zellularen

Immunitat von 247 Proben. Zudem wurde eine vergleichende statistische

Analyse zwischen zellularer und serologischer Immunitat an 240 Proben

durchgefuhrt.

SARS-CoV-2-Infektion
mindestens eines
Familienmitglieds im
Friihjahr 2020

1 3-4 Monate

Probenerhebung in
Tubingen im Juli/
August 2020

bei 117 Haushalten
(n=480)

Abbildung 3: Flowchart Datenanalyse.

/

\

Untersuchung der
zelluldren Immunantwort
mit ELISpot bei 68
Haushalten (n=286)

Statistische Analyse

Untersuchung der
serologischen
Immunantwort mit
MultiCoV-Ab bei 117
Haushalten (n=480)

(n=247)

Statistische Analyse
(n=463)

Vergleichende
statistische Analyse
(n=240)
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3 Ergebnisse
Insgesamt wurden 247 Proben mittels IFNy-ELISpot-Assay untersucht. Die

Proben wurden in vitro mit insgesamt vier verschiedenen Peptidmixen stimuliert,
deren einzelne Peptide als verifizierte T-Zell-Epitope fungieren. Zwei Peptidmixe
sind spezifisch fir SARS-CoV-2, zwei weitere Peptidmixe sind kreuzreaktiv
zwischen anderen HCoVs (HCoV-OC43, HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-
HKU1) und SARS-CoV-2. Jeweils ein Mix der spezifischen und kreuzreaktiven
Peptidmixe ist auf HLA-Klasse-I-Peptiden und ein zweiter Mix ist auf HLA-DR-
Peptide restringiert (s. Abbildung 4). Wenn es genlgend Zellmaterial gab, wurde
pro Probe und Peptidstimulation drei ELISpot-Wells (Triplikate) beflllt. Zudem
wurde fur die Stimulationen mit HLA-Klasse-I- und HLA-DR-Peptiden jeweils eine

Positivkontrolle und eine Negativkontrolle angelegt.

247 Proben

| SARS-CoV-2 kreuzreaktive Peptidmixe |

| SARS-CoV-2 spezifische Peptidmixe | Kontrallen:

Positivkontrolle (PK)

+ ¥ ¥ ¥ Negativkontrolle HLA-Klasse-| (NKI)
HLA-Klasse-| HLA-DR HLA-Klasse-| HLA-DR NegativicontralleHLA-DR (NKII)
Sl Sl Cl Cll
Stimulations- Familie 53
peptid
SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
Familien- spezifischer Peptidmix spezifischer Peptidmix kreuzreaktiver Peptid- kreuzreaktiver Peptid- PK NKI NKII
mitglied HLA-Klasse-l (SI) HLA-DR (S} mix HLA-Klasse- (Cl) mix HLA-DR (CIl)
53-01
53-02
53-03
53-04

Abbildung 4: Stimulationsschema und Beispiel-IFNy-ELISpot-Assay. Hier
beispielhaft die Ergebnisse der Familie 53 mit insgesamt vier Mitgliedern. Pro
Mitglied wurden Triplikate nach Stimulation mit SARS-CoV-2-spezifischen und
HCoV-/ SARS-CoV-2-kreuzreaktiven Peptidmixen der HLA-Klasse-I (SI/ Cl) und
HLA-DR (SllI/ Cll) angelegt. Im rechten Teil der Abbildung sind die Positivkontrolle
(PK) und Duplikate fur die Negativkontrollen der HLA-Klasse-I (NKI) und HLA-DR
(NKII) zu sehen.
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Weil alle verwendeten Peptide als verifizierte T-Zell-Epitope fungieren, wird im
Folgenden bei einer positiven Stimulation im ELISpot-Assay von einer
vorhandenen T-Zell-Antwort gesprochen. War mindestens eine Stimulation mit
SARS-CoV-2-spezifischen-Peptidmixen der HLA-Klasse-I (SI) oder HLA-DR (SlI)
positiv, dann wurde dies als positive SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort
gewertet. Ebenso wurde bei mindestens einer positiven Stimulation mit einem
SARS-CoV-2-kreuzreaktiven Peptidmix der HLA-Klasse-| (Cl) oder HLA-DR (ClII)
die SARS-CoV-2-kreuzreaktive T-Zell-Antwort als positiv gewertet.

3.1 Zellulare Immunantwort nach Stimulation mit SARS-CoV-2-

spezifischen Peptidmixen

In 76,5% (n = 189) aller untersuchten Proben war nach Stimulation mit SARS-
CoV-2-spezifischen Peptidmixen eine zellulare IFNy-Produktion messbar (s.
Tabelle 5 und Abbildung 5). Es erfolgte die Einteilung in zwei Gruppen anhand
des Alters: ,Erwachsene” (E) mit einem Alter von 18 bis 69 Jahren (n = 150) und
,Kinder/ Jugendliche* (K/J) mit einem Alter von 1 bis 17 Jahren (n = 97). Bei
Erwachsenen war signifikant haufiger eine SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-
Antwort nachweisbar als bei Kindern und Jugendlichen (s. Abbildung 5A,
Erwachsene n = 134 (89,3%) positiv; Kinder/ Jugendliche n = 55 (56,7%) positiv;

zweiseitiger Fisher’s exact test ****, p < 0,0001.).

Die SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort richtete sich bei 143 von 189
positiven Proben (75,7%) sowohl gegen den Sl-Peptidmix als auch gegen den
SlI-Peptidmix (s. Abbildung 5B). Zwischen Erwachsenen und Kindern/
Jugendlichen zeigte sich in dieser Hinsicht kein signifikanter Unterschied (S| und
Sl positiv: E 77,6%; K/J 70,9%; zweiseitiger Fisher's exact test p > 0,05). Auch
bei der Erkennungsrate des Sl-Peptidmix zeigte sich kein Unterschied zwischen
Erwachsenen und Kindern/ Jugendlichen (S| positiv: E 80,6%; K/J 85,5%;
zweiseitiger Fisher’'s exact test p > 0,05). Jedoch war bei Erwachsenen signifikant
haufiger eine Antwort auf den SlI-Peptidmix nachweisbar als bei Kindern/
Jugendlichen (s. Abbildung 5B, SlI positiv.: E 97,0%; K/J 85,5%; zweiseitiger
Fisher's exact test **, p = 0,0061).
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Die Daten zur humoralen Immunantwort (s. Tabelle 5) wurden durch die
Arbeitsgruppe Renk der Kinderinfektiologie der Klinik fir Kinder- und
Jugendmedizin am Universitatsklinikum Tubingen erhoben und wurden
freundlicherweise zum Vergleich der humoralen mit der zellularen Immunantwort

zur Verfigung gestellt.

Gesamt Erwachsene | Kinder/ Jugendliche
n (%) n (%) n (%)

Anzahl Probanden | 247 (100) | 150 (100) 97 (100)

Alter (Jahre)

Bereich 1-69 18-69 1-17

Median 35 44 10

Geschlecht

Weiblich 123 (49,8) 75 (50,0) 48 (49,5)

Mannlich 122 (49,4) 73 (48,7) 49 (50,5)

Keine Daten 2(0,8) 2(1,3) -

Nachweisbare SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort (n (%))

Sl und/ oder SlI

Positiv 189 (76,5) | 134 (89,3) 55 (56,7)

Negativ 58 (23,5) 16 (10,7) 42 (43,3)

Positive Stimulationen bei Nachweis einer SARS-CoV-2-spezifischen T-
Zellantwort (n (% der Proben mit nachweisbarer SARS-CoV-2-

spezifischer T-Zellantwort))

Sl und SlI

Positiv 143 (75,7) 104 (77,6) | 39 (70,9)
sl

Positiv 155 (82,0) | 108 (80,6) | 47 (85,5)
Negativ 34 (18,0) | 26 (19,4) 8 (14,5)
sl

Positiv 177 (93,7) | 130 (97,0) 47 (85,5)
Negativ 12(6,3)  4(3,0) 8 (14,5)
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Humorale Immunantwort auf SARS-CoV-2 (n (%))

Positiv 123 (561,5) 95 (65,5) 28 (29,8)
Negativ 116 (48,5) 50 (34,5) 66 (70,2)
Keine Daten 8 5 3
Anzahl an Familien | 67

Datum der 11. Juli bis 1. August 2020
Probenentnahme

Tabelle 5: Zusammenfassung der analysierten Spenderdaten zur SARS-
CoV-2-spezifischen humoralen und zelllularen Immunantwort. Proben
wurden anhand des Alters der Gruppe ,Erwachsene® (18-69 Jahre) und ,Kinder/
Jugendliche® (1-17 Jahre) zugeordnet. Die T-Zell-Antwort wurde mit ELISpot-
Assay nach in vitro-Stimulation mit SARS-CoV-2-spezifischen Peptidmixen
jeweils restringiert zu HLA-Klasse-l (SI) und HLA-DR (Sll) erhoben. Humorale
Immunantwort ermittelt durch MultiCoV-Ab IgG-Assay.
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A Nachweis einer SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-Antwort

3 (-) spezifische T-Zell-Antwort

Gesamt (n=247) Bl (+) spezifische T-Zell-Antwort
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Abbildung 5: Prozentuale Verteilung der als positiv und negativ gewerteten
Probanden nach Stimulation mit SARS-CoV-2-spezifischen Peptidmixen.
(A) Prozentuale Verteilung der als positiv (+) und negativ (-) gewerteten
Probanden in der Gesamtkohorte. Unterteilung in ,Gesamt” (alle untersuchten
Probanden), ,Erwachsene® (Alter der Probanden 18-69 Jahre) und ,Kinder/
Jugendliche® (Alter der Probanden 1-17 Jahre). Gezeigt wird jeweils die Fraktion

*kkk

von allen 247 getesteten Proben. p < 0.0001 im zweiseitigen Fisher’'s exact
test. (B) Prozentuale Verteilung der positiven Stimulationen mit Peptidmix Sl, SlI
oder kombiniert positiver Stimulation (SI und Sll) innerhalb der Proben mit
nachgewiesener SARS-CoV-2-spezifischer T-Zell-Antwort aufgeteilt fur die
verschiedenen Altersgruppen (Gesamt n = 189, Erwachsene n = 134, Kinder/

Jugendliche n = 55). ** p = 0,0061 im zweiseitigen Fisher’s exact test.
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3.2 Zellulare und serologische SARS-CoV-2-spezifische Inmunantwort
im Vergleich

Folgend wurden Daten von insgesamt 239 Probanden analysiert, bei denen
sowohl Informationen zur T-Zell-Antwort als auch zur Antikdrper-Antwort
vorlagen (Dulovic et al. 2025). Von diesen Probanden wiesen 182 (76,2%) eine
messbare SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort auf. Innerhalb dieser Gruppe
konnte bei 120 Probanden (65,9%) zusatzlich eine Serokonversion mit SARS-
CoV-2-spezifischer Antikorper-Antwort im MultiCoV-Ab 1gG-Assay festgestellt
werden. Diese Untergruppe wird im weiteren Verlauf als Gruppe ,B- und T-Zell-
Antwort" bezeichnet. Bei den verbleibenden 62 Probanden (34,1%) mit SARS-
CoV-2-spezifischer T-Zell-Antwort konnte hingegen keine zusatzliche Antikorper-
Antwort nachgewiesen werden. Diese Probanden werden in der weiteren

Analyse der Gruppe ,nur T-Zell-Antwort" zugeordnet.

Bei 57 Probanden (23,8%) war keine SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort
nachweisbar, allerdings wurde bei 3 Probanden (5,26%) eine isolierte SARS-
CoV-2-spezifische Antikorper-Antwort festgestellt. Diese Probanden bilden die
Gruppe ,nur B-Zell-Antwort". Es ist anzumerken, dass alle 3 Proben in dieser
Gruppe ausschliel3lich von Kindern und Jugendlichen stammten. Der Grol3teil der
Probanden ohne SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort (54 Probanden
(94,7%)) zeigte keine SARS-CoV-2-spezifische Antikérper-Produktion und wird
im weiteren Verlauf als Gruppe ,keine SARS-CoV-2-spezifische Immunantwort"
benannt. Eine Ubersicht tber die Gruppen der B- und T-Zell-Antwort zeigt
Abbildung 6.

Es fallt auf, dass Kinder und Jugendliche oft keine SARS-CoV-2-spezifische
Immunantwort zeigten, denn von 54 Proben ohne SARS-CoV-2-spezifische
Immunantwort stammten 38 Proben von Kindern/ Jugendlichen (s. Abbildung 7).
Dem gegenuber steht, dass 95 von 120 Proben mit B- und T-Zell-Antwort von

Erwachsenen stammten.
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Zellulare und serologische
Immunantwort erhoben (n=239)

1 |

(+) T-Zell-Antwort auf SARS-CoV-2 (-) T-Zell-Antwort auf SARS-CoV-2
spezifische Peptide (n=182) spezifische Peptide (n=57)
(+) Antikorper (-) Antikorper (+) Antikorper (-) Antikdrper gegen SARS-
gegen SARS-CoV-2 gegen SARS-CoV-2 gegen SARS-CoV-2 CoV-2
B- und T-Zell- el Arwor Keine SARS-CoV-2-
Antwort Lo e_‘;zn we spezifische Immunantwort
n=120 e n=54

Abbildung 6: Einteilung in Gruppen anhand der SARS-CoV-2-spezifischen
B- und T-Zell-Antwort. (+) = im Test positiv; (-) = im Test negativ; Einteilung
nach SARS-CoV-2-spezifischer T-Zell-Antwort (Nachweis reaktiver T-Zellen
nach Stimulation mit SARS-CoV-2-spezifischen Peptidmixen im ELISpot-IFNy-
Assay) und SARS-CoV-2-spezifischer B-Zell-Antwort (Nachweis von Antikorpern
gegen SARS-CoV-2 mittels MultiCoV-Ab IgG-Assay).

Bl B- und T-Zell-Antwort
Bl nur T-Zell-Antwort

= 2 nur B-Zell-Antwort
= 80 ,
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o spezifische
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mmunantwort
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Gesamt Erwachsene Kinder/ Jugendliche

Abbildung 7: SARS-CoV-2-spezifische B- und T-Zell-Antwort eingeteilt nach
Alter. Absolute Anzahl der Proben. Gesamt (Alter 1-69 Jahre) n = 239,
Erwachsene (Alter 19-69 Jahre) n = 145, Kinder/ Jugendliche (1-17 Jahre) n = 94
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Betrachtet man dies in Relation zu der Gruppengrdlie wird ersichtlich, dass bei
Kindern und Jugendlichen insgesamt seltener eine SARS-CoV-2-spezifische T-
Zell-Antwort messbar war (s. Abbildung 8A; Gruppe ,nur T-Zell-Antwort* und ,,B-
und T-Zell-Antwort” addiert: E 89,0% aller Proben; K/J 56,4% aller Proben)
(Dulovic et al. 2025). Wenn Kinder und Jugendlichen eine SARS-CoV-2-
spezifische T-Zell-Antwort zeigten, ist die Wahrscheinlichkeit einer zusatzlichen
Serokonversion geringer als bei Erwachsenen (s. Abbildung 8B, ,nur T-Zell-
Antwort® im Verhaltnis zu Proben mit SARS-CoV-2-spezifischer T-Zell-Antwort
K/J: 52,8%; E: 26,4%, zweiseitiger Fisher’s exact test ***, p = 0,001) (Dulovic et
al. 2025).
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Abbildung 8: Prozentualer Anteil der SARS-CoV-2-spezifischen B- und T-
Zell-Antwort bei Kindern/ Jugendlichen und Erwachsenen. (A) Anteil an allen
ausgewerteten Proben: Erwachsene (Alter 18-69 Jahre) n = 145, Kinder/
Jugendliche (1-17 Jahre) n = 94. (B) Vergleich der Serokonversionrate bei
positiver SARS-CoV-2-spezifischer T-Zell-Antwort bei Kindern/ Jugendlichen und
Erwachsenen. Erwachsene n = 129; Kinder/ Jugendliche n = 53; *** p = 0,001 im

zweiseitigen Fisher’'s exact test.
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In den Gruppen mit SARS-CoV-2-spezifischer B- und T-Zell-Antwort wurden die
unterschiedlichen SARS-CoV-2-spezifischen Peptidmixe bei Erwachsenen und
Kindern/ Jugendlichen mit ahnlich hohen Frequenzen erkannt (s. Abbildung 9A;
E: Sll 97,9%, Sl 90,5%, S| und SII kombiniert 88,4%; K/J: Sll 96,0%, S| 96,0%,
S| und SlI kombiniert 92,0%). Lag nur eine SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-
Antwort vor, richtete sich diese bei Erwachsenen in 94,1% der Falle gegen SlI,
bei Kindern und Jugendlichen jedoch nur in 75,0% der Falle (siehe Abbildung
9B). Gegenuber Sl reagierten Erwachsene jedoch seltener als Kinder und
Jugendliche mit einer T-Zell-Antwort (SI: E 50%; K/J 75%). Die Erkennungsraten
unterschieden sich zwischen Erwachsenen und Kindern/ Jugendlichen im

zweiseitigen Fisher’s exact test jedoch nicht signifikant (p > 0,05).
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A Erkennungsraten der SARS-CoV-2-spezifischen Peptidmixe
bei kombinierter B- und T-Zell-Antwort

B Erwachsene (n=134})
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Jugendliche (n=25}
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B Erkennungsraten der SARS-CoV-2-spezifischen Peptidmixe
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Abbildung 9: Erkennungsraten der SARS-CoV-2-spezifischen Peptidmixe.
(A) Erkennungsraten der SARS-CoV-2-spezifischen Peptidmixe Sl, Sll oder SI
und Sl kombiniert bei Probanden mit SARS-CoV-2-spezifischer B- und T-Zell-
Antwort. Anteil an der jeweiligen Gruppengrofe, Erwachsene n = 134, Kinder/
Jugendliche n = 25. (B) Erkennungsraten der SARS-CoV-2- spezifischen
Peptidmixe S, Sl oder Sl und Sl kombiniert bei Probanden mit alleiniger SARS-
CoV-2-spezifischer T-Zell-Antwort. Anteil an der jeweiligen Gruppengrolie,

Erwachsene n = 34, Kinder/ Jugendliche n = 28.
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3.3 Intensitat der SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-Antwort

Um die Intensitat der T-Zell-Antwort zu quantifizieren, wurde der Mittelwert der
Spot Counts einer Peptid-Stimulation auf 500.000 Zellen normalisiert und
dadurch der Mean Spot Count berechnet. Folgend wurde der Mean Spot Count
der zur Peptid-Stimulation gehérenden Negativkontrolle von dem Mean Spot
Count der Peptid-Stimulation subtrahiert, wie im Methodenteil im Abschnitt 2.2.10

Statistische Analyse beschrieben wird.

Die Intensitat der Reaktion nach Stimulation mit SARS-CoV-2-spezifischen
Peptidmischungen erreichte ihre hochste Auspragung bei kombinierter B- und T-
Zell-Antwort. Dies zeigte sich in der medianen Intensitat von 406,2 fur den Sl-
Peptidmix und 1067,0 fur den SlI-Peptidmix (s. Abbildung 10A+E). Im Vergleich
dazu betrug die mediane Intensitat bei alleiniger T-Zell-Antwort 23,14 (SI) und
75,46 (Sll). Die Intensitaten sowohl fur Sl als auch fir Sl unterschieden sich
signifikant im zweiseitigen Mann-Whitney-Test in den Gruppen ,B- und T-Zell-
Antwort“ und ,nur T-Zell-Antwort® (**** p < 0,0001) und ebenfalls zwischen den
Gruppen ,nur T-Zell-Antwort® und ,keine SARS-CoV-2 spezifische
Immunantwort® (**** p < 0,0001) (Dulovic et al. 2025).

Dieser Unterschied zeigte sich sowohl bei Erwachsenen als auch bei Kindern/
Jugendlichen (s. Abbildung 10B, C, F, G) (Dulovic et al. 2025). Die medianen
Intensitaten nach Stimulation mit SlI-Peptidmix zeigten sich generell hoher als

beim Sl-Peptidmix.

Zwischen den verschiedenen Altersgruppen bestand bezuglich der Intensitat der
T-Zell-Antwort auf den SI-Peptidmix kein signifikanter Unterschied, wie durch den
zweiseitigen Mann-Whitney-Test (s. Abbildung 10D) bestatigt wurde (p > 0,05)
(Dulovic et al. 2025). Jedoch fallt auf, dass in der Untergruppe "nur T-Zell-
Antwort" bei Kindern und Jugendlichen eine signifikant geringere Intensitat
gegenuber dem SllI-Peptidmix im Vergleich zu Erwachsenen gemessen wurde
(s. Abbildung 10H; zweiseitiger Mann-Whitney-Test; * p = 0,0467; Median K/J =
49,13; E =79,99).
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Intensitat nach Stimulation mit

SARS-CoV-2-spezifischen Peptidmixen
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Abbildung 10: Intensitat der T-Zell-Antwort nach Stimulation mit SARS-
CoV-2-spezifischen Peptidmixen. Werte < 0 auf 0,01 gesetzt. Bei der
statistischen Auswertung im zweiseitigen Mann-Whitney-Test wurde mit den
tatsachlichen Werten gerechnet. Datenpunkte reprasentieren die Intensitat
jeweils einer Probe, zusatzlich Darstellung des Medians. ns = nicht signifikant mit
p>0,05. (A-D) Intensitat der T-Zell-Antwort auf SARS-CoV-2-spezifischen
Peptidmix Sl unterteilt in Gruppen anhand der zellularen und serologischen
SARS-CoV-2-spezifischen Immunantwort. (A) Intensitat der T-Zell-Antwort auf Sl
aller Proben, ****p < 0.0001 (B) Intensitat der T-Zell-Antwort auf Sl der Gruppe
Kinder/ Jugendliche (1-17 Jahre), ***p = 0,0003 (C) Intensitat der T-Zell-Antwort
auf Sl der Gruppe Erwachsen (18-69 Jahre), ****p < 0.0001 (D) Vergleich der
Intensitat zwischen Kindern/ Jugendlichen und Erwachsenen auf Sl bei Nachweis
einer zellularen und humoralen SARS-CoV-2-spezifischen Immunantwort (,T-
und B-Zell-Antwort®) und bei alleinigem Nachweis einer zellularen SARS-CoV-2-
spezifischen Immunantwort (,nur T-Zell-Antwort“) (E-H) Intensitat der T-Zell-
Antwort auf SARS-CoV-2-spezifischen Peptidmix SII unterteilt in Gruppen
Anhand der =zellularen und serologischen SARS-CoV-2-spezifischen
Immunantwort. (E) Intensitat der T-Zell-Antwort auf SlI aller Proben, ****p <
0.0001 (F) Intensitat der T-Zell-Antwort auf Sl der Gruppe Kinder/ Jugendliche
(1-17 Jahre), ****p < 0.0001 (G) Intensitat der T-Zell-Antwort auf Sll der Gruppe
Erwachsen (18-69 Jahre), ****p < 0.0001 (H) Vergleich der Intensitat zwischen
Kindern/ Jugendlichen und Erwachsenen auf Sll bei Nachweis einer zellularen
und humoralen SARS-CoV-2-spezifischen Immunantwort (,T- und B-Zell-
Antwort‘) und bei alleinigem Nachweis einer zelluldaren SARS-CoV-2-
spezifischen Immunantwort (,nur T-Zell-Antwort®), * p = 0,0467.
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3.4 Zellulare Immunantwort nach Stimulation mit HCoV- und
SARS-CoV-2-kreuzreaktiven Peptidmixen

Um eine Kreuzreaktivitat zwischen  SARS-CoV-2 und  anderen
humanpathogenen Coronaviren beurteilen zu konnen, wurde mit Peptidmixen
stimuliert, die spezifisch fir SARS-CoV-2 sind und gleichzeitig als Epitop fur T-
Zellen dienen, die Epitope aus endemischen Coronaviren (HCoV-OC43, HCoV-
229E, HCoV-NL63, HCoV-HKU1) erkennen.

Bei 89,8% der Proben (n = 221) war eine T-Zell-Antwort auf mindestens einen
der zwei kreuzreaktiven Peptidmixe (Cl oder CIl) nachweisbar (s. Abbildung 11
und Tabelle 6). Dies wird weiterhin als ,kreuzreaktive T-Zell-Antwort” bezeichnet.
Es sticht ins Auge, dass bei fast allen Erwachsenen (95,3%) eine kreuzreaktive
T-Zell-Antwort messbar war. Damit wiesen Erwachsene haufiger eine
kreuzreaktive T-Zell-Antwort auf als Kinder/ Jugendliche (s. Abbildung 11,
Erwachsene 95,3% (n = 143) vs. Kinder/ Jugendliche 81,3% (n =78), zweiseitiger
Fisher’s exact test, *** p = 0,0008).

= (+) kreuzreaktive
T-Zell-Antwort
Gesamt (n=246)=
= (-) kreuzreaktive
T-Zell-Antwort
Erwachsene {n=150)=
] o* ok ok
Kinder!/ Jugendliche (n=96)-
| . | . | . ] v 1

0 20 40 60 80 100
Anteil der Proben [%)

Abbildung 11: Prozentuale Verteilung der als positiv und negativ
gewerteten Proben nach Stimulation mit HCoV- und SARS-CoV-2-
kreuzreaktiven Peptidmixen. Prozentuale Verteilung der als positiv und negativ
gewerteten Proben in der Gesamtkohorte. Unterteilung in ,Gesamt® (alle
untersuchten Proben), ,Erwachsene® (Alter der Spender 18-69 Jahre) und
,Kinder/ Jugendliche® (Alter der Spender 1-17 Jahre). Gezeigt wird jeweils die
Fraktion von allen 246 getesteten Proben. *** p = 0,0008 im zweiseitigen Fisher’'s
exact test.
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Gesamt Erwachsene | Kinder/

n (%) n (%) Jugendliche
n (%)
Anzahl Probanden 246 (100) 149 (100) 97 (100)

T-Zell-Antwort (n (%)) nach Stimulation mit SARS-CoV-2 kreuzreaktiven
Peptidmixen

Cl und/ oder ClI

Positiv 221 (89,8) 143 (95,3) 78 (81,3)
Negativ 25 (10,2) 7(4,7) 18 (18,8)
Positive Stimulationen bei Nachweis einer HCoV-/ SARS-CoV-2-
kreuzreaktiven T-Zellantwort (n (% der Proben mit nachweisbarer HCoV/
SARS-CoV-2-kreuzreaktiver T-Zellantwort))

Clund ClI

Positiv 139 (62,9) 97 (67,8) 42 (53,8)
Cl

Positiv 143 (64,7) 98 (68,5) 45 (57,7)
Negativ 78 (35,3) 45 (31,5) 33 (42,3)
Cll

Positiv 217 (98,2) 142 (99,3) 75 (96,2)
Negativ 4 (1,8) 1(0,7) 3(3,8)

Tabelle 6: Zusammenfassung der analysierten Spenderdaten zur HCoV-
und SARS-CoV-2-kreuzreaktiven T-zelllularen Immunantwort. Proben
wurden anhand des Alters der Gruppe ,Erwachsene” (18-69 Jahre) und ,Kinder/
Jugendliche® (1-17 Jahre) zugeordnet. Die T-Zell-Antwort wurde mit ELISpot-
Assay nach in vitro-Stimulation mit HCoV-/ SARS-CoV-2-kreuzreaktiven
Peptidmixen jeweils restringiert zu HLA-Klasse-I (Cl) und HLA-DR (CII) erhoben.
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Bei Nachweis einer SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-Antwort wiesen samtliche
Proben mit nur einer Ausnahme (99,5%) gleichzeitig auch eine kreuzreaktive T-
Zell-Antwort auf. Hingegen zeigten Proben ohne Nachweis einer SARS-CoV-2-
spezifischen T-Zell-Antwort nur in 57,9% der Falle eine kreuzreaktive T-Zell-
Antwort. Der zweiseitige Fisher's exact test zeigte einen signifikanten
Zusammenhang zwischen der SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-Antwort und der
kreuzreaktiven T-Zell-Antwort (**** p < 0,0001, s. Abbildung 12). Diese Beziehung
zeigte sich altersunabhangig bei Erwachsenen und Kindern/ Jugendlichen und
spiegelt sich auch in Abbildung 11 wider, wenn man die hohe Pravalenz SARS-
CoV-2-spezifischer T-Zell-Antworten bei Erwachsenen und die geringere

Haufigkeit solcher Reaktionen bei Kindern berutcksichtigt.

%k k% k

100% -
° ] Bl Alle Proben

80%- B Erwachsene

3 Kinder/ Jugendliche
60%— -0-
40% -

20%-

0%—

HCoV- und SARS-CoV-2-
kreuzreaktive T-Zell-Antwort

S+ S-
SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort

Abbildung 12: Kreuzreaktive T-Zell-Antwort abhangig von der SARS-CoV-2-
spezifischen T-Zell-Antwort. (S+) = T-Zell-Antwort auf SARS-CoV-2-
spezifische Peptidmixe; (S-) = keine T-Zell-Antwort auf SARS-CoV-2-
spezifische Peptidmixe, Alle Proben n = 246 (n(S+) = 189; n(S-) = 57),
Erwachsene n = 150 ((S+) = 134; (S-) = 16) , Kinder/ Jugendliche n = 96
((S+) = 55; (S-) =41); *™** p < 0,0001 im zweiseitigen Fisher's exact test.
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Zwischen den Gruppen mit Nachweis einer SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-
Antwort (,B- und T-Zell-Antwort* und ,nur T-Zell-Antwort“) bestand kein
signifikanter Unterschied bezuglich der kreuzreaktiven T-Zell-Antwort (s.
Abbildung 13; Cl und Cll kombiniert: ,B- und T-Zell-Antwort®: 75,0%, ,nur T-Zell-
Antwort“: 61,3%; CI: ,B- und T-Zell-Antwort“: 75,0%, ,nur T-Zell-Antwort“: 66,1%;
Cll: ,B- und T-Zell-Antwort“: 99,2%, ,nur T-Zell-Antwort“: 95,2%; jeweils im
zweiseitigen Fisher’s exact test nicht signifikant, p > 0,05). Wenn keine SARS-
CoV-2-spezifische Immunantwort gemessen wurde, war auch seltener eine
kreuzreaktive T-Zell-Antwort nachweisbar (s. Abbildung 13; ,keine SARS-CoV-2-
spezifische Immunantwort®: Cl und Cll kombiniert 17,0%, Cl 18,9%, Cll 56,6%).

Insgesamt fiel auf, dass die kreuzreaktive T-Zell-Antwort vor allem durch CII-
Peptide mediiert wurde, auch wenn keine SARS-CoV-2-spezifische-
Immunantwort nachgewiesen wurde (,keine SARS-CoV-2-spezifische
Immunantwort® Erkennungsraten: CIl 56,6%; CI 18,9%). Diese Ergebnisse sind

durch beide Altersgruppen konsistent.

:I ns Bl B- und T-Zell-Antwort (n=120)
Hl nur T-Zell-Antwort (n=62)

keine SARS-CoV-2-spezifische
:l ns Immunantwort (n=53)

Cl und Cll kombiniert
cl

ci Ins

0 20 40 60 80 100
Proben [%]

Abbildung 13: Erkennungsraten der HCoV- und SARS-CoV-2-
kreuzreaktiven Peptidmixe ClI und CIl eingeteilt nach SARS-CoV-2-
spezifischer Immunantwort. Erkennungsrate der Peptidmixe ClI, Cll und beider
Peptidmixe Cl und Cll kombiniert, anteilig an der jeweiligen Gruppen, ,B- und T-
Zell-Antwort* n = 120, ,nur T-Zell-Antwort* n = 62; ,keine SARS-CoV-2-
spezifische Immunantwort® n = 53; ns= nicht signifikant im zweiseitigen Fisher’s

exact test, p > 0,05.
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3.5 Intensitat der kreuzreaktiven T-Zell-Antwort

Die Intensitat der kreuzreaktiven T-Zell-Antwort war bei gleichzeitiger SARS-
CoV-2-spezifischer T-Zell-Antwort hoher als ohne diese, wie in Abbildung 14A
dargestellt (Dulovic et al. 2025). Fur den CI-Peptidmix betrug die mediane
Intensitat bei "B- und T-Zell-Antwort" 139,2, bei "nur T-Zell-Antwort" 29,07, bei
"nur B-Zell-Antwort" 4,67 wund bei "keine SARS-CoV-2-spezifische
Immunantwort" 1,11 (Dulovic et al. 2025). Gleiches zeigte sich in Abbildung 14E
fur den ClI-Peptidmix, wo die Medianwerte fur "B- und T-Zell-Antwort" 796,1, "nur
T-Zell-Antwort" 238,7, "nur B-Zell-Antwort" 4,5 und "keine SARS-CoV-2-

spezifische Immunantwort" 16,72 betrugen (Dulovic et al. 2025).

Die Intensitat gegenuber ClI-Peptiden zeigte eine hohere Auspragung im
Vergleich zu Cl-Peptiden. Ebenso waren bei den SARS-CoV-2-spezifischen T-
Zell-Antworten hohere Intensitaten ausgepragt als bei kreuzreaktiven T-Zell-
Antworten. Dies ist beispielsweise in der Gruppe "B- und T-Zell-Antwort"
ersichtlich, wo die Medianintensitat fur Cl 139,2 betrug, wahrend sie fur den
SARS-CoV-2-spezifischen Peptidmix Sl 406,2 war.

Wie schon zuvor bei der SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-Antwort festgestellt
wurde, fand sich unter Betrachtung aller Proben ein signifikanter Unterschied
zwischen den Intensitaten der T-Zell-Antworten auf Cl- und ClI-Peptidmixe der
Gruppen ,B- und T-Zell-Antwort* und ,nur T-Zell-Antwort* (zweiseitiger Mann-
Whitney-Test, ** p = 0,0014; s. Abbildung 14A, D). Unter Berucksichtigung der
Altersgruppen fiel jedoch auf, dass sich die Intensitaten der T-Zell-Antworten
gegenuber dem Cl-Peptidmix der Gruppen ,B- und T-Zell-Antwort“ und ,nur T-
Zell-Antwort“ bei Kindern/ Jugendlichen nicht signifikant unterschieden (K/J:
mediane Intensitat ,B- und T-Zell-Antwort® 133,4; ,nur T-Zell-Antwort* 24,19;
zweiseitiger Mann-Whitney-Test, p > 0,05, s. Abbildung 14B). Bei Erwachsenen
unterschieden sich die beiden Gruppen signifikant (mediane Intensitat ,B- und T-
Zell-Antwort® 142,8; ,nur T-Zell-Antwort® 33,13; zweiseitiger Mann-Whitney-Test,
** p=0,0067, s. Abbildung 14C). In den anderen Stimulationen mit ClI-Peptidmix
und auch nach Stimulation mit Sl-und SlI-Peptidmix war sonst immer ein

signifikanter Unterschied der Intensitat zwischen den beiden Untergruppen ,B-
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und T-Zell-Antwort® und ,nur T-Zell-Antwort® messbar, auch innerhalb der

Altersgruppen (s. Abbildung 14E, F, G).

Analog zur SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-Antwort haben Kinder/Jugendliche
in der Gruppe ,nur T-Zell-Antwort” eine niedrigere mediane Intensitat gegenlber
Cll-Peptidmix als Erwachsene (s. Abbildung 14D, H; mediane Intensitat ,nur T-
Zell-Antwort” K/J: 148,9; E: 395,5; zweiseitiger Mann-Whitney-Test * p = 0,0404).
Abgesehen davon bestanden keine signifikanten Differenzen in den Intensitaten

zwischen den Altersgruppen (Dulovic et al. 2025).
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Abbildung 14: Intensitat der T-ZeII-AntV\;ort nach Stimulation mit HCoV- und
SARS-CoV-2 kreuzreaktiven Peptidmixen. Werte < 0 auf 0,01 gesetzt. Bei der
statistischen Auswertung im zweiseitigen Mann-Whitney-Test wurde mit den
tatsachlichen Werten gerechnet. Datenpunkte reprasentieren die Intensitat
jeweils einer Probe, zusatzlich Darstellung des Medians. ns = nicht signifikant mit
p > 0,05 (A-D) Intensitat der T-Zell-Antwort auf HCoV- und SARS-CoV-2-
kreuzreaktiven Peptidmix Cl unterteilt in Gruppen anhand der zellularen und
serologischen SARS-CoV-2-spezifischen Immunantwort. (A) Intensitat der T-
Zell-Antwort auf ClI aller Proben, ** p = 0,0014, ****p < 0.0001 (B) Intensitat der
T-Zell-Antwort auf Cl der Gruppe Kinder/ Jugendliche (1-17 Jahre) (C) Intensitat
der T-Zell-Antwort auf Cl der Gruppe Erwachsen (18-69 Jahre) ** p = 0,0067 (D)
Vergleich der Intensitat auf Cl zwischen Kindern/ Jugendlichen und Erwachsenen
bei Nachweis einer zellularen und humoralen SARS-CoV-2-spezifischen
Immunantwort (,T- und B-Zell-Antwort) und bei alleinigem Nachweis einer
zellularen SARS-CoV-2-spezifischen Immunantwort (,nur T-Zell-Antwort®) (E-H)
Intensitat der T-Zell-Antwort auf HCoV- und SARS-CoV-2-kreuzreaktiven
Peptidmix CIlI unterteilt in Gruppen anhand der zellularen und serologischen
SARS-CoV-2-spezifischen Immunantwort. (E) Intensitat der T-Zell-Antwort auf
Cll aller Proben, **** p < 0.0001 (F) Intensitat der T-Zell-Antwort auf CIl der
Gruppe Kinder/ Jugendliche (1-17 Jahre), *** p = 0,0006 (G) Intensitat der T-Zell-
Antwort auf Cll der Gruppe Erwachsen (18-69 Jahre), ** p = 0,0039 (H) Vergleich
der Intensitat auf Cll zwischen Kindern/ Jugendlichen und Erwachsenen bei
Nachweis einer zelluldaren und humoralen SARS-CoV-2-spezifischen
Immunantwort (,T- und B-Zell-Antwort) und bei alleinigem Nachweis einer
zelluldren SARS-CoV-2-spezifischen Immunantwort (,nur T-Zell-Antwort®),
*p=0,0404.
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3.6 Familiare Durchseuchung

Es fand sich ein gemischtes Bild bezuglich der gemessenen SARS-CoV-2-
spezifischen B- und T-Zell-Antwort zwischen einzelnen Familienmitgliedern (s.
Abbildung 15). Dabei zeigte sich, dass in einigen Fallen lediglich ein einziges
Familienmitglied eine SARS-CoV-2-spezifische T- und B-Zell-Reaktion
entwickelte, wahrend andere Familienmitglieder keine nachweisbaren SARS-
CoV-2-spezifischen T- oder B-Zellen aufwiesen, so beispielsweise in den
Familien 5, 8, 13, 47, 55, 37, 12. Im Gegensatz dazu war bei 30 der 66 (45,5%)
Familien bei allen Familienmitgliedern, zu denen Daten vorlagen, eine SARS-

CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort oder Serokonversion nachweisbar.

Interessanterweise erfolgte in 40 von 66 (60,6%) der analysierten Familien bei
mindestens einem Familienmitglied eine SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-
Reaktion ohne begleitende Serokonversion und somit ohne Bildung von SARS-
CoV-2-spezifischen Antikdrpern. In sechs Familien (51, 46, 38, 52, 41, 64) war
bei keinem Familienmitglied eine Serokonversion nachweisbar, jedoch

manifestierte sich eine alleinige SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort.
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Abbildung 15: Familiare Durchseuchung mit SARS-CoV-2-spezifischen T-
und B-Zellen. Familie 27 und 45 wurden nicht in die Analyse eingeschlossen, da
Daten zu T-Zell-Antwort oder Antikdrper-Antwort unvollstandig waren. Sortierung
anhand der Anzahl der Proben mit positiver SARS-CoV-2-spezifischer B- und T-
Zell-Antwort sowie mit alleiniger SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-Antwort und
der Anzahl an Familienmitgliedern. Die Familiennummerierung erfolgte zufallig.
,Daten unbekannt‘ = Ergebnis fir SARS-CoV-2-spezifische T- oder B-Zell-
Antwort liegt nicht vor.
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3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse
T-Zell-Antwort _auf SARS-CoV-2-spezifische Peptidmixe: Bei 89,3% aller
Erwachsenen und bei 56,7% aller Kinder / Jugendlichen wurde eine SARS-CoV-

2-spezifische T-Zell-Antwort gemessen. Die SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-
Antwort richtete sich bei 75,7% der Probanden sowohl gegen den SI- als auch
gegen den SlI-Peptidmix. Bei Erwachsenen war haufiger als bei Kindern/
Jugendlichen eine SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort auf SlI-Peptidmix

messbar.

Zelluldre und serologische SARS-CoV-2-spezifische Immunantwort: Wurde eine

SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort nachgewiesen, war die
Antikdrperantwort in nur 65,9% der Falle positiv. Kinder und Jugendliche wiesen
bei nachgewiesener SARS-CoV-2-spezifischer T-Zell-Antwort doppelt so haufig
keine Antikdrperantwort wie Erwachsene auf (K/J: 52,8%; E: 26,4%) (Dulovic et
al. 2025).

Intensitét der SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-Antwort: Die Intensitat der SARS-

CoV-2-spezifischen T-Zell-Antwort war am hochsten bei Probanden mit

gleichzeitigem Nachweis von Antikorpern (Dulovic et al. 2025) und gegenuber
dem SllI-Peptidmix starker ausgepragt als gegenuber dem Sl-Peptidmix. Bei
Erwachsenen war in der Untergruppe ,nur T-Zell-Antwort® die Intensitat der T-

Zell-Antwort gegenuber dem SllI-Peptidmix héher als bei Kindern/Jugendlichen.

HCoV- und SARS-CoV-2 Kreuzreaktivitdt _abhéngig von SARS-CoV-2-
spezifischer T-Zell-Antwort: Bei Nachweis von SARS-CoV-2-spezifischen T-

Zellen war altersunabhangig bis auf eine Ausnahme auch eine HCoV- und SARS-
CoV-kreuzreaktive T-Zell-Antwort vorhanden, die sich vor allem gegen den CII-
Peptidmix richtete (Dulovic et al. 2025). Ohne SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-
Antwort war signifikant seltener (57,9% aller Proben) eine HCoV- und SARS-

CoV-kreuzreaktive T-Zell-Antwort messbar, unabhangig des Alters.

Intensitat der HCoV- und SARS-CoV-2 kreuzreaktiven T-Zell-Antwort: Die

Intensitat der T-Zell-Antwort gegenuber dem Cll-Peptidmix war hoher als

gegenuber dem Cl-Peptidmix. Ebenso wiesen SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-
Antworten hohere Intensitaten im Vergleich zu HCoV- und SARS-CoV-2
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kreuzreaktiven T-Zell-Antworten auf. Auch hier war bei Erwachsenen in der
Untergruppe ,nur T-Zell-Antwort“ die Intensitat der T-Zell-Antwort gegentber

dem ClI-Peptidmix hoher als bei Kindern/Jugendlichen.

Durchseuchung: In etwa 6 von 10 untersuchten Familien zeigte mindestens ein

Familienmitglied eine SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Reaktion, ohne dass
zusatzlich Antikorper nachweisbar waren. Bei 45,5% der Familien lag bei allen
Familienmitgliedern, zu denen Daten vorlagen, eine SARS-CoV-2-spezifische T-

Zell-Reaktion oder Serokonversion vor.
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4 Diskussion

4.1 Erwachsene vs. Kinder und Jugendliche: Haufigkeit der Infektion

In unserer Studie zu Beginn der COVID-19-Pandemie mit Proben aus dem
Sommer 2020 konnten gezeigt werden, dass sich innerhalb einer Familie im
Durchschnitt 76,5% der Angehdrigen mit SARS-CoV-2 infiziert haben. Dabei
wurden Kinder und Jugendliche (56,7%; 55 von 97) seltener infiziert als
Erwachsene (89,3%; 134 von 150). Unsere Ergebnisse unterstitzen andere
Studien, aus denen hervorgeht, dass eine Transmission der SARS-CoV-2-
Alphavariante im hauslichen Kontext haufiger Erwachsene betrifft als Kinder
(Madewell et al. 2020) und dass Kinder und Heranwachsende weniger anfallig
fur eine Infektion mit SARS-CoV-2 sind (Davies et al. 2020; Viner et al. 2021).
Trotzdem muss beachtet, dass viele weitere Faktoren wie Symptome, Viruslast,
soziale Kontakte und Verhalten berucksichtigt werden mussen, um eine

verlassliche Aussage zur Transmission treffen zu kénnen (Viner et al. 2021).

4.2 Erwachsene vs. Kinder und Jugendliche: Breite der Imnmunantwort

Kinder und Jugendliche demonstrieren in unserer Studie analog zu Erwachsenen
die Fahigkeit, eine breite SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort auf HLA-
Klasse-I- und HLA-DR-restringierte Epitopmixe zu entwickeln. In allen
Altersgruppen ist die SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort vor allem durch
HLA-DR-restringierte Epitope mediiert. Bilich et al. untersuchten mittels
Durchflusszytometrie die Zusammensetzung der T-Zell-Antwort auf die
verwendeten Epitop-Mischungen. Diese setzte sich gegenuber SARS-CoV-2-
spezifischen HLA-DR-restringierten Epitopen vor allem aus CD4+-Zellen
zusammen. Die T-Zell-Antwort gegeniber SARS-CoV-2-spezifischen HLA-
Klasse-I-restringierten Epitopen wurde hingegen durch CD4+ und CD8+ T-Zellen
mediiert (Bilich et al. 2021). Dieses Phanomen kdnnte auf die Fahigkeit von HLA-
Klasse-I- und Klasse-llI-Molekllen zuriickzuflhren sein, sich an primaren und
sekundaren Peptidankermotiven zu binden, welche die zentralen 9 bis 10

Aminosauren eines Peptids umfassen (Bilich et al. 2021).

Eine Dominanz von CD4+-T-Zellen bei der SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-
Antwort wurde bereits beschrieben (Moss 2022). Die CD4+-T-Zellen kdnnen als
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follikulare T-Helferzellen potentiell die humorale Immunantwort unterstitzen und
zu Ausbildung von neutralisierenden Antikérpern beitragen (Boppana et al.
2021).

In unserer Studienpopulation zeigte sich die SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-
Antwort bei Erwachsenen haufiger als bei Kindern durch HLA-DR-restringierten-
Epitopmix vermittelt und bei Erwachsenen intensiver ausgepragt als bei Kindern.
Dies entspricht bei Bilich et al. einer CD4+-Zell-Antwort und kénnte ein Hinweis
fur eine starkere B-Zell-Stimulation durch CD4+-T-Helferzellen bei Erwachsenen
sein. Auch in anderen Studien zeigten Kinder meist eine weniger stark
ausgepragte SARS-CoV-2-spezifische CD4+ und CD8+ T-Zell-Antwort im
Vergleich zu Erwachsenen (Cohen et al. 2021; Pierce et al. 2020).

4.3 Zellulare Immunantwort ist sensitiver als Antikorpernachweis

In unserer Studienpopulation konnte in 34,1% (62 von 182) der Falle bei
SARS-CoV-2-spezifischer T-Zell-Antwort keine zusatzliche Serokonversion
nachgewiesen werden (Dulovic et al. 2025). Durch die Verwendung von SARS-
CoV-2-spezifischen-Epitopen kann eine falschliche Messung einer zu anderen
HCoV kreuzreaktiven T-Zell-Antwort ausgeschlossen werden (Nelde et al. 2021;
Dulovic et al. 2025). Bei erfolgter Serokoversion konnte mit Ausnahme von 3
Proben eine SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort gemessen werden. Damit
zeigte sich bei uns der ELISpot, also die T-zellulare Immunantwort, fur den
Nachweis einer SARS-CoV-2-spezifischen Immunantwort sensitiver als der
Nachweis von Antikdrpern. Zu berlcksichtigen ist jedoch der héhere Aufwand,

der mit der Durchflihrung des ELISpot verbunden ist.

Frihere Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass die Antikorperreaktion
nach einer SARS-CoV-2-Infektion im Laufe der Zeit abnehmen kann, wahrend
die T-zellulare Immunantwort bestehen bleibt (Becker et al. 2021; Bonifacius et
al. 2021; Seow et al. 2020). Insbesondere zeigt sich bei asymptomatischen
Verlaufen eine meist schnelle, aber transiente Antikdrperproduktion (Carsetti et
al. 2020). Bei unserer Studienpopulation wurde der Serostatus etwa 3-4 Monate
nach Bestatigung einer Infektion innerhalb des Haushalts erhoben und die

meisten Teilnehmer zeigten einen asymptomatischen oder milden
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Krankheitsverlauf. Dies macht eine partielle Abnahme der Antikrperreaktion vor

Testung maoglich.

Eine mogliche Erklarung bietet auRerdem das Modell der ,cellular sensitization
without seroconversion® (Moss 2022; Dulovic et al. 2025). Dies beschreibt eine
virusspezifische  T-zellulare  Immunantwort auf SARS-CoV-2 ohne
Serokonversion und wurde bereits in anderen Studienpopulationen beobachtet
(Bilich et al. 2021; Bjorkander et al. 2022; da Silva Antunes et al. 2021,
Schwarzkopf et al. 2021; Sekine et al. 2020), auch im innerfamilidaren Kontext
(Gallais et al. 2021).

SARS-CoV-2-spezifische CD4+-Zellen konnten bereits mit einer protektiven
Immunantwort assoziiert werden (Rydyznski Moderbacher et al. 2020) und
SARS-CoV-2 spezifische T-Gedachtniszellen zeigten nach erneutem Antigen-
Kontakt eine Expansion und Cytokinproduktion, welche mit einer antiviralen
Wirkung assoziiert sind (Rodda et al. 2021). Es scheint also wahrscheinlich, dass

auch eine alleinige ,cellular sensitization“ protektiv gegen Infektion wirken kann.

Dennoch ist anzumerken, dass die SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort in
unserer Kohorte bei der ,cellular sensitization without seroconversion® eine
geringere Intensitat der T-Zell-Antwort zeigte als bei zusatzlicher
Serokonversion. Eine geringere Frequenz der CD4+ und CD8+-T-Zellen bei
Seronegativen im Vergleich zu Seropositiven ist bereits vorbeschrieben (Sekine
et al. 2020). Das konnte ein Hinweis dafur sein, dass sich das Immunsystem
weniger intensiv mit dem Virus auseinandergesetzt hat und ihn schneller

abwehren konnte (Dulovic et al. 2025).

4.4 Kinder und Jugendliche zeigen seltener Serokonversion

Kinder und Jugendliche zeigten bei Nachweis einer SARS-CoV-2-spezifischen
T-Zell-Antwort in unserer Studie doppelt so haufig wie Erwachsene keine
gleichzeitige Serokonversion (Gruppe ,nur T-Zell-Antwort“ anteilig an den Proben
mit SARS-CoV-2-spezifischer T-Zell-Antwort: Kinder/ Jugendliche 52,8%;
Erwachsene: 26,4%) (Dulovic et al. 2025). Dies spricht fur eine in jingeren
Jahren starker ausgepragte ,cellular sensitization“ oder eine schnellere Abnahme

der AntikOrperantwort.

66



Bei isolierter spezifischer T-Zell-Antwort ohne Serokonversion reagierten Kinder
und Jugendliche nach Stimulation mit SI-Peptidmix haufiger mit einer SARS-
CoV-2-spezifischen T-Zell-Antwort als Erwachsene (Gruppe ,nur T-Zell-Antwort*
Erkennungsrate Sl bei Kindern/ Jugendlichen 75%, Erwachsene 50%). Unter
Berucksichtigung der bereits bei Bilich et al. (2021) publizierten Daten entspricht
dies einer CD4+ und CD8+ T-Zellen mediierten T-Zell-Antwort (Bilich et al. 2021).

Im Gegenzug zeigten Erwachsenen bei alleiniger spezifischer T-Zell-Antwort
ohne Serokonversion haufiger als Kinder und Jugendliche eine SARS-CoV-2-
spezifische T-Zell-Antwort nach Stimulation mit Sll-Peptidmix (Erkennungsrate
Sl Gruppe ,nur T-Zell-Antwort® bei Kindern/ Jugendlichen 75%, Erwachsene
94,1%). Die SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort nach Stimulation mit SlI-
Peptidmix zeigte sich zudem bei Erwachsenen intensiver als bei Kindern
(Intensitat Median Gruppe ,nur T-Zell-Antwort“ bei Kindern/ Jugendlichen =
49,13, Erwachsene = 79,99) und entsprach bei Bilich et al. (2021) einer CD4+-

vermittelten T-Zell-Antwort.

Dies ist ein Hinweis flr eine bei Kindern und Jugendlichen eher CD8+-Zell-
vermittelten SARS-CoV-2-spezifischen Immunantwort im Rahmen der ,cellular
sensitization®. Im Erwachsenenalter scheint die SARS-CoV-2-spezifische

Immunantwort hingegen haufiger durch CD4+-Zellen vermittelt zu sein.

Generell ist anzumerken, dass die CD4+-T-Zell-Antwort bei Kindern
insbesondere in der ersten Lebensdekade im Vergleich zu Erwachsenen starker
durch Typ-2-T-Helferzellen (Th2) statt Typ-1-T-Helferzellen (Th1) mediiert wird
(Hobbs et al. 2020; Kollmann et al. 2017; Saso und Kampmann 2017). Im
verwendeten ELISpot wurde die IFNy-Antwort gemessen und somit Th2-Zellen
nicht detektiert. Dies konnte eine Erklarung dafir bieten, dass Kinder und
Jugendliche eine geringere Frequenz oder Intensitat der SARS-CoV-2-
spezifischen CD4+-T-Zell-Antwort zeigen. Eine der Funktionen von Th2-Zellen
ist insbesondere die Aktivierung von B-Zellen und somit die Antikdrperproduktion
(Boppana et al. 2021). Die Antikorperproduktion bei SARS-CoV-spezifischer
T-Zell-Antwort im Kindesalter zeigte sich in unserer Kohorte jedoch seltener als
bei Erwachsenen. Deswegen scheint eine starke, undetektierte Aktivierung der
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Th2-Zellen im Kindesalter als alleinige Erklarung fur die im Vergleich zu
Erwachsenen mdglicherweise starkere Betonung der CD8+-T-Zellen der SARS-

CoV-2-spezifischen T-Zell-Antwort unwahrscheinlich.

Insbesondere Kinder haben eine stark reaktive direkte Immunantwort vermittelt
durch Zellen des angeborenen Immunsystems. So kann vermutlich das
mukosale Immunsystem durch vermehrte Interferon-Sekretion die virale
Replikation von SARS-CoV-2 schneller stoppen (Pierce et al. 2020; Yoshida et
al. 2022). Bei alteren Personen (>65 Jahre) wurde im Gegensatz dazu eine
Verminderung der Interferon-Signalwege beschrieben (Chou et al. 2022). Es wird
vermutet, dass Kinder durch einen grof3eren Pool naiver T-Zellen und gleichzeitig
grol3erer Diversitat im T-Zell-Rezeptor-Repertoire eine SARS-CoV-2-Infektion
effektiver im Anfangsstadium bekampfen kénnen (Pierce et al. 2020; Yoshida et
al. 2022).

Dies ist insbesondere fur die weitere Impfforschung relevant. Haufig wird das
Ansprechen von Impfungen anhand der Antikdrper-Antwort gemessen (Khoury
et al. 2021; Ward et al. 2022). Unsere Daten geben Hinweis darauf, dass die
SARS-CoV-2-spezifischen Antikdrper im Erwachsenenalter langer persistieren
oder dass Kinder und Jugendliche seltener als Erwachsene SARS-CoV-2-
spezifische Antikorper bilden trotz vorhandener SARS-CoV-2-spezifischer T-

zellularer Immunantwort (Dulovic et al. 2025).

Eine vorrangegangene Infektion mit pra-omikron Varianten von SARS-CoV-2
zeigte sich protektiv vor einer Re-Infektion und einem schweren
Krankheitsverlauf (Stein et al. 2023). Die T-zellulare Immunantwort scheint durch
die hohe Polymorphie der HLA-Molekule zudem im Vergleich zur humoralen
Immunantwort robuster und langlebiger gegenuber Durchbruchsinfektionen mit
neuen besorgniserregenden Varianten von SARS-CoV-2 zu sein (Ahmed et al.
2020; Francis et al. 2022; Muik et al. 2023; Young 2022). AuRerdem sind SARS-
CoV-2-spezifischen CD4+-T-Zellen bei milden Verlaufen von COVID-19
involviert (Braun et al. 2020; Rydyznski Moderbacher et al. 2020; Tan et al. 2021).
und von Bedeutung fir die Funktion von B-Zellen und die Bildung von Antikérpern
(Ansari et al. 2022).
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Die Betrachtung sowohl der zellularen als auch der humoralen Immunantwort
scheint deswegen essenziell zu sein, um die Immunitat gegenuber SARS-CoV-2
insbesondere bei Kindern richtig einzuschatzen (Dulovic et al. 2025). Unsere
Studiendaten deuten darauf hin, dass Erwachsene und Kinder haufiger mit
SARS-CoV-2 infiziert waren, als es durch Messung der SARS-CoV-2-
spezifischen Antikérperproduktion vermutet wurde. Dies legt nahe, dass
insbesondere Kinder und Jugendliche moglicherweise haufiger vor Re-Infektion
mit neuen Virusvarianten oder vor einem schweren Krankheitsverlauf geschutzt

sind.

4.5 Zellulare Kreuzreaktivitat unterscheidet sich bei Kindern/
Jugendlichen und Erwachsenen nicht
In unserer Studie manifestierte sich bei Nachweis einer SARS-CoV-2-
spezifischen T-Zell-Antwort bis auf eine Ausnahme immer eine HCoV- und
SARS-CoV-2-kreuzreaktive T-Zell-Antwort. Dabei fallt auf, dass die HCoV- und
SARS-CoV-2-kreuzreaktive T-Zell-Antwort eine hohere Intensitat aufweist bei
Nachweis einer SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-Antwort als ohne den
Nachweis dieser. Dies spricht am ehesten fur eine erneute Aktivierung von
vorbestehenden HCoV- und SARS-CoV-2-kreuzreaktiven T-Zellen im Rahmen
einer SARS-CoV-2-Infektion (Dulovic et al. 2025), wie bereits bei Sealy und
Hurwitz beschrieben (Sealy und Hurwitz 2021).

Eine HCoV- und SARS-CoV-kreuzreaktive T-Zell-Antwort konnte bereits in
Personen nachgewiesen werden, die keine Exposition gegenuber SARS-CoV-2
oder COVID hatten (Le Bert et al. 2020). Zusatzlich scheint eine kurzlich
stattgehabte Infektion mit HCoV mit einem besseren klinischen Verlauf einer
Infektion mit SARS-CoV-2 assoziiert zu sein (Sagar et al. 2021). AulRerdem
konnte eine Korrelation von HCoV-Kreuzreaktivitat mit einer schnellen zellularen
und verstarkten humoralen Immunantwort nachgewiesen werden (Loyal et al.
2021). Dies kann einen milderen Krankheitsverlauf einer SARS-CoV-2-Infektion
mediieren (Loyal et al. 2021). In diesem Zusammenhang scheint der haufige

Nachweis von HCoV- und SARS-CoV-2-kreuzreaktiven T-Zellen passend zu den
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groldtenteils asymptomatischen und milden Verlaufen in  unserer

Studienpopulation.

Kreuzreaktivitat zu HCoV kann potentiell eine Protektion vor Infektion mit SARS-
CoV-2 vermitteln (Murray et al. 2023). So zeigten SARS-CoV-2-naive Personen
in einer anderen Studienpopulation nach Kontakt zu COVID-19 innerhalb des
Haushalts hohere Frequenzen von kreuzreaktiven T-Zellen als SARS-CoV-2-
Infizierte (Kundu et al. 2022). Auch in unserer Kohorte bildeten 57,9% der
Probanden ohne SARS-CoV-2 spezifische Immunantwort HCoV- und SARS-
CoV-2-kreuzreaktive T-Zellen, die sie moglicherweise vor einer Infektion mit
SARS-CoV-2 schutzen konnten. Die Intensitat der HCoV- und SARS-CoV-2-
kreuzreaktive T-Zellen zeigte sich jedoch niedriger als bei gleichzeitiger SARS-

CoV-2 spezifischer Immunantwort.

Das Vorkommen von HCoV- und SARS-CoV-2-kreuzreaktiven T-Zellen
unterschied sich nicht zwischen Kindern/ Jugendlichen und Erwachsenen in den
Untergruppen mit und ohne Nachweis einer SARS-CoV-2-spezifischen
Immunantwort. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu der Hypothese, dass
eine altersabhangige Abnahme kreuzreaktiver T-Zellen eine erhohte
Vulnerabilitat alterer Individuen fur eine Infektion mit SARS-CoV-2 vermittelt
(Loyal et al. 2021; Saletti et al. 2020). Unsere Daten legen nahe, dass die T-
zellulare  Kreuzreaktivitat zwischen HCoV- und SARS-CoV-2 keinen
wesentlichen Einfluss auf die Empfanglichkeit fur SARS-CoV-2 zwischen

Kindern/ Jugendlichen und Erwachsenen hat.

Einen Einfluss kénnte auch eine vorherige Transmission von HCoV im
Haushaltskontext haben, die beispielsweise bei Infektion der Kinder auch eine
Infektion der Eltern bewirken kann und so zur Bildung von HCoV-/ SARS-CoV-2-
kreuzreaktiven T-Zellen gefihrt haben kénnte. Weiterhin ist anzumerken, dass
durch unsere Daten keine komplette Einschatzung der individuell komplexen

HCoV- und SARS-CoV-2-kreuzreaktiven Immunantwort erfolgen kann.

4.6 Spezifische T-Zell-Antwort in einzelnen Haushalten
Es wurden bereits mehrere Studien zur Transmission von SARS-CoV-2 in

Haushalten durchgefihrt, die sehr variable Ergebnisse zeigten (Lewis et al.
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2022). Unsere Daten unterstitzen die Ergebnisse einiger Studien, die von einer
erhdhten ,secondary attack rate” unter Ehepartnern und alteren Mitgliedern des
Haushalts im Vergleich zu Kindern berichten (Bardhar und Khanna 2022;
Madewell et al. 2020). Die genannten Studien wiesen eine Infektion in den
meisten Fallen mittels RT-PCR oder Serologie nach, jedoch unterschieden sich
die Diagnosekriterien und die Verfugbarkeit global. In unserer Studie zeigte sich,
dass ein serologischer Nachweis allein nicht ausreichend ist, um eine
Transmission von SARS-CoV-2 in Haushalten zu beurteilen. Insbesondere
Kinder bildeten haufig eine SARS-CoV-2-spezifische T-Zell-Antwort aus, ohne
SARS-CoV-2-spezifsiche Antikorper zu bilden und sind dadurch potenziell in
epidemiologischen serologischen Erhebungen unterreprasentiert. Dabei bleibt zu
bedenken, dass die Probenentnahme 3-4 Monate nach Infektion mit SARS-

CoV-2 erfolgte und eine Abnahme der Antikdrperantwort Gber Zeit moglich ist.

In etwa 60% der Haushalten unserer Studie zeigte sich mindestens eine
serologisch nicht erfasste SARS-CoV-2 Infektion. In einigen Fallen betraf der
alleinige Nachweis einer T-Zellularen Immunantwort auf SARS-CoV-2 ohne

Antikorpernachweis sogar alle Haushaltsmitglieder.

Manche Haushalte zeigten lediglich einen Indexfall mit SARS-CoV-2-Infektion
ohne den Nachweis einer SARS-CoV-2-spezifischen Immunantwort bei anderen
Haushaltsmitgliedern. In diesen Haushalten kénnte eine Ausbreitung von SARS-

CoV-2 durch Quarantanemalinahmen verhindert worden sein.

4.7 Praktische Implikationen

Unsere Daten geben Hinweise fur eine verminderte Transmission von
SARS-CoV-2 an Kinder und Jugendliche in Haushalten. Deswegen sollten die
durchgefihrten Isolationsmal3inahmen bei Kindern und Jugendlichen im Zuge der
SARS-CoV-2-Pandemie aus heutiger Sicht kritisch beurteilt werden. Dies gilt vor
allem in Anbetracht der Folgen der IsolationsmalRnahmen fur die physische und
psychische Gesundheit von Kindern und Jugendlichen (Luijten et al. 2021; Singh
et al. 2020). Allerdings ist zu beachten, dass unsere Daten nicht alle Aspekte

berlcksichtigen, die wichtig sind um die Transmissionsraten einzuschatzen, wie
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etwa Symptome, Viruslast, soziale Kontakte und Verhalten wahrend der sozialen
Interaktion (Viner et al. 2021).

Nach Kontakt mit SARS-CoV-2 bildet ein grofRer Teil der Bevolkerung SARS-
CoV-2 spezifische langlebige T-Zellen, die eine SARS-CoV-2-Infektion
einddmmen und dadurch den Krankheitsverlauf bei Reinfektion mit neuen
Omikron-Varianten abmildern kdnnen (Huang et al. 2023). Es konnte gezeigt
werden, dass SARS-CoV-2 spezifische Antikdrper mit einer Protektion vor
Reinfektion mit SARS-CoV-2 korrelieren (Israelow et al. 2021). Auch SARS-CoV-
2-spezifische T-Zellen kénnen die Viruslast gleichermalten wie die humorale
Immunantwort verringern (Israelow et al. 2021) und auch nach Impfung gegen
SARS-CoV-2 vor Hospitalisation und Tod schutzen (Moss 2022).

Wahrend es nach Impfung gegen SARS-CoV-2 wegen der hohen Spezifitat der
Antikorper bei Infektion mit neuen Virusvarianten zum Ausbleiben einer effektiven
Antikdrperproduktion kommen kann, bleibt die T-zellulare Immunantwort meist
konserviert (Liu et al. 2022; Pusnik et al. 2024). Die nach Impfung gegen SARS-
CoV-2 gebildeten T-Zellen zeigen eine starker ausgepragte Kreuzreaktivitat zu
neuen SARS-CoV-2-Virusvarianten durch ihre hohere Toleranz fur Mutationen in
den Epitopen als die gebildeten Antikdrper (Liu et al. 2022; Pusnik et al. 2024).

Die in unserer Studie nachgewiesenen SARS-CoV-2 spezifischen T-Zellen
stellen im Vergleich zur humoralen Immunantwort somit potenziell einen
langlebigeren Schutz vor einem schwerwiegenden Krankheitsverlauf bei
Infektion mit SARS-CoV-2 auch bei neuen SARS-CoV-2-Virusvarianten dar.
Allerdings unterscheidet sich das Studiendesign der vorliegenden Untersuchung
von denen zuvor publizierter Studien, sodass Uber die Funktion der hier
nachgewiesenen SARS-CoV-2-spezifischen T-Zell-Antwort keine abschlielliende
Aussage getroffen werden kann. Fir die Zukunft ist zudem der Verlauf der Virus-
Evolution mit moglicher Ausbildung von Immune-Escape-Mechanismen zu

berucksichtigen.

Unsere Daten weisen darauf hin, dass Kinder und Jugendliche verstarkt vor einer
SARS-CoV-2-Infektion geschutzt sind als Erwachsene, da sie sich insgesamt

seltener mit SARS-CoV-2 infiziert haben. Der endgultige Mechanismus kann
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durch unser Studiendesign leider nicht hinreichend erklart werden und bedarf
weiterer Forschungsanstrengung. HCoV- und SARS-CoV-2 Kreuzreaktivitat
zeigte sich in unserer Studie bei Kindern und Erwachsenen in gleicher
Auspragung und scheint somit keinen Einfluss auf den Unterschied in der
Empfanglichkeit fir eine SARS-CoV-2-Infektion zu haben. Einen maoglichen
Erklarungsansatz bietet die im Kindesalter stark ausgepragte mukosale
Immunitat, die in unserem Studiendesign nicht untersucht wurde (Algahtani 2024;
Russell et al. 2020).

4.8 Methodologische Uberlegungen und Limitationen

4.8.1 Studiendesign

Beim Studiendesign bleibt zu bedenken, dass zum Zeitpunkt der
nachgewiesenen Infektion im April Mai 2020 Ausgangs- und
Kontaktbeschrankungen bestanden, insbesondere herrschte lediglich
Notbetreuung in Kitas und Schulen (GEW Baden-Wurttemberg (2024)). Ab Mitte
Mai wurde der eingeschrankte Regelbetrieb in Kindertagesstatten aufgenommen
und ab 15. Juni waren Schulen mit reduziertem Stundenplan gedffnet (GEW
Baden-Wiurttemberg (2024)). Im Verlauf des Frihjahrs 2020 wurden
Hygieneauflagen und eine Pflicht zum Tragen eines Mund-Nasen-Schutzes
etabliert (Bundesministerium fur Gesundheit (2024)). Dies konnte zu einer
verminderten Transmission von SARS-CoV-2 insbesondere an Kinder und
Jugendliche im Vergleich zu Erwachsenen gefuhrt haben. Es ist jedoch zu
berucksichtigen, dass die genannten MalRRnahmen 2zu Hygiene und
Kontaktbeschrankung bei Kindern und insbesondere bei Kleinkindern nur
eingeschrankt umsetzbar waren und daher moglicherweise eine geringere
Wirksamkeit entfalten konnten. Es wurden zudem lediglich asymptomatische,
milde und moderate verlaufende Infektionen in unserer Studie inkludiert, sodass
keine Aussage zur T-Zell-Antwort bei schwerem Krankheitsverlauf getroffen

werden kann.

Eine PCR-Testung bei allen Probanden ware zum sichereren Nachweis einer
SARS-CoV-2-Infektion wunschenswert gewesen. Allerdings war zum Zeitpunkt

der Probenerhebung eine PCR-Testung nur sehr eingeschrankt verfugbar,
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sodass in der Regel nur ein Indexfall pro Familie per PCR detektiert wurde
(Dulovic et al. 2025).

Teilweise stimmten Haushaltsmitglieder der Probenentnahme nicht zu oder es
konnte nur wenig Probenmaterial entnommen werden, sodass keine
angemessene Auswertung maoglich war (Dulovic et al. 2025). Dies fuhrt dazu,
dass einige Haushalte nicht in Ganze untersucht werden konnten. Zudem wurden
mehr Proben von Erwachsenen als von Kindern und Jugendlichen untersucht,

insbesondere in der Gruppe mit SARS-CoV-spezifischer T-Zell-Antwort.

4.8.2 Epitopmixe und ELISpot-Assay

Die verwendeten Epitopmixe zeigten sich alle spezifisch fiir SARS-CoV-2. (Nelde
et al. 2021). Nach Stimulation mit den hier verwendeten HCoV-/ SARS-CoV-2-
kreuzreaktiven Epitopen wurden sowohl bei Probanden, die keinen Kontakt zu
SARS-CoV-2 hatten, als auch bei Probanden, die zuvor ein SARS-CoV-2-
Infektion hatten, T-Zellen nachgewiesen, die vermutlich aus einer vorherigen
Infektion mit HCoV stammen (Nelde et al. 2021). Zur Bestatigung wurde bei
Nelde et al. ein Screening von 100 prapandemische Proben durchgefiuhrt, die
nach Stimulation mit SARS-CoV-2-spezifischen Epitopmixen keine T-Zellulare-
Immunantwort im ELISpot zeigten. Ebenso fihrte Dr. med. Julia Mdller,
Arbeitsgruppe Prof. Lang der Immunologie an der Klinik fir Kinder- und
Jugendmedizin der Universitatsklinik Tibingen, ebenfalls ein Screening an 35
prapandemischen Proben durch und konnte somit die SARS-CoV-2-Spezifitat

der Epitopmixe Sl und SlI verifizieren.

Bei der Untersuchung von PBMC ist zu beachten, dass diese nur einen Teil des
Immunsystems abbilden (T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, Monozyten und
dendritische Zellen) (Kleiveland 2015; Murphy und Weaver 2018). Insbesondere
gewebsresidente Immunzellen werden in unserer Studie nicht miterfasst. Durch
einen ex-vivo Ansatz ware eine genauere Beurteilung der in-vivo Aktivitat der
Immunzellen moéglich gewesen (Power et al. 1999). Die in-vitro-Stimulation
wurde wegen der hoheren Sensitivitat verwendet, um falsch-negative Ergebnisse
so gering wie moglich zu halten, die insbesondere bei den verwendeten

kreuzreaktiven Epitopmixen vorbeschrieben waren (Nelde et al. 2021). Dartber
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hinaus wurden strenge Kriterien herangezogen, um die korrekte Bewertung einer

T-Zell-Antwort als positiv sicherzustellen.

Die verwendeten Peptide decken 91,7% der weltweiten HLA-Klasse-I-Allotypen
und 70,6% der HLA-DR-Allotypen ab (Bui et al. 2006; Nelde et al. 2021; Vita et
al. 2015). Dies ermoglicht eine Abdeckung der Weltbevdlkerung von 97,6% mit
mindestens einem HLA-Allotyp. (Nelde et al. 2021). Dennoch kann es durch HLA-
Inkompatibilitdt zum fehlenden Nachweis einer vorhandenen T-Zell-Antwort
gekommen sein (Dulovic et al. 2025). Dies stellt eine mogliche Erklarung flr die
drei Proben der Gruppe ,nur B-Zellen® dar. Auch die Daten fur die Intensitat der
T-Zell-Antwort sind insbesondere fur HLA-I-restringierte Epitope aufgrund der
unterschiedlichen individuellen HLA-Kompatibilitat mit den Epitopen nur
eingeschrankt vergleichbar. Somit kann zur Intensitat der T-Zell-Antwort nur
begrenzt eine Aussage getatigt werden. Zudem unterscheiden sich die einzelnen
Epitopmixe in der Anzahl der enthaltenen Epitope. Dies kdnnte auch zu einem
Unterschied in den Intensitaten zwischen den Epitopmixen, insbesondere CI (9

Epitope) und Sl (16 Epitope), beitragen.

Die ELISpot-Auswertung wurde nach Vorbild von Nelde et al. durchgefuhrt und
ist angelehnt an ein bereits publiziertes und etabliertes Protokoll (Janetzki et al.
2015; Nelde et al. 2021). Eine weitere, komplementare Analyse mittels
Durchflusszytometrie ware wiinschenswert gewesen, war aber durch begrenztes
Probenmaterial nicht mdglich. Die Spotzahl pro Well wurde nach oben hin
begrenzt, sodass es zur Verfalschung der Intensitaten gekommen sein kann. Bei
der Betrachtung der Intensitat ist generell zu beachten, dass der ELISpot-Assay
lediglich eine semiquantitative Methode darstellt und man somit lediglich Trends
aufweisen kann. Dennoch bietet der ELISpot-Assay eine unubertroffene
Sensitivitat beim Nachweis von antigenspezifischen T-Zellen mit niedriger

Frequenz (Janetzki et al. 2015).

4.8.3 Serologie

Mithilfe des MultiCoV-Ab-Assay kénnen SARS-CoV-2-Infektionen prazise durch
eine umfassende Abdeckung verschiedener Antigene nachgewiesen werden (6
SARS-CoV-2 spezifische Antigene: trimeric full-length spike protein (Spike
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Trimer), receptor-binding domain (RBD), S1 domain (S1), S2 domain (S2), full-
lenght nucleocapsid (N) und N-terminal domain of nucleocapsid (N-NTD) und S1,
N, and N-NTD-Antigene von humanpathogenen a- (NL63 and 229E) and [3-
HCoVs (OC43 and HKU1)) (Becker et al. 2021). In unserer Studie wurde auf IgG
gegen entsprechende Antigene gescreent. Dennoch ist es moglich, dass
Antikdrper, die sich nicht gegen die Antigene des MultiCoV-Ab-Assays richten,
nicht erfasst wurden. Insgesamt erreichte der MultiCoV-Ab allerdings eine
Sensitivitat von 88,3 % und eine Spezifitdt von 100 % mit IgG-Nachweis und
damit eine bessere Sensitivitat im Vergleich zu kommerziellen Tests (Becker et
al. 2021).
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5 Zusammenfassung

Die Verbreitung von SARS-CoV-2 stellt eine Bedrohung fur die Gesundheit der
gesamten Weltbevolkerung dar. Da lediglich eine symptomatische Therapie
mdglich ist, kommen Praventionsmallhahmen und dem Verstandnis der
immunologischen Kontrolle eine wichtige Rolle zu, um die Bevolkerung und

insbesondere Kinder effektiver schitzen zu kbnnen.

In unserer Studie wurde die humorale und zelluldre Immunantwort in 68
Haushalten nach SARS-CoV-2-Infektion eines Haushaltmitglieds anhand von
Blutproben aus dem Sommer 2020 etwa 3-4 Monate nach Infektion untersucht.
Aus den Blutproben wurde Serum und PBMC gewonnen. Im Serum wurde mit
Hilfe eines Multiplex-Immunoassay die Antikorper-Antwort auf SARS-CoV-2 und
HCoVs bestimmt. Die PBMC wurden zur Untersuchung der SARS-CoV-2-
spezifischen und SARS-CoV-2- und HCoV-kreuzreaktiven T-zellularen
Immunantwort genutzt. Dafur wurden die PBMC durch in-vitro Peptidstimulation

prasensitiviert und die T-Zell-Antwort im IFNy-ELISpot gemessen.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass Kinder und Jugendliche innerhalb
eines Haushalts mit nachweislichem Indexfall deutlich seltener T-Zellen und
Antikdrper gegenliber SARS-CoV-2 gebildet haben als Erwachsene (Dulovic et
al. 2025). Dies konnte darauf hindeuten, dass Kinder und Jugendliche einen
gewissen Schutz vor einer Infektion mit SARS-CoV-2 aufweisen oder dass eine
Infektion im Kindes- und Jugendalter weniger Zellreihen des adaptiven
Immunsystems involviert oder diese Zellreihen Uber einen kurzeren Zeitraum

nachweisbar sind als bei Erwachsenen.

Mehr als die Halfte der Kinder, Jugendlichen und Erwachsenen, die keine SARS-
CoV-2-spezifische Immunantwort zeigten, bildeten eine HCoV- und SARS-CoV-2
kreuzreaktive T-zellulare Immunantwort aus, die potenziell eine Protektion vor
einer Infektion mit SARS-CoV-2 vermittelt. Kinder, Jugendliche und Erwachsene
zeigten gleiche Erkennungsraten von HCoV- und SARS-CoV-2-kreuzreaktiven
Peptiden (Dulovic et al. 2025).

Insbesondere bei Kindern und Jugendlichen, aber auch bei Erwachsenen, die

eine SARS CoV 2-spezifische T-zellulare Immunantwort bildeten, fand nicht

77



immer eine persistierende Serokonversion statt (Dulovic et al. 2025). Dies kdénnte
entweder auf das Ausbleiben einer Serokonversion oder auf deren Kurzlebigkeit
zuruckzufuhren sein. Der serologische Nachweis von SARS-CoV-2-spezifischen
Antikorpern bildet folglich nicht reprasentativ die Gesamtheit der SARS-CoV-2-
Infizierten ab. Der Nachweis von SARS-CoV-2-spezifischen Antikdrpern allein ist
daher ungeeignet fur die Bewertung einer vorangegangenen Infektion und
Rekonvaleszenz. Der Schutz durch spezifische T-Zellen bei fehlenden
Antikdrpern vor einer Re-Infektion mit neuen Virusvarianten oder einem
schweren Krankheitsverlauf ist derzeit nicht fundiert zu bewerten. Weitere
Forschung ist erforderlich, um die Komplexitat des kindlichen Immunsystems und
die Ubertragungsdynamik in verschiedenen Altersgruppen zu verstehen und

maogliche Einflussfaktoren zu ermitteln.
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