74 Ubersetzt von Englisch nach Deutsch - www.onlinedoctranslator.com

v v 8 ®

TRANSPARENT
PROCESS

Artikel "o

molecular
systems

: ]
o hiology

Persistentes epigenetisches Gedachtnis der SARS-CoV-2-mRNA-

Impfung in aus Monozyten stammenden Makrophagen

Alexander Simonis
Julie M Mudler

1,2.3,16, Sebastian ] Theobald,23,16, Anna E Koch
1,2, Andromachi Pouiklis, Ulrike Gobels, Richard Acton

2, Ram Mummadavarapu =%

5,6, Sandra Winter1,2,

Alexandra Albus1,2, Dmitriy Holzmann 2, Marie-Christine Alberts;7, Michael Halleki,2, Henning Walczak 78

Thomas Ulass 10,11, Manuel Koch

und Jan Rybniker= 23165

Abstrakt

Das Immungedéchtnis spielt eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung dauerhafter
antimikrobieller Inmunantworten. Wie genau mRNA-Impfstoffe angeborene
Immunzellen trainieren, um schiitzende Abwehrmechanismen des Wirtes zu
entwickeln, ist noch unbekannt. Hier zeigen wir, dass die SARS-CoV-2-mRNA-Impfung
die Histon-H3-Lysin-27-Acetylierung (H3K27ac) an Promotoren menschlicher, aus
Monozyten stammender Makrophagen signifikant etabliert, was auf ein epigenetisches
Gedéchtnis hindeutet. Wir fanden jedoch heraus, dass zwei aufeinanderfolgende
Impfungen flr die Persistenz von H3K27ac erforderlich waren, was mit
proinflammatorischen, angeborenen immunassoziierten transkriptionellen
Veranderungen und antigenvermittelter Zytokinsekretion Ubereinstimmte. H3K27ac in
Promotorregionen blieb sechs Monate lang erhalten, und eine einzige mRNA-
Auffrischimpfung stellte deren Spiegel und die Freisetzung von Makrophagen-
abgeleiteten Zytokinen wirksam wieder her. Interessanterweise stellten wir fest, dass
H3K27ac an Promotoren in Makrophagen-abgeleiteten, nukleosomarmen Regionen mit
Sequenzen angereichert ist, die die Sekundéarstruktur von G-Quadruplex-DNA bilden.
Dies verknupft das epigenetische Gedachtnis mit der Nukleins&urestruktur.
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass mRNA-Impfstoffe ein
hochdynamisches und anhaltendes Training angeborener Immunzellen induzieren, das

eine anhaltende proinflammatorische Immunantwort erméglicht.
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Einflhrung

SARS-CoV-2-mRNA-Impfstoffe waren fir die Einddmmung der Coronavirus-
Pandemie 2019 (COVID-19) von entscheidender Bedeutung (Baden et al.,
2021; Polack et al.,2020; Yang et al.,2023). Wie genau diese neuartigen
Impfstoffkonstrukte, die die mRNA-abhéngige Expression des SARS-CoV-2-
Spike-Proteins (SP) steuern, verschiedene Schichten des angeborenen und
adaptiven Immunsystems aktivieren, ist noch nicht vollstédndig verstanden
(Verbeke et al.,2022). Es gibt starke Hinweise darauf, dass
pathogenspezifische Immunantworten eine dauerhafte Aktivierung
angeborener Immunzellen wie Makrophagen oder dendritischer Zellen
Uber Adjuvantien und pathogenassoziierte molekulare Muster (PAMP)
erfordern. Qualitat, Quantitat und AusmaR der Aktivierung angeborener
Immunzellen bestimmen die langlebigen Gedachtnisreaktionen adaptiver
Immunzellen wie B- und T-Zellen (Fitzgerald und Kagan,2020; Iwasaki und
Medzhitov,2010; Sonnenberg und Hepworth,2019).

Kurzlich konnten wir zeigen, dass sowohl eine SARS-CoV-2-Infektion als auch
eine mRNA-Impfung menschliche, aus Monozyten stammende Makrophagen
nach einer erneuten Stimulation mit dem SARS-CoV-2 SP ex vivo zur starken
Sekretion proinflammatorischer Zytokine anregen (Theobald et al., 2021;
Theobald et al.,2022). In unseren Studien konzentrierten wir uns auf das
Schlisselzytokin Interleukin-18 (IL-1pB), das wir mithilfe autologer
Kokulturexperimente mit der Makrophagen-gesteuerten Aktivierung von
Effektor-Gedachtnis-T-Zellen in Verbindung brachten (Theobald et al.,2022). Die
Sekretion von IL-1B hdngt von der Aktivierung des hochregulierten NOD-, LRR-
und Pyrin-Doménen-haltigen Proteins 3 (NLRP3)-Inflammasoms in Makrophagen
ab (Swanson et al.,2019). Sowohl bei Impfstoffen als auch bei natirlichen
Infektionen spielen das vom Inflammasom stammende IL-1p und die damit
verbundenen Rezeptoren eine Schliisselrolle bei der Ubertragung stimulierender
Signale zwischen angeborenen und adaptiven Immunzellen (Tahtinen et al.,2022;

Van Den Eeckhout et al.,2020). Uberraschenderweise fanden wir SP-abhiangige
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Die Reifung von IL-1B war hochselektiv, wobei in stimulierten Makrophagen von
nicht geimpften oder nicht mit SARS-CoV-2 infizierten Personen kein oder nur
sehr wenig IL-18 sezerniert wurde. Darlber hinaus kdnnte die impfinduzierte
Makrophagen-Priming durch wiederholte Antigenexposition nach der zweiten
SARS-CoV-2-mRNA-Impfung verstarkt werden (Theobald et al.,2022). Nach einem
voribergehenden Rickgang der Makrophagenreaktion beobachteten wir nach
der dritten (zweiten Auffrischungs-)Impfung, die nach sechs Monaten verabreicht
wurde, eine starke Sekretion von IL-1B aus Makrophagen. Folglich deuten die
Daten darauf hin, dass aus Monozyten stammende Makrophagen nach der SARS-
CoV-2-mRNA-Impfung mehrere Monate lang dauerhafte Verdnderungen
aufweisen, obwohl zirkulierende Monozyten typischerweise eine Lebensdauer
von nicht mehr als sieben Tagen haben (Whitelaw,1966). Jingste Studien,
hauptsachlich an Mausen, zeigten, dass angeborene Immunzellen nach Kontakt
mit pathogenen Antigenen ein langlebiges epigenetisches Gedachtnis bewahren,
das schnelle und wirksame Reaktionen auf nachfolgende Herausforderungen
ermdglicht. Dieses angeborene Immungedachtnis, auch als trainierte
angeborene Immunitét bezeichnet, wurde mit langlebigen
Chromatinmodifikationen in hamatopoetischen Vorlauferzellen in Verbindung
gebracht. Diese dienen als epigenetische Markierungen, die es reifen
angeborenen Immunzellen ermoglichen, ihr Transkriptionsprofil als Reaktion auf
pathogene Antigene schnell anzupassen (Netea et al.,2016).

Bemerkenswerterweise geht die epigenetische Umgestaltung tGber
Chromatinmodifikationen hinaus und wurde auch mit alternativen DNA-
Sekundarstrukturen in Verbindung gebracht. Menschliche DNA kann G-
Quadruplex-Strukturen (G4) in repetitiven Elementen wie Telomeren sowie
in nukleosomarmen Regionen, insbesondere bei hochtranskribierten
Genen, annehmen (Biffi et al.,2013; Hansel-Hertsch et al.2016; Hansel-
Hertsch et al.2020). G4-DNA wird mit epigenetischer Umgestaltung und der
Regulierung angeborener Immunantworten in Verbindung gebracht
(Guilbaud et al.,2017; Makowski et al.,2018; Miglietta et al.,2021).

Epigenetische Veranderungen wurden nach Impfungen mit Bacillus
Calmette-Guérin (BCG) beobachtet, einem Lebendimpfstoff ausMycobacterium
bovis,Der Impfstoff wird hauptsachlich zur Tuberkulosepravention eingesetzt. Es
wurde gezeigt, dass dieser Impfstoff epigenetische Veranderungen hervorruft
und das angeborene Immungedachtnis verbessert (Sun et al., 2024). Es wird
angenommen, dass diese Gedachtnisreaktion auch Schutz vor nicht damit
verbundenen Infektionskrankheiten bietet (Kaufmann et al., 2018; Kleinnijenhuis
et al.,2012). Ahnliche Beispiele wurden fiir andere Lebendimpfstoffe wie das
Vacciniavirus oder den Grippeimpfstoff angefiihrt (Sanchez-Ramon et al.,2018).
Ob inaktivierte Impfstoffe oder mRNA-basierte Impfstoffe, die zukunftige
Impfstrategien revolutionieren sollen, zu langfristigen Veranderungen der
angeborenen Immunzellen mit entsprechenden epigenetischen Verdnderungen
fuhren, ist unbekannt. Hier zeigen wir, dass SARS-CoV-2-mRNA-Impfstoffe
anhaltende epigenetische und transkriptomische Veranderungen in aus
Monozyten stammenden Makrophagen induzieren, die zu einer erhéhten
Reaktivitat gegeniber einer Reihe von SARS-CoV-2-verwandten und nicht-

verwandten PAMPs fiihren.

Ergebnisse

Zwei SARS-CoV-2-mRNA-Impfungen sind erforderlich, um eine
breite proinflammatorische Immunantwort in Makrophagen
auszulésen

In friheren Studien konnten wir zeigen, dass die SARS-CoV-2-mRNA-Impfung

und die SARS-CoV-2-Infektion zu signifikanten Veranderungen in Monozyten und
aus Monozyten stammenden Makrophagen fihren kénnen, die Gber die
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typische Lebensdauer der Zellen (Theobald et al,2021; Theobald et al.,2022). Diese
phanotypischen Studien beruhten hauptséchlich auf der Restimulation von
Makrophagen mit dem affinitatsgereinigten SARS-CoV-2-Spike-Protein (SP) ex vivo. Um
im Detail zu untersuchen, ob die SARS-CoV-2-mRNA-Impfung eine umfassende und
unspezifische Reprogrammierung von aus Monozyten stammenden Makrophagen
induziert, die ein Schlisselmerkmal des angeborenen Immungedachtnisses ist, fihrten
wir umfangreiche Restimulationstests mit verschiedenen PAMPs und gefahrassoziierten
molekularen Mustern (DAMP) durch, die auf mehrere Mustererkennungsrezeptoren
abzielen (Abb.).1A,B). Anhand unserer groBen Langsschnittkohorte von SARS-CoV-2-
mRNA-geimpften Personen untersuchten wir zundchst das Ausmaf3 der IL-13-Sekretion
in Makrophagen, die mit einzelstrdngiger RNA (ssRNA) (Toll-like-Rezeptor (TLR) 7 und
TLR8-Agonist), Zymosan (TLR2- und Dectin-1-Agonist) und Pam3CSK4 (TLR2/TLR1-
Agonist) inkubiert wurden (Datensatz EV1). Durch Stimulation von aus Monozyten
stammenden Makrophagen geimpfter Personen vor der Impfung (t0), 2 Wochen nach
der ersten (t1) und zweiten (t2) Impfung sowie 10 Wochen nach der zweiten Impfung
(t3) beobachteten wir einen Anstieg des sekretierten IL-1B im Vergleich zu t0 (Abb.1C-
E). Bemerkenswerterweise wurden fur alle verwendeten Rezeptorliganden statistisch
signifikante IL-1B-Spiegel erst zwei Wochen nach der zweiten Impfung (t2) beobachtet.
Dies deutet darauf hin, dass fir eine substanzielle Aktivierung und Reprogrammierung
der Makrophagen ein Prime-Boost-Schema erforderlich ist. Bei mit sSRNA stimulierten
Zellen blieb die Reaktivitat bis zu zehn Wochen nach der zweiten Impfung erhalten
(Abb.).1C).

Die durch die verschiedenen Rezeptorliganden, die fiir die Ex-vivo-
Stimulation verwendet wurden, induzierte IL-1(3-Sekretion ist mit der Aktivierung
von Inflammasomen und Pyroptose verbunden, einer stark
entziindungsférdernden Form des programmierten Zelltods, die durch
Membranruptur gekennzeichnet ist (Man et al.,2017). Um zu bestatigen, dass in
aus Monozyten stammenden Makrophagen geimpfter Personen zusatzliche
entziindungsférdernde Signalwege aktiviert werden, fuhrten wir Multiplex-
Zytokinanalysen an SP-stimulierten Makrophagen durch. Dabei zeigte sich, dass
mehrere Zytokine und Chemokine (TNF-q, IL-36, CCL3, CCL20, CCL4, CXCL1) in
den Uberstanden der Makrophagen zum Zeitpunkt t2 im Vergleich zu den aus
ungeimpften Personen isolierten Zellen signifikant erhdht waren (Abb.1F-I und
EV1A,B). Andere Analyten wie CCL7, CXCL13 und CXCL10 wurden durch die SP-
Stimulation in Makrophagen zu t0 und t2 nicht beeinflusst (Abb. EV1C-E).

Um die essentielle Rolle des nukledaren Hauptregulators ,kappa-
light-chain-enhancer” aktivierter B-Zellen (NF-kB) bei der
Zytokinsekretion stimulierter Makrophagen zu demonstrieren,
behandelten wir T2-Makrophagen mit KINK-1 (einem Kinaseinhibitor
von NF-kB) und quantifizierten IL-1( in den Zelliberstadnden. MCC950,
ein selektiver NLRP3-Inflammasominhibitor, diente als
Kontrollsubstanz. Beide Inhibitoren verhinderten die IL-1B-Sekretion
als Reaktion auf alle drei Rezeptoragonisten signifikant (Abb. EV1F-H).

Zusammenfassend bestatigen diese Ergebnisse, dass die SARS-CoV-2-
mRNA-Impfung die Reaktionsfahigkeit in vivo geprimter Makrophagen auf
verschiedene immunologische Ausléser erhéht, was durch NF-kB und
Inflammasom-Signale vermittelt wird. In unserer Kohorte waren zwei
Impfungen erforderlich, um signifikante Mengen an Zytokinen in
stimulierten Zellen freizusetzen. Dies deutet darauf hin, dass die erste
Priming-Impfung in aus Monozyten stammenden Makrophagen eine
Gedachtnisreaktion ausloste.

Zytokinreaktionen stimmen mit globalen transkriptomischen
Verdnderungen in aus Monozyten stammenden Makrophagen

geimpfter Personen Uberein

Fasziniert von unserer Beobachtung, dass die SARS-CoV-2-mRNA-Impfung
die Zytokinreaktion auf verschiedene PAMPs allgemein verstarkt,

© Der/Die Autor(en)

"CLEBBOTT-ER9P:038I:00EL: L1741:82:€00C dI UOA GZ0T |[JdV ‘L we ﬁJO'SSGJquLUB'MMM//ZSdllq UOA UepE|36J91UnJ9H



Alexander Simonis et al

Molekulare Systembiologie

A B * Antwort auf
Myeloider Vorl3ufer E SARS-COV-2
. > Spike-Protein (SP)
Zellen (langlebig) &
f 0 IRkt
Langfristig verbessert
g J J 2w 2w mnow
mRNA Immunantwort t0 > t1 > t2 N> e p?
Impfung zu PAMPs? L /é} /éf
. I A |
' ’ ‘ L | Isolierung von Monozyten es > Differenzierung Nzu Makrophagen |
MonozyFen Makrophagen | PhénotypischjCharakterisierung > thexpressionsanaly:> Epigenetische Motﬁkationen |
(kurzlebig)
C SSRNA D Zymosan E Pam3Csk4
P=0,034 P=0,590
105 P=0,0000138 105 104 P=0,023
104+
= = 104+ = 103+
£ 103+ S £
S S >
g g g
< 102 o -
= = 103 = 102
101+
100 T T T T 102 101 T T T T
to  t1 2 t3 to  t1 2  t3
F SP G SP H SP ICH SP
P=0,000107 P=0,007
105 — P=0,0000269 102 — P=0,0000782 106 — P=0,053 103 — P=0,006
P=0,0000190 @ P=0,047
£=0.995 P=0,957 ~ 105
104 — [S
= P>0,999 —~
= = T 2 ¢ E 102
E E [ £ 104 S
ISy <) M g
a 103+ 2 101+ o s
= O o
< o S 103 N
o 2 T U 101
= A v
102+ o
s 1 02 =
101 100 T T 101 T T 100
to 2 t0 t2
O/® unstimuliert
©/@ SP-stimuliert
fuhrten RNA-Sequenzanalysen von SP-stimulierten und unstimulierten Verschiebung des Transkriptoms, was auf einen Priming-Effekt der
Monozyten-abgeleiteten Makrophagen zu t0 und t2 durch, um den Einfluss der Impfung auf die nachfolgende Genexpression nach SP-Stimulation
Impfung auf genomweiter Transkriptionsebene umfassend zu quantifizieren. hindeutet (Abb.2B; Datensatz EV3). Beim Vergleich des Transkriptoms der
Dabei beobachteten wir erhebliche Unterschiede in den Genexpressionsmustern SP-stimulierten Zellen beider Gruppen (ungeimpft versus geimpft) waren
zwischen den verschiedenen Gruppen. Die SP-Stimulation von Monozyten- die beiden Gruppen anhand ihrer Genexpressionsprofile klar
abgeleiteten Makrophagen ungeimpfter Personen (t0) induzierte im Vergleich zu unterscheidbar (Abb.2C). Die Analyse der Genexpression in Makrophagen
unstimulierten t0-Zellen nur moderate Veranderungen der Genexpression (Abb.). nach SP-Stimulation im Vergleich zu unstimulierten Zellen ergab 2519
2A; Datensatz EV2). Im Gegensatz dazu fuhrte die SP-Stimulation von Zellen, die Gene, die differentiell exprimiert wurden (definiert durch eine log2-fache

bei t2 isoliert wurden, zu einer enormen
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Abbildung 1. Zytokinfreisetzung in Makrophagen nach SARS-CoV-2-mRNA-Impfung.

(A)Grafische Darstellung der Arbeitshypothese. (B)Studiendesign: Blutproben gesunder Spender wurden longitudinal zur Monozytenisolierung gesammelt, anschlieBend durch Kultivierung mit
M-CSF zu Makrophagen differenziert und fir nachfolgende Anwendungen, einschlieBlich Ex-vivo-Stimulationsexperimenten, RNA-Sequenz- und CUT&RUN-Analysen, verwendet. Die Proben
wurden vor (t0) und zwei Wochen nach der ersten Impfung (t1) sowie zwei Wochen nach der zweiten Impfung (t2) gesammelt, die vier Wochen nach der ersten Impfung und zehn Wochen nach
der zweiten Impfung (t3) verabreicht wurde. Die obere Grafik veranschaulicht die IL-1B-Sekretion zu verschiedenen Zeitpunkten nach Stimulation mit dem SARS-CoV-2-Spike-Protein (SP), wie in
friiheren Studien gezeigt. (C)Monozyten wurden durch CD14 isoliert.Selektion aus peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs). Die Zellen wurden ausgesat und 5 Tage lang in Gegenwart
von M-CSF inkubiert. Differenzierte Makrophagen wurden mit ssRNA stimuliert (t0:n =35, t1:n =28; t2:n =42; t3:n =26), Zymosan (t0: n =35, t1:n =28; t2:n =43; t3:n =26) (D)oder PamsCska(t0:n =35,
t1:n =28; t2:n =44; t3:n =33) (E)fur 4 Stunden. Die IL-1B-Sekretion wurde mittels ELISA quantifiziert. FUr die statistische Analyse wurde eine einfaktorielle ANOVA mit Dunnetts multiplem
Vergleichstest verwendet, der t1-t3 mit t0 verglich. (F)Es wurden aus Monozyten stammende Makrophagen von ungeimpften (t0) (grau) und geimpften Personen (t2) (rot) erzeugt und mit SP
stimuliert (t0: dunkelgraue Punkte; t2: dunkelrote Punkte) oder unstimuliert gelassen (t0: hellgraue Punkte; t2: hellrote Punkte), wie in ( beschrieben.C).Konzentrationen von TNF, IL-36 (G),MIP-1-
a (CCL3) (H),und CCL20 (ICH),wurden mittels Multiplexanalysen gemessen. Fir die statistische Analyse wurde eine zweifaktorielle ANOVA mit Sidak-Multiple-Vergleichsanalyse verwendet.
Boxplots zeigen den Median, das obere und untere Quartil sowie die Minimal- und Maximalwerte. Die dargestellten Datenpunkte reprasentieren den technischen Mittelwert eines
unabhéngigen Experiments.PWerte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Die Quelldaten fiir diese Abbildung sind online verfligbar.

. .. . Das H3K27ac-Verhaltnis verandert sich zu verschiedenen Zeitpunkten. Eine
Makrophagen von geimpften Personen. Darlber hinaus waren 268 P

_— R . beispielhafte G -B -Ansicht zeigt ei deraten Ansti hd
differentiell exprimierte Gene (DEGs) in beiden Gruppen vorhanden, eispieihatte henom-ETOWSEr-Ansicht zeigt einen moderaten Anstieg nach der
wahrend nur 50 DEGs spezifisch fur Makrophagen von ungeimpften
Personen waren (Abb.).2D).

Darlber hinaus ergaben Genanreicherungsanalysen eine starke

ersten Impfung (t1), gefolgt von einem deutlichen Anstieg nach der zweiten
Impfung (t2), dann einen abnehmenden Trend von t2 Gber t3 bis t4 und
schlief3lich einen deutlichen Anstieg nach der dritten Impfung (t5) (Abb.).3A). Um

) . ) H3K27ac-Verdanderungen Uber verschiedene Zeitpunkte hinweg systematisch zu
Hochregulierung von Genen, die mit der angeborenen Immunantwort, der ) R ) ) )
L " . ) . erfassen, haben wir zunachst die Konzentrationen H3K27ac-angereicherter
Zytokinsignalisierung und der Abwehrreaktion auf Viren in Makrophagen

. . . . . . ) Genomregionen mittels Peak-Calling global ermittelt und diese H3K27ac-Peaks
von geimpften Personen, die zum Zeitpunkt t2 mit SP stimuliert wurden, im

. ) . anhand ihrer geringsten Entfernung zu annotierten Genen zugeordnet. Aktive
Vergleich zu denen von ungeimpften Personen verbunden sind (Abb.2E,F;

. i . Enhancer finden sich in Genkérpern und in distalen regulatorischen Regionen.
Datensatze EV4 und EV5). Diese Beobachtungen stiitzen unsere Hypothese

Um zu beurteilen, ob genassoziierte Peaks als Reaktion auf die Impfung H3K27ac
weiter, dass die mRNA-Impfung einen Priming-Effekt induziert, der die 9 prung

. - . . N in Enhancern oder Promotoren erhalten, haben wir H3K27ac-Peaks wie folgt
transkriptionelle Reaktivitat bei Exposition gegenuber o ) ) )
" ) . N kategorisiert: (a) Promotor, 1 kb stromaufwarts bis 250 bp stromabwarts der
pathogenassoziierten Reizen ex vivo erhéht. ) .
Transkriptionsstartstellen (TSS), (b) Genkérper, 251 bp stromabwarts von TSS bis

zu Transkriptionsendstellen (TES), und (c) distal, mehr als 1 kb bis 100 kb von TSS

Impfung instruiert einen anhaltenden H3K27ac-Spiegel im
und TES entfernt (Fulco et al.,2019). Mithilfe dieser Klassifizierung stellten wir

Genpromotor
einen insgesamt erwarteten kurzfristigen Anstieg der H3K27ac-Werte nach allen

. . . . . . . Impfzeitpunkten (t1, t2, t5) in Promotor- und Enhancer-Regionen, einschlieBlich
Epigenomische Veranderungen kurzlebiger myeloider Zellen sind notwendig, um . . .
K . . X X . Genkorpern und distalen Regionen, fest (Abb.).3B-D; Datensatz EV6).
die angeborene Immunsignalisierung nach erneuter Stimulation mit PAMPs und

. . . o . Bemerkenswerterweise stellten wir zu t4, 34 Wochen nach der zweiten Impfung
DAMPs zu verstarken, wie in unserer Studie beobachtet wurde (Kleinnijenhuis et
al.,2012; Mitroulis et al.,2018; Quintin et al.,2012). Die Reaktionsfahigkeit

trainierter angeborener Immunzellen auf zeitverzégerte Stimulation durch

(t2), einen anhaltenden, nicht abnehmenden H3K27ac-Spiegel an
Genpromotoren fest, jedoch nicht in Genkdrpern und distalen Regionen von
Makrophagen, die von geimpften Personen gewonnen wurden, im Gegensatz zu
denen, die den Impfstoff nicht erhalten hatten (Abb.3E und EV2A). Dies deutet
stark darauf hin, dass Promotoren nach der Impfung ein epigenetisches

epigenetische Verdnderungen stellt eines der Kennzeichen des angeborenen
Immungedachtnisses dar (Netea et al.,2020; Sherwood et al.,2022). Diese

Verdnderungen erfordern eine Chromatin-Umgestaltung, die durch . ) o . )
. o . X . . . . Gedachtnis erwerben. Bahnbrechende Transkriptionsfaktoren kdnnen aktiv oder
Histonmodifikationen wie Acetylierung oder Methylierung vermittelt wird, die zu
. . i L . passiv zugdngliches Chromatin in Monozyten etablieren, das

einer Aktivierung oder Repression der Transkription fihren (Foster et al.,2007;

) ) . Genexpressionprogramme steuert und als epigenetisches Gedachtnis an aus
Saeed et al.,2014). Um diese Effekte bei Personen zu untersuchen, die SARS- . .
) . o Monozyten stammende Makrophagen weitergegeben wird (Saeed et al.,2014;
CoV-2-mRNA-Impfstoffe erhalten hatten, konzentrierten wir uns auf die Histon-3-

. . . . Zaret und Carroll, 2011). Endogene G4-DNA-Sekundérstrukturen sind in
Lysin-27-Acetylierung (H3K27ac) als Marker fiir aktive Enhancer und Promotoren

. hochtranskribierten, zuganglichen Promotoren weit verbreitet, die Hotspot-Ziele
in aus Monozyten stammenden Makrophagen (Wang et al.,2008). Um den o )
flr Transkriptionsfaktoren sind (Hansel-Hertsch et al.,2016; Hansel-Hertsch et al.

2020; Spiegel et al.,2021). Stérungen der G4-DNA-Strukturen beeinflussen die
Nukleosomendichte und eréffnen die Méglichkeit, dass sie die dauerhafte

Spiegel und die Persistenz von H3K27ac in kurzlebigen Makrophagen zu
bestimmen, erweiterten wir unsere Studie und schlossen zwei zusatzliche

Zeitpunkte vor und nach der dritten (zweiten Auffrischungsimpfung) SARS-CoV-2- o ) . . R
. , Zuganglichkeit von Promotoren fiir den Transkriptionsapparat unterstiitzen
mRNA-Impfung (t4 und t5) ein. Dieser Impfstoff wurde 24 Wochen (6 Monate)

. . . konnten (Esain-Garcia et al.,2024; Esnault et al.,2023). Um zu klaren, ob die durch
nach Verabreichung der ersten beiden Impfstoffe verabreicht (Datensatz EV1).

persistentes H3K27ac markierten Promotoren das Potenzial besitzen, die G4-
. . . " Sekundarstruktur anzunehmen, betrachteten wir experimentell validierte G4-
Um den Spiegel und die genomweiten Positionen von H3K27ac zu den )
. . . . . X Sequenzen im menschlichen Genom, die sich mit annotierten zuganglichen
fanf Zeitpunkten nach der Impfung, t1 bis t5, zu bestimmen, fuhrten wir ¢
LaubdunderTZiele undRVeroéffentlichungdusingenNuclease (CUT&RUN).

Um zu beurteilen, ob die Impfung zu einem Anstieg und einer Persistenz

genomischen Regionen von Makrophagen tberschneiden (Marsico et al.,2019;
Zou et al.,2022). Die Analyse der G4-Sequenzabdeckung in H3K27ac-Peaks ergab

. ) einen erheblichen Anstieg der G4-DNA-bildenden Sequenzen in Promotoren,
von H3K27ac-Genen fihrt, haben wir H3K27ac auch vor der Impfung (t0)

. . . . jedoch nicht in Genkdrpern und distalen Regionen, ebenfalls im Vergleich zur
kartiert und die H3K27ac-Sequenzierungs-Read-Coverages der Zeitpunkte o )
. . - . randomisierten Erwartung (siehe Methoden) (Abb.).3F). Zusammengenommen
nach der Impfung (t1 bis t5) relativ zu t0 normalisiert. Interessanterweise

legen diese Ergebnisse nahe, dass H3K27ac flr
ergab dieser Ansatz eine hochdynamische Landschaft von K K
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mehrere Monate nach der Impfung an Promotoren und dass dies mit dem Promotoren, Genkérper und distale Regionen lber die Zeitpunkte hinweg im
strukturellen Potenzial von G4 im zuganglichen Chromatin von Makrophagen Vergleich zu nicht geimpften (t0) Personen (Abb.4A-C). Heatmaps, die diese
zusammenhangt. Daten darstellen, zeigten deutlich einen dominanten Gencluster (Cluster 1, ~8000
Gene), der mit H3K27ac in Promotoren zusammenhangt (Abb. EV2B), wahrend
Das epigenetische H3K27ac-Gedachtnis ist in Promotoren eine héhere Diversitét verschiedener Gencluster in Genkérpern und distalen
impfstoffresponsiver Immungene etabliert Regionen beobachtet wurde (Abb.4A-D). Bemerkenswerterweise stellten wir fest,
dass die persistenten H3K27ac-Werte in den Genen von Cluster 1 zu t4 signifikant
Um genspezifische Cluster zu identifizieren, die im Verlauf der Impfgeschichte (t1 bis t5 hoéher waren als in Makrophagen von t1. Dies war jedoch nur der Fall, wenn die
im Verhaltnis zu t0) einen dhnlichen Zuwachs und Verlust von H3K27ac aufweisen, Peaks in Promotoren von Cluster 1 lokalisiert waren, nicht in Genkdérpern oder
fuhrten wir eine uniberwachte hierarchische Clusterung von H3K27ac durch bei distalen Regionen. Diese Analyse deutet darauf hin, dass nicht alle, sondern
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Abbildung 2. Transkriptomische Veranderungen in Makrophagen, bestimmt mittels RNA-Sequenzierung.

(A)Vulkandiagramm mit differentiell exprimierten Genen (graue Punkte) in SP-stimulierten Makrophagen (n =6) im Vergleich zu unstimulierten Makrophagen (n =6) bei t0 fiir ungeimpfte (A)Jund geimpft (t2) (B)
Einzelpersonen. Negativer log10 angepasstPDie Werte sind gegen die log2-fache Veranderung aufgetragen. Herunterregulierte Gene werden mit negativen log2-fachen Veranderungswerten auf der linken Seite
des Diagramms dargestellt, wahrend hochregulierte Gene durch positive log2-fachen Veranderungswerte auf der rechten Seite repréasentiert werden. Gepunktete Linien zeigen log2-fache Veranderung +1 und
-log10 korrigiert anPWerte von 1. Gene wurden als unterschiedlich exprimiert betrachtet, wenn sie einen log2 (Fold Change) > 1 zeigten und unter einem FDR von 0,05 lagen. (C)Venn-Diagramm zeigt die Anzahl
der differentiell exprimierten Gene (DEGs) in aus Monozyten stammenden Makrophagen von ungeimpften (blau) (n =6) und geimpft (rot) (n =6) Individuen nach SP-Stimulation im Vergleich zu unstimulierten
Zellen. Die rote Farbe stellt die Anzahl der DEGs dar, die nur bei geimpften Personen vorkommen, wahrend die blaue Farbe die Anzahl der DEGs anzeigt, die nur bei ungeimpften Personen vorkommen. Die gelbe
Farbe hebt die tiberlappenden DEGs der beiden Gruppen hervor. Die KreisgréRen im Venn-Diagramm entsprechen der Anzahl der Gene. (D)Heatmap zeigt DEG-Muster, die die SP-Stimulation von aus Monozyten
stammenden Makrophagen von ungeimpften (n =6) oder geimpft (t2) (n =6) Individuen. Die Genexpressionsniveaus (log2 normalisierte Expressionswerte) sind wie angegeben farbcodiert. (E)Genontologie (GO)-
Anreicherungsanalyse, basierend auf DEGs von Monozyten-abgeleiteten Makrophagen aus geimpften (rot) (n =6) Personen im Vergleich zu ungeimpften Personen (n =6) nach Stimulation mit SP.PDie angepassten
Werte sind angegeben (Farbcode) und die GroRe der Kreise stellt die Anzahl der DEGs dar (Anzahl). Das Genverhaltnis (XAchse) geben den Prozentsatz der Anzahl der in diesem GO-Term vorhandenen Gene im

Vergleich zur Gesamtzahl der Gene in dieser Kategorie an. Die Daten werden fiir die 15 wichtigsten biologischen Prozesse angezeigt, sortiert nach angepasstenP Werte. DiePDer Grenzwert lag durch Permutation

bei 0,05 (unter Verwendung der Standardwerte in ClusterProfiler) fir die nach der Faltungsanderung (log2) geordneten Gene. (F)Vulkandiagramm, das DEGs in SP-stimulierten Makrophagen von geimpften

Personen zeigt (n =6) zum Zeitpunkt t2 im Vergleich zu stimulierten Zellen von ungeimpften Personen (n =6). Negativer log10 angepasst PDie Werte werden gegen die log2-fache Veranderung aufgetragen.

Ausgewahlte Gene sind gekennzeichnet. Gene galten als differentiell exprimiert, wenn sie eine Veréanderung (log2) > 1 aufwiesen und unter einem FDR von 0,05 lagen.

Bestimmte Promotoren weisen nach zwei Impfungen und einer Dauer von 34
Wochen einen anhaltenden H3K27ac-Spiegel auf (Abb.4Z.B).

AnschlieRend untersuchten wir, ob Gencluster aus allen Kategorien
(Promotor, Genkdrper, distal) mit Begriffen der Genontologie (GO) assoziiert
sind, die mit Immunfunktionen in Zusammenhang stehen. Systematische
Untersuchungen ergaben tatsachlich, dass 70 % aller GO-Begriffe im Gencluster
1 mit der menschlichen Immunantwort in Zusammenhang stehen (z. B. positive
Regulierung der Leukozytenaktivierung; an der Immunantwort beteiligte
Leukozytenaktivierung; Aktivierung und Differenzierung von Lymphozyten)
(Datensatz EV7). Interessanterweise stellten wir eine signifikante Uberlappung
von H3K27ac-Peaks in Promotoren immunassoziierter Gene fest (n =333), die
eine Untergruppe von Cluster 1 mit unterschiedlich exprimierten Genen von SP-
stimulierten Makrophagen geimpfter Individuen darstellen (Abb. EV2C,D). Eine
&hnliche Uberlappung wurde bei zuféllig ausgewahlten Promotoren nicht
beobachtet, was auf eine Assoziation zwischen epigenetischen und
transkriptomischen Datensatzen hindeutet (Abb. EV2C,D).

Wichtig ist, dass diese immunassoziierten Gene wiellL1B, IL-18, UndSYK,
wurden zuvor mit der angeborenen Immunantwort auf eine SARS-CoV-2-
Infektion und eine mRNA-Impfung in Verbindung gebracht (Cheong et al.,2023;
Theobald et al.,2021; Theobald et al.,2022) (Feige.5A). Daruber hinaus zeigte
persistentes H3K27ac an Promotoren dieser Gene eine erhéhte Abdeckung von
G4-DNA-Sequenzen aus makrophagenspezifischen, nukleosomarmen Regionen,
jedoch nicht in randomisierten annotierten Promotoren, was auf eine
makrophagenspezifische Anreicherung von G4-DNA-Sequenzen an
Immunpromotoren im Verhéltnis zu ihrer zufalligen Verteilung in Promotoren
hindeutet (Abb.).5B). Beim VergroBern der jeweiligen genetischen Regionen, die
far IL-1B, IL-18, SYK, NOD2 und mehrere Mitglieder der C-Typ-Lektin-Familie
(CLEC) kodieren, die mit SYK und der Inflammasom-Signalgebung in Verbindung
stehen, stellten wir fest, dass die mit diesen Genen verbundenen H3K27ac-Peaks
zu den Zeitpunkten t2, t3 und t5 starker ausgepragt waren als zu t1 und t4 (Abb.5
C, EV2E und EV3A,B).

Um das persistente Immungedachtnis in Makrophagen auch phanotypisch
zu bestatigen, haben wir die IL-1B-Sekretion zu t4 und t5 als Reaktion auf PAMPs
gemessen. Wie erwartet stellten wir in den Uberstanden simulierter t5-
Makrophagen im Vergleich zu t4-Makrophagen signifikant erhhte IL-1B-Spiegel
fest. Dies deutet auf eine erhdhte Zytokinsekretion, H3K27ac-Spiegel und eine
gesteigerte Immunantwort hin (Abb.).5D). Bemerkenswerterweise war die IL-1B-
Freisetzung zu t5 im Vergleich zu t4 deutlich héher als zu t1 im Vergleich zu t0
(Zymosan-Stimulation: mediane Verdnderung von 16,38 [t5/t4] vs. 1,63 [t1/t0];
Pam3CSK4-Stimulation: mediane Verdnderung von 66,90 [t5/t4] vs. 0,92 [t1/t0]),
was wiederum auf einen Memory-Effekt hindeutet, der tiber mehrere Monate
anhalt (Abb. EV4). Der geringere Effekt der ssRNA-Stimulation auf die IL-1pB-
Sekretion (mediane Veranderung von 2,59 [t5/t4] vs. 6,28 [t1/t0]) konnte

6 Molekulare Systembiologie

Dies lasst sich durch eine anhaltende Langzeitreaktion auf ssRNA nach zwei Impfungen
(t3) erklaren, die in diesem AusmaR fir Zymosan oder Pam3CSK4 nicht beobachtet
wurde (Abb.5D).

Zusammenfassend zeigen wir, dass die SARS-CoV-2-Impfung
langfristige epigenetische Modifikationen in H3K27ac in Promotorregionen
induziert, was zu einer verstarkten Genexpression und angeborenen
Immunantworten auf nicht verwandte PAMPs in Makrophagen flhrt, was
auf die Induktion einer trainierten angeborenen Immunitét hindeutet.

Diskussion

In unserer Studie nutzen wir die Moglichkeit, die Zytokinreaktion sowie
transkriptionelle und epigenetische Verdnderungen von aus Monozyten
stammenden Makrophagen in einer immunologisch naiven Population, die
mRNA-Impfungen erhalt, umfassend zu untersuchen. Diese Impfungen
stellen neuartige und vielversprechende Impfstoffkonstrukte fir eine
Vielzahl klinischer Anwendungen dar.

Wir konnten nachweisen, dass die SARS-CoV-2-mRNA-Impfung eine umfangreiche
und persistente H3K27ac-Sequenz an Promotoren kurzlebiger Makrophagen etabliert.
Um jedoch eine signifikante epigenetische Reprogrammierung zu erreichen, die
mehrere Monate nach der zweiten Impfung anhalt, war ein Prime-Boost-Impfschema
erforderlich. Die Priming-Impfung allein hatte wenig Einfluss auf diese epigenetische
Markierung, die mit einer veranderten Imnmunantwort einhergeht. Wichtig ist, dass die
von uns beobachtete dynamische epigenetische Landschaft mit der Fahigkeit von
Makrophagen in Verbindung gebracht werden kénnte, nach Stimulation mit einer Reihe
von pathogenen oder impfstoffbedingten Auslésern des angeborenen Immunsystems
proinflammatorische Zytokine zu sezernieren. Unsere Beobachtungen stehen daher im
Einklang mit den Merkmalen des angeborenen Immungedéachtnisses bzw. der
trainierten angeborenen Immunitat, definiert als die langfristige funktionelle
Reprogrammierung reifer myeloider Zellen (Netea et al., 2020). Das monatelange
angeborene Immungedachtnis kurzlebiger Zellen wird durch epigenetische
Reprogrammierung von Knochenmarks-Progenitorzellen und aus Blut gewonnenen
Monozyten erreicht (Netea et al.,2020). Eine wichtige epigenetische Enhancer-
Markierung in diesen Zellen ist die Akquise der Histon-3-Lysin-27-Acetylierung
(H3K27ac), die wir nach mRNA-Impfung an Promotoren verstarkt beobachteten.
Tatsachlich ist diese nichtkanonische langfristige Etablierung des H3K27ac-
Gedachtnisses an Promotoren angesichts seiner kanonischen Rolle in distalen Regionen
wie Enhancern und Genkdrpern Uberraschend, lasst sich aber moglicherweise durch die
bemerkenswerte Anreicherung von G4-DNA-Sequenzen erklaren, die als
biophysikalische Gegenkraft wirken, um die nukleosomvermittelte DNA-Kondensation

zu verhindern.
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Abbildung 3. Die Impfung fiihrt zu einer Zunahme und anhaltenden Persistenz von H3K27ac an Genpromotoren.

(A)Genom-Browser-Ansicht von 60 MB des Chromosoms 9, Anzeige des Verhaltnisses (log2) von tx zur t0-durchschnittlichen H3K27ac-Abdeckung Uber die Zeitpunkte hinweg. (B)Verteilung der

H3K27ac-Bedeckungsverhaltnisse (log2) in den Peaks der Promotoren (n =17.026) (1 kb stromaufwarts bis 250 bp stromabwarts der Transkriptionsstartstellen [TSS]) (B),Genkorper (n =19.583)
(251 bp stromabwarts von TSS bis zu den Transkriptionsendstellen [TES]) (C)und distalen Regionen (n =19.315) (1 kb bis 100 kb von TSS und TES entfernt) (D)uiber tx relativ zu t0. (B-D)Alle

Verteilungsvergleiche unterscheiden sich deutlich (P <0,001) (siehe Datensatz EV6). Der Medianunterschied (MD) zwischen dem t4/t0- und dem t1/t0-Verhaltnis ist fuir alle drei Genomregionen
angegeben. (E)Die H3K27ac-Bedeckungsverhaltnisse (log2) in den Peaks der Promotoren werden fir t4 im Vergleich zu tO fir Promotoren, Genkorper und distale Gene dargestellt. Die MD ist

zwischen Genkorpern (GB) und Promotoren angegeben. Alle Verteilungsvergleiche unterscheiden sich signifikant (P <0,0001).PDie Werte wurden mithilfe der einfaktoriellen ANOVA von RM mit

Tukeys Mehrfachvergleichstest berechnet.PWerte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. (F)G-Quadruplex-DNA-Abdeckung in H3K27ac-Peaks in annotiertem,
makrophagenspezifischem, zuganglichem Chromatin in Promotoren, Genkdrpern und distalen Regionen. Die Quelldaten fiir diese Abbildung sind online verftigbar.
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Abbildung 4. Gencluster mit dhnlichen H3K27ac-Veranderungen kénnen an Promotoren tber verschiedene Impfzeitpunkte hinweg identifiziert werden.

Unuberwachte Identifizierung von Genclustern mit ahnlichen H3K27ac-Verénderungen iber Impfungen hinweg an Promotoren (A)Genkérper (B)und distal zu Genen (CD)GréRe der groRten
Gencluster, die bei der unbeaufsichtigten hierarchischen Clusterbildung von Genen im Zusammenhang mit H3K27ac gefunden wurden. (Z.B)Vergleichende t1 vs t4 H3K27ac-

Alexander Simonis et al

(04zb01) 01/x1 8besanod oB/ ZHEH

Bedeckungsverhaltnisse (log2) relativ zu t0 in Promotoren (n =8417) (E),Genkorper (n =3606) (F)und distalen Regionen (n =2433) (G).Die mittlere Differenz (MD) zwischen den Verhaltnissen t4/t0

und t1/t0 wird fir jede Genomregion angezeigt.PDie Werte wurden mit einem Wilcoxon-Test berechnet. Die Werte waren hochsignifikant (P <0,0001) fur alle Vergleiche.PWerte unter 0,05
wurden als statistisch signifikant angesehen. Die Quelldaten fir diese Abbildung sind online verfiigbar.
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Abbildung 5. H3K27ac in Promotoren immunassoziierter Gene von Cluster 1.

Alexander Simonis et al

(A)Circos-Diagramm ausgewdahlter immunbezogener Begriffe aus Cluster 1 (H3K27ac in Promotoren). Es veranschaulicht die Uberlappung verschiedener Gene tber verschiedene GO-Begriffe hinweg. Dunkelrote

Halbkreise stellen Gene dar, die von mehreren GO-Begriffen gemeinsam genutzt werden, wahrend Gene, die eindeutig mit bestimmten GO-Begriffen assoziiert sind, hellrot hervorgehoben sind. Einzelne Gene

von Interesse, darunter IL1B, IL-18 und SYK, sind wie angegeben gekennzeichnet.B)G-Quadruplex-DNA aus zuganglichem Chromatin von Makrophagen und ihre Abdeckung in H3K27ac-Peaks, die sich in

Promotoren von Immungenen befinden, die Teil des Clusters 1 sind, und in passenden randomisierten Promotor-Sets. (C)Genom-Browseransichten verschiedener Chromosomensegmente, die das Verhéltnis

(log2) von tx zur t0-durchschnittlichen H3K27ac-Abdeckung tber die Zeitpunkte hinweg anzeigen. (D)Monozyten bei t4 (n =7; gelb) und t5 (n =7; rot) wurden durch CD14 isoliert-Positive Selektion aus PBMCs. Die

Zellen wurden ausgesat und 5 Tage lang in Gegenwart von M-CSF inkubiert. Differenzierte Zellen wurden 4 Stunden lang mit ssSRNA, Zymosan oder Pam3Csk4 stimuliert. Die IL-1B-Sekretion wurde mittels ELISA

quantifiziert. Fur die statistische Analyse wurde ein multipler ungepaarter t-Test verwendet. Boxplots zeigen den Median, das obere und untere Quartil sowie die Minimal- und Maximalwerte. Die dargestellten

Datenpunkte reprasentieren den technischen Mittelwert eines unabhangigen Experiments.PWerte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Die Quelldaten fur diese Abbildung sind online

verfuigbar.

und Transkriptionsfaktoren anzuziehen, um diese Promotoren
gemeinsam aktiv zu halten (Esain-Garcia et al.,2024; Esnault et al.,2023
; Hansel-Hertsch et al.2020; Spiegel et al.,2021).

Unsere umfassende Studie, die zu funf Zeitpunkten nach der Impfung
durchgefihrt wurde, ergab, dass es sich primar um veranderte H3K27ac-Spiegel
handelt, die mit Genen assoziiert sind, die fiir Zytokine und angeborene
Immunrezeptoren wie C-Typ-Lektine kodieren, die hochdynamisch geformt sind.
Daruber hinaus fanden wir H3K27ac auf Genen, die fur wichtige regulatorische
Proteine der menschlichen Immunantwort kodieren. Insgesamt decken sich die
Daten mit unseren jlingsten Ex-vivo-Befunden zu SP-ausgeldsten
Signalkaskaden, die die Inflammasomaktivierung und Zytokinsekretion durch
Aktivierung von C-Typ-Lektinen und SYK in Makrophagen geimpfter Personen
vermitteln (Theobald et al.,2022).

Interessanterweise deuten epidemiologische Daten darauf hin, dass
Lebendimpfstoffe wie Pocken-, Masern- und Polioimpfstoffe unspezifische
Schutzeffekte gegen andere Infektionen als die Zielkrankheiten hervorrufen
(Netea et al., 2020). Experimente an Mausen zeigten, dass die BCG-Impfung
epigenetische Verdnderungen hervorruft, die sowohl das Rezeptorrepertoire als
auch den Funktionszustand zirkulierender mononukledrer Zellen verandern und
so zu einem Schutz vor Pilzinfektionen flihren (Kleinnijenhuis et al.,2012).
Ahnliche Effekte wurden fiir den BCG-Impfstoff postuliert, der den klinischen
Verlauf einer schweren COVID-19-Erkrankung durch die Starkung der trainierten
angeborenen Immunitat beim Menschen verbessert (Mantovani und Netea, 2020
). Eine Reihe prospektiver klinischer Studien zur Bewertung von BCG zur
Verringerung der Morbiditdt und Mortalitat aufgrund von COVID-19 zeigte
jedoch keinen positiven Effekt (Moorlag et al.,2022; Ten Doesschate et al.,2022;
Upton et al., 2022). Dennoch ist es faszinierend zu spekulieren, dass die breite
und nicht-diskriminierende angeborene Immunantwort, die wir in Makrophagen
nach der SARS-CoV-2-mRNA-Impfung beobachtet haben, Resilienzprogramme
gegen andere, nicht verwandte Infektionskrankheiten induzieren kdnnte. Um
das translationale Potenzial dieser Erkenntnisse vollstdndig zu verstehen, bedarf
es weiterer Grundlagenforschung und klinischer Forschung.

In diesem Zusammenhang sind unsere Daten zur Immunantwort, die durch
die dritte Auffrischungsimpfung ausgeldst wurde, duRRerst interessant. Zunachst
konnten wir nachweisen, dass in einer immunologisch naiven Population zwei
mRNA-Impfungen erforderlich sind, um epigenetische Veranderungen und eine
starke angeborene Immunantwort ex vivo hervorzurufen. Nach einem Zeitraum
von 34 Wochen (~6 Monaten) reichte jedoch die Verabreichung einer einzigen
Auffrischungsimpfung aus, um eine signifikante epigenetische
Umprogrammierung von Makrophagen zu induzieren, die zum Auftreten
markanter H3K27ac-Markierungen auf einer groBen Anzahl von Genen fiihrte,
die fUr ein vielfaltiges Repertoire an angeborenen immunassoziierten Genen
kodieren. Dies konnte mit der starken Sekretion von Zytokinen aus Makrophagen
korreliert werden, die mit verschiedenen PAMPs stimuliert wurden. Die Art dieser
Immunantwort war wiederum unspezifisch, und SARS-CoV-2-unabhangige
PAMPs konnten nach der Impfung Makrophagen aktivieren. Ahnliche Ergebnisse
wurden kirzlich bei SARS-CoV-2-Infektionen erzielt, die lang anhaltende
epigenetische und transkriptionelle Veranderungen in Makrophagen, Monozyten
und

10 Molekulare Systembiologie

hamatopoetische Stamm- und Progenitorzellen (HSPC) (Cheong et al, 2023;
Theobald et al.,2021). Daher ist es denkbar, dass Makrophagen geimpfter
oder infizierter Personen auf andere Virusinfektionen als die Zielkrankheit
ahnlich reagieren. Eine Einschrankung besteht darin, dass fir unsere
epigenetischen Studien das mMRNA-1273-Impfstoffkonstrukt als dritter
Booster eingesetzt wurde, wahrend die ersten beiden Impfstoffe
BNT162b2-mRNA-Impfstoffe waren. Die Daten zur Auswertung der
Immunantwort der beiden Impfstoffkonstrukte sind jedoch vergleichbar,
was darauf hindeutet, dass die Wahl des Impfstoffs nur einen geringen
Einfluss auf unsere epigenetischen und transkriptomischen Ergebnisse hat
(Naranbhai et al.,2022).

Insgesamt widersprechen unsere Daten den Ergebnissen einer anderen Studie, die
postuliert, dass das Immungedachtnis nach zwei aufeinanderfolgenden mRNA-
Impfungen nur von kurzer Dauer ist und sich nach einigen Wochen eine schnelle
Entwicklung der Inmunhomdostase einstellt (Yamaguchi et al.,2022). Zwar nehmen
epigenetische Markierungen mit der Zeit ab, doch unsere Studie zeigt, dass aus
Monozyten stammende Makrophagen verandert bleiben und bei erneuter Stimulation
hochreaktiv sind. Promotorassoziierte H3K27ac-Markierungen blieben mehrere Monate
nach den ersten beiden Impfungen bestehen, was eindeutig auf ein langlebiges
angeborenes Immungedachtnis hindeutet. Wir gehen davon aus, dass diese
persistenten Markierungen die tiefgreifenden epigenetischen Veranderungen und die
starke Immunreaktion der Makrophagen nach einer einzigen Auffrischungsimpfung mit
der dritten Dosis bewirken.

Die dynamischen Aspekte, die wir bei der epigenetischen
Reprogrammierung klassischer angeborener Immunzellen beobachtet
haben, kénnten Auswirkungen auf die Verbesserung von Impfreaktionen
und -designs, die allgemeine Immunantwort auf nicht-assoziierte
Infektionen und sogar unser Verstandnis von entziindlichen Erkrankungen
nach Impfungen haben, die bei einer kleinen Anzahl Geimpfter auftreten.
Die Ergebnisse dieser Studie erweitern somit unser aktuelles Verstandnis
der mRNA-basierten Impfung und liefern wichtige Erkenntnisse fur die
zukunftige Entwicklung mRNA-basierter Impfstoffe.

Methoden

Reagenzien- und Werkzeugtabelle

Kennung oder

Reagenz/Ressource Referenz oder Quelle Katalognummer

Experimentelle Modelle

Diese Studie N/A

Vom Patienten abgeleitet

Makrophagen

Rekombinante DNA

S-Ektodoméne kodierendes Wrapp et al.,2020; Hsieh N/A

paH-Plasmid etal.,2020
Antikérper
H3K27ac Aktives Motiv Kat.-Nr. 39133
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Katalognummer

Molekulare Systembiologie

Kennung oder

Reagenz/Ressource Referenz oder Quelle Katalognummer

mirVana miRNA-Isolierungskit  Thermo Fisher Scientific Kat.-Nr. AM1561

Bio-Mag Plus Concanavalin A-
beschichtete Perlen

Polywissenschaften

Kat.-Nr. 86057

CD14 MicroBeads, human -
lyophilisiert

Miltenyi Biotec

Kat.-Nr. 130-097-052

CUTANA pAG-MNase

EpiCypher

Kat.-Nr. 15-1016

Ficoll Paque Plus

GE Healthcare

Kat.-Nr. 17-1440-02

KINK-1 Sigma-Aldrich Kat.-Nr. SML2098-
5mg

MCC950 Sigma-Aldrich Kat.-Nr. 5381200001
M-CSF, Forschungsqualitit Miltenyi Biotec Kat.-Nr. 130-096-491
(menschlich)
Nigericin Sigma-Aldrich Kat.-Nr. N7143
ORNO6/LyoVec™ InvivoGen Kat.-Nr. tirl-orné
Pam3CSK4 InvivoGen Kat.-Nr. tirl-pms
SARS-CoV-2-Spike-Protein Diese Studie N/A
SSRNA InvivoGen
Zymosan InvivoGen Kat.-Nr. tirl-zyn
Software
Adobe Illustrator v26.4.1 Adobe N/A
bcl2fastg2 v2.20.0 Illumina N/A
bedtools v2.31 Quinlan und Hall,2010 N/A
Bowtie2 v2.4.5 Langmead und Salzberg, N/A

2012
ChippeakAnno v3.34 Liebe und andere,2014 N/A
clusterProfiler v4.0.5 Yu et al.,2012 N/A
DESeq2 v1.32.0 Bioleiter N/A
enrichplot v1.12.2 Bioleiter N/A
EnhancedVolcano v1.13.2 Bioleiter N/A
Excel Microsoft N/A
fgseav1.18.0 Bioleiter N/A
GraphPad Prism v9.5.1 GraphPad N/A
LinRegPCR Amsterdam UMC N/A
Metascape Zhou et al.,2019 N/A
nf-core RNA-seq-Pipeline Ewels et al.,2020 N/A
v3.0
plotProfile v3.5.4 deepTools N/A
R-Version v4.1.1 (10.08.2021) R Core Team2021 N/A
Samtools v1.17 Li et al.,2009 N/A
SEACRV1.3 Meers et al.,2019 N/A
XPONENT Diasorin N/A
Andere

Unbeschichtetes ELISA-Kit fur

menschliches IL-1 beta

Thermo Fisher Scientific

Kat.-Nr. 88-7261-88

Menschliches Luminex®Discovery Biotechne-

Assays

Kat.-Nr. LXSAHM

KAPA
Bibliotheksquantifizierungskit

KAPA Biosystems

Kat.-Nr. KK4824
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TruSeq DNA nano Kit Illumina Kat.-Nr. 20015964

Isolierung von Monozyten und Differenzierung
zu Makrophagen

Blutproben wurden zu verschiedenen Zeitpunkten von gesunden,
ungeimpften Spendern oder von Spendern entnommen, die eine, zwei
oder drei Dosen des SARS-CoV-2-mRNA-Impfstoffs (Comirnaty [Pfizer, New
York City, NY, USA/BioNTech SE, Mainz, Deutschland] und/oder Spikevax
[Moderna, Inc., Cambridge, MA, USA]) erhalten hatten. Fur alle
menschlichen Proben wurde eine schriftliche Einverstandniserklarung
gemaR der Deklaration von Helsinki eingeholt und die Experimente
entsprachen den im Belmont-Bericht des Gesundheitsministeriums
festgelegten Grundsatzen. Die Studie wurde von der Ethikkommission in
KéIn genehmigt (Referenznummer 21-1283). In die Studie wurden nur
Erwachsene aufgenommen. Personen mit COVID-19-Infektionen vor oder
nach der Impfung wurden ausgeschlossen.

PBMCs (periphere mononukledre Blutzellen) wurden mittels
Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll Plus, GE Healthcare, Chicago, IL,
USA) gereinigt. CD14+Zellen wurden aus PBMCs durch positive Selektion
isoliert (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland). 2,5 x 10s/5 x 104
CD14-Die Zellen wurden in 24/96-Well-Platten (TPP Techno Plastic
Products AG, Trasadingen, Schweiz) ausgesat und 5 Tage lang in
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) mit 10 % fétalem Rinderserum (Thermo
Fisher Scientific) und 50 ng/ml M-CSF (Miltenyi Biotec) zur
Makrophagendifferenzierung bei 37 °C und 5 % CO kultiviert.2.

Ex-vivo-Stimulation von Makrophagen

Vor Experimenten wurde das Medium der differenzierten Makrophagen
ausgetauscht, und die Makrophagen wurden fur weitere 2 Stunden bei 37 °C und
5% CO inkubiert2. Nach dem Mediumaustausch wurde SARS-CoV-2-Protein (0,1
pg/ml), das wie zuvor beschrieben rekombinant exprimiert wurde (Theobald et
al.,2021), Zymosan (10 pg/ml; Invivogen, Toulouse, Frankreich) oder ssRNA (8 pg/
ml, ORNO6/LyoVec™,Invivogen) wurde fiir 4 Stunden zugegeben. AnschlieBend
wurde Nigericin (5 pM) (Sigma-Aldrich) fir 2 Stunden bei 37 °Cund 5 % CO,
zugegeben. Flr Experimente mit Inhibitoren wurden die Zellen vor der ersten
Stimulation entweder mit DMSO (Sigma-Aldrich), MCC950 (10 pM) (Sigma-Aldrich)
oder KINK-1 (10 pM) (Sigma-Aldrich) inkubiert. Alle Untersuchungen wurden in
technischen Duplikaten durchgefiihrt. Uberstande wurden fiir die anschlieRende
Zytokinanalyse bei -80 °C eingefroren.

Quantifizierung von Zytokinen

Der quantitative Nachweis von IL-1B erfolgte mit dem IL-1 beta Human Uncoated
ELISA Kit (Thermo Fisher Scientific) gemaR den Anweisungen des Herstellers.
Uberstinde primarer Makrophagen wurden im ELISA-Verdiinnungsmittel 1:5-
1:50 verdinnt. Alle Proben wurden in technischen Duplikaten gemessen, und die
Absorption wurde mit einem Mikroplatten-Reader (Hidex Oy, Turku, Finnland)
gemessen. FUr andere Zytokine wurde ein Zytokin-Array mittels Luminex
Discovery Assay (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) mit den angegebenen
Analyten gemal den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Die Proben
wurden bei 1000 x zentrifugiert.G
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10 Minuten lang inkubiert und vor der Analyse 1:4 in Kalibratorverdinner (R&D
Systems) verdiinnt. Zytokine/Chemokine wurden mit dem Luminex 200 XMAP-System
(Luminex) gemessen und durch Vergleich mit einer Standardkurve quantifiziert. Die

Datenerfassung und -analyse erfolgte mit der xPONENT-Software.
Transkriptomsequenzierungsanalysen (RNA-Seq)

Menschliche Makrophagen wurden wie zuvor beschrieben isoliert und in 24-Well-
Platten mit 2,5 x 10sZellen pro Well. Die Stimulation erfolgte wie zuvor
beschrieben. Kurz gesagt: Die Zellen wurden zweimal mit DPBS gewaschen und
die RNA-Isolierung mit dem mirVana miRNA-Isolationskit (Thermo Fisher
Scientific) geméaR den Anweisungen des Herstellers durchgefuhrt. Die RNA-Seq-
Bibliotheksvorbereitung erfolgte mit 100 ng Gesamt-RNA und dem NEBNext
Ultra RNA-Bibliotheksvorbereitungsprotokoll (New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA) gemaR Standardverfahren. Die Bibliotheken wurden validiert und
quantifiziert (Tape Station 4200, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

Alle Bibliotheken wurden mit dem KAPA Library Quantification Kit
(Roche, Basel, Schweiz) und dem 7900HT Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) quantifiziert. Die Sequenzierung
erfolgte mit NovaSeq6000-Sequenzern (Illumina, San Diego, CA, USA) mit
einer Leselange von 100 bp (PE) mit dem Ziel von 50 Mio. Reads/Probe
(RNA-Seq) oder einer Leseldange von 50 bp (SR) mit dem Ziel von 5 Mio.
Reads/Probe (kleine RNA). Demultiplexing und FastQ-Dateigenerierung
erfolgten mit der Software bcl2fastg2 (v2.20.0) von Illumina.

Die RNA-Sequenzierung erfolgte mit einem gerichteten Protokoll.
Qualitatskontrolle, Trimmen und Alignment wurden mithilfe der nf-core RNA-
Sequenzierungs-Pipeline (v3.0) durchgefiihrt (Ewels et al.,2020). Details zur
Software und den Abhdngigkeiten fiir diese Pipeline finden Sie unterhttps://
github.com/ nf-core/rnaseq/blob/master/CITATIONS.mdAls
Referenzgenomsequenz und Transkriptannotation wurde das Homo sapiens-
Genom GRCh38 aus Ensembl Version 103 verwendet. Die differentielle
Expressionsanalyse wurde in R Version 4.1.1 (10.08.2021) (R Core Team)
durchgefiihrt.2021) mit DESeq2 v1.32.0, um paarweise Vergleiche zwischen
Gruppen durchzufihren. Die Schrumpfungsschétzung des Log Fold Change
wurde mit ashr (Stephens,2017). Nur Gene mit einer Mindestabdeckung von 10
Reads in 6 oder mehr Proben aus jedem paarweisen Vergleich wurden als
Kandidaten fur eine differenzielle Expression betrachtet. Gene galten als
differenziell exprimiert, wenn sie einen log2 (Fold Change) > 1 aufwiesen und
unter einem FDR von 0,05 lagen. Gene mit einer Mindestabdeckung von 10
Reads in 6 oder mehr Proben aus jedem paarweisen Vergleich wurden in
funktionelle Anreicherungsanalysen einbezogen und als ,,Genuniversum® fir
Uberreprasentationsbasierte Analysen betrachtet. Die funktionelle
Anreicherungsanalyse wurde mit clusterProfiler v4.0.5 durchgefiihrt (Yu et al.,
2012). Die Gen-Anreicherungsanalyse (GSEA) wurde mit dem Algorithmus fgsea
v1.18.0 durchgefihrt (Subramanian et al.,2005). DerP- Der Grenzwert lag durch
Permutation bei 0,05 (unter Verwendung der Standardwerte in ClusterProfiler)
fur die nach log2 (Fachanderung) geordneten Gene.

Das GSEA-Punktdiagramm wurde mit Enrichplot v1.12.2 erstellt.
Das Vulkandiagramm wurde mit einer modifizierten Version der
Funktion EnhancedVolcano aus EnhancedVolcano v1.13.2 erstellt.

CUT&RUN-Probenvorbereitung

CUT&RUN wurde an 150 K Makrophagen pro Probe durchgefuhrt, wobei ein
zuvor beschriebenes Protokoll (Skene und Henikoff,2017). Kurz gesagt, die Zellen
wurden zweimal mit Waschpuffer (20 mM MHEPES, 150 mM NacCl, 0,5 mM
Spermidin) gewaschen und 10 Minuten bei Raumtemperatur an aktivierte
Concanavalin A-Kugelchen (Polysciences Inc., Warrington, PA, USA) gebunden.
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Temperatur. Die Zellperlensuspension wurde dann in Antikérperpuffer (20 mM
MHEPES, 150 mM NaCl, 0,5 mM Spermidin, 0,05 % Digitonin, 2 mM EDTA)
resuspendiert und Uber Nacht bei 4 °C mit einem H3K27ac-Antikdrper (Active
Motif, Carlsbad, CA, USA #39133) (Verdinnung 1:50) inkubiert. Die
Zellperlensuspension wurde dann zweimal mit Digitonin-Puffer (20 mM MHEPES,
150 mM Nacl, 0,5 mM Spermidin, 0,05 % Digitonin) gewaschen und 10 Minuten
lang mit 2,5 pl CUTANA pAG-MNase (EpiCypher, Durham, NC, USA) inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen mit Digitonin-Puffer wurde den Proben 1 pl 100 mM
CaCl2 zugesetzt und die Proben 2 h bei 4 °C unter Rotation inkubiert. Um die
Reaktion zu stoppen, wurde STOP-Puffer (340 mM NaCl, 20 mM EDTA, 4 mM
EGTA, 0,02 % Digitonin, 50 ug/ml RNase A, 50 pg/ml Glykogen, 50 pg gescherte
genomische DNA von Saccharomyces cerevisiaeals Spike-in-Kontrolle) wurde in
jedes Rohrchen gegeben. Die Proben wurden 10 min bei 500 U/min bei 37 °C
inkubiert, und nach der Zentrifugation wurde die Flissigkeit gesammelt, die DNA
wurde mit einem DNA Clean Concentrator Kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA)
gereinigt und die DNA wurde in Elutionspuffer eluiert. Zur
Bibliotheksvorbereitung verwendeten wir das TruSeq DNA Nano Kit und
Protokoll von Illumina mit 15 PCR-Zyklen. Die Bibliotheken wurden validiert und
quantifiziert (Agilent Tape Station 4200). Ein Pool aller Bibliotheken wurde mit
dem KAPA Library Quantification Kit und dem Applied Biosystems 7900HT
Sequence Detection System quantifiziert. Die Sequenzierung wurde mit
NovaSeq-Sequenzern (Illumina) und einer PE100bp-Leseldange mit dem Ziel von
10 Mio. Reads/Probe durchgefihrt.

CUT&RUN-Datenanalyse

Die gesamte Datenanalyse wurde mit dem europdischen Galaxy-Server
durchgefihrt (https://usegalaxy.eu). Rohe Fastg-Dateien wurden gemappt und
behandelt, wie von Zheng et al. beschrieben (https://www.protocols.io/view/cut-
amp-tagdata-processing-and-analysis-tutorial-e6nvw93x7gmk/v1). Paired-End-
Reads wurden mit Bowtie2 (Version 2.4.5), Samtools (Version 1.17) und Bedtools
(Version 2.31) unter Verwendung der folgenden Parameter ausgerichtet:

- - End-to-End --sehr empfindlich --nicht gemischt --nicht diskordant --phred33 -1 10 -X
700 fur die Kartierung von Inserts mit einer Lange von 10-700 bp (Langmead und
Salzberg,2012; Li et al.,2009; Quinlan und Hall,2010). Wir verwendeten das humane
GRCh38-Referenzgenom fiir die Alignmentierung und das Genom sacCer3 vonS.
cerevisiaefiir die Spike-In-Kalibrierung nach Anpassung aller menschlichen Bibliotheken
an die gleiche Lesetiefe. Fur die Peak-Calling-Analyse wurde SEACR (Version 1.3)
verwendet; die Fragmentzahlungen wurden mithilfe der Spike-In-Lesezahlung
normalisiert (Meers et al.,2019). Daher wurde die Normalisierungsoption von SEACR auf

~keine” eingestellt; der verwendete numerische Schwellenwert betrug 0,01.

Genomweite Abdeckungsverhaltnisse von H3K27ac von t1 bis t5 im Verhaltnis zu t0 in
Promotoren, Genkérpern und distalen Regionen

Wir haben die normalisierte genomweite Abdeckung fiir alle 41 H3K27ac-Bibliotheken
mithilfe von coverageBED (Version 2.31.1) quantifiziert und die mittlere Abdeckung fir
jeden Zeitpunkt Uber die Bibliotheken hinweg berechnet. Promotoren wurden als
Regionen definiert, die sich von -1 kb stromaufwarts des Transkriptionsstartpunkts (TSS)
bis 250 bp stromabwarts des TSS erstrecken. Genkdrper wurden als 251 bp
stromabwarts des TSS bis zum Transkriptionsendpunkt (TES) definiert. Distale Regionen
wurden als Bereiche definiert, die mehr als 1 kb und bis zu 100 kb von Genen entfernt
liegen (von TSS bis TES). H3K27ac-Peaks wurden fiir alle 41 Proben aufgerufen,
verkettet, mit sortBED (Version 2.31.1) sortiert, mit mergeBED (Version 2.31.1)
zusammengefihrt und gefiltert, um Peaks mit kanonischen chromosomalen
Annotationen (Grep-Muster: chr([0-9XYxy]+)\b) beizubehalten. Um die genomweiten
Verhaltnisse der mittleren H3K27ac-Abdeckung zu den Zeitpunkten T1 bis T5 im
Verhaltnis zu TO zu berechnen, haben wir das Verhaltnis der Summe der mittleren
Abdeckung zu jedem Zeitpunkt zu TO fir jeden H3K27ac-Peak berechnet
(bedtools_unionbedgraph, Version 2.31.1;
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tp_awk_tool, Version 9.3). Die resultierenden H3K27ac-Peaks und ihre
zugehorigen Verhaltnisse wurden mithilfe von closestBed (Version 2.31.1) weiter
zu Promotoren, Genkdrpern und distalen Regionen annotiert.

Unlberwachte Identifizierung von Genclustern mit dhnlichen H3K27ac-

Veranderungen Uber verschiedene Zeitpunkte hinweg

Um konsistente Werte fiir jedes Gen zu erhalten, haben wir die H3K27ac-
Abdeckungsverhaltnisse Uber die mit jedem Genmerkmal (Promotor, Genkorper oder
distale Region) verbundenen Peaks fiir jeden Zeitpunkt relativ zu t0 gemittelt. Um die
Komplexitdt der Abdeckungsverhéltnisse Gber die Zeitpunkte hinweg aufzulésen,
verwendeten wir dynamisches hierarchisches Clustering, um Gencluster mit
unterschiedlicher Dichte, GroRe und Struktur zu identifizieren (dynamicTreeCut, Version
1.63-1). Cluster mit einem positiven durchschnittlichen Silhouettenwert (Cluster, Version
2.1.6; Code im Abschnitt ,Datenverfligbarkeit” verfligbar) wurden fur die erneute
Clusterung und visuelle Darstellung beibehalten (Abb.).4A) und nachgelagerte Analysen

wie Genontologie (clusterProfiler, Version 4.12.6).

G-Quadruplex-DNA-Sequenzprofilierung in H3K27ac-Peaks, die mit zuganglichem
Chromatin von Makrophagen tberlappen

Wir betrachteten experimentell validierte menschliche G4-DNA-Sequenzen, die
mit annotiertem, zugdnglichem Chromatin in Makrophagen Uberlappen.
Annotierte Positionen von zuganglichem Chromatin (aus DNase-seqg- und ATAC-
seq-Datensatzen) wurden mithilfe des Peak-Annotation-Browsers (Zou et al.,2022
). Um die G4-DNA-Abdeckung in H3K27ac-Peaks zu profilieren, wurden G4-DNA-
Sequenzannotationen in bindre Abdeckungsdateien (Bigwig-Format) konvertiert
und mit Deeptools (plotProfile, Version 3.5.4; Code wird im Abschnitt
Datenverfuigbarkeit bereitgestellt) analysiert. Die G4-DNA-Abdeckung wurde in
H3K27ac-Peaks profiliert, die mit Promotoren, Genkérpern und distalen
Regionen annotiert waren, sowie in Promotoren von Immungenen aus Cluster 1,

die mit immunbezogenen Begriffen assoziiert waren.

H3K27ac-Abdeckungsprofilierung in Promotoren von Immungenen
Wir erstellten zwei Satze von H3K27ac-Peaks, die Promotoren von
Genen Uberlappten, die (a) eine erhdhte Expression als Reaktion auf
SP-Stimulation zeigten (log2FC > 1, FDR < 0,05) und (b)
immunassoziierte Gene aus Cluster 1 waren, annotiert mit
immunbezogenen GO-Begriffen wie ,Immun*, ,Entziindlich”,
LZytokin“, ,Chemokin“, ,Leukozyt” und ,Lymphozyt". Weitere Details
finden Sie im Code unter ,Datenverfugbarkeit”. Abdeckungsprofile fir
diese Peaks wurden mit Deeptools (plotProfile, Version 3.5.4) erstellt.
Fur die Genontologie, den Zirkusplot und die Kegg-Pathway-Anreicherung
wurden ChiPpeakAnno (Version 3.34) oder Metascape verwendet (Love et al.,
2014; Zhou et al.,2019).

Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit der Software GraphPad Prism 9.5.1 (GraphPad)
durchgefiihrt. Statistische Parameter (n-Wert, statistische Berechnung usw.) sind
ebenfalls in der Bildlegende aufgefiihrt.PWerte kleiner oder gleich 0,05 wurden als
statistisch signifikant angesehen. Statistische Tests wurden wie in den Bildlegenden
angegeben verwendet. Boxplots zeigen den Median sowie das obere und untere
Quartil. AusreiBer werden als einzelne Punkte (auRerhalb des 10.-90. Perzentils)
dargestellt. Streupunktdiagramme zeigen den Mittelwert. Die Datenpunkte
reprasentieren biologische Replikate. Alle Experimente wurden mindestens in
technischen Duplikaten durchgefihrt. Die Proben der verschiedenen Gruppen wurden
hinsichtlich Alter, Geschlecht und Impfstatus abgeglichen. Ansonsten wurden alle
Proben zufallig ausgewahlt, und alle anderen Informationen wurden verblindet. Die
Stichprobengréen wurden in Abhdngigkeit von der erwarteten Varianz und den

verfligbaren Proben gewahlt.
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Grafiken wurden mit BioRender.com und Adobe Illustrator erstellt.

Datenverfugbarkeit

Die im Rahmen dieser Studie generierten Daten sind im Europaischen
Genom-Phanomen-Archiv (EGA) unter der Zugangsnummer hinterlegt.
EGAS50000000341, das vom EBI und der CRG veranstaltet wird (https://
ega-archive.org/studies/EGAS50000000341). Der Computercode ist
verfugbar unter https://github.com/HaenselHertschEpiLab/
Epigenetic_memory_of_SARS-CoV-2_vaccination_in_macrophagen.

Die Quelldaten dieses Dokuments sind im folgenden Datenbankeintrag
gesammelt:biostudien:S-SCDT-10_1038-544320-025-00093-6.

Erweiterte Ansichtsdaten, erganzende Informationen und Anhange zu diesem
Dokument finden Sie unterhttps://doi.org/10.1038/s44320-025-00093-6.
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Abbildung EV1. Inflammasom-abhangige Sekretion von IL-1B in Makrophagen nach Impfung.
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(A)Monozyten wurden durch CD14+-Selektion aus Blutproben von ungeimpften (t0) isoliert (n =6) (grau) und geimpfte Personen (t2) (n =6) (rot) wurden ausgesat und 5 Tage lang in Gegenwart
von M-CSF inkubiert. Differenzierte Makrophagen wurden mit SP stimuliert (t0: dunkelgraue Punkte; t2: dunkelrote Punkte) oder unstimuliert gelassen (t0: hellgraue Punkte; t2: hellrote Punkte).
Die Konzentrationen von CCL4, CXCL1 (B),CCL7 (C),CXCL13 (D)und CXCL10 (E),wurden mittels Multiplexanalysen ermittelt. Fur die statistische Analyse wurde eine zweifaktorielle ANOVA mit
Sidak-Multiple-Vergleichsanalyse verwendet. Boxplots zeigen den Median, das obere und untere Quartil sowie die Minimal- und Maximalwerte.

(F)Aus Monozyten stammende Makrophagen von Spendern vor (t0) und 2 Wochen nach der zweiten Impfung (t2) wurden wie in ( beschrieben) erzeugt.A).Differenzierte Makrophagen wurden
mit sSRNA, Zymosan (G)oder PamsCska(H)fur 4 h in Gegenwart von MCC950 (10pM) (n =20), KINK-1 (5pM) (n =10) oder unbehandelt. Die IL-1B-Sekretion wurde mittels ELISA quantifiziert. Zur
statistischen Analyse wurde eine einfaktorielle ANOVA mit Dunnetts multiplem Vergleichstest verwendet, bei dem MCC950/KINK-1-behandelte Zellen mit unbehandelten Zellen verglichen

wurden. Boxplots zeigen den Median, das obere und untere Quartil sowie die Minimal- und Maximalwerte. Die dargestellten Datenpunkte représentieren den technischen Mittelwert eines

unabhéngigen Experiments.PWerte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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Abbildung EV2. H3K27ac-Abdeckung Uber verschiedene Genregionen und Cluster.

(A)Verteilung der normalisierten (Zéhlungen pro Million) H3K27ac-Abdeckung in den Peaks von Promotoren (1 kb stromaufwarts bis 250 bp stromabwarts der Transkriptionsstartstellen [TSS])
(links), Genkorpern (251 bp stromabwarts von TSS bis zu Transkriptionsendstellen [TES]) (Mitte) und distalen Regionen (1 kb bis 100 kb entfernt von TSS und TES) (rechts). Alle
Verteilungsvergleiche unterscheiden sich signifikant (P <0,0001).PDie Werte wurden mithilfe eines Wilcoxon-Tests berechnet.PWerte unter 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Der
Medianunterschied (MD) zwischen t4 und t0 ist fur alle drei Genomregionen angegeben. (B)H3K27ac-Abdeckung dargestellt als Veranderung (log2) Gber die Zeitpunkte (t1-t5) im Verhaltnis zu t0
fiir alle Gene, die Teil von Cluster 1 sind. (C)Veranderung der H3K27ac-Leseabdeckung in tx im Vergleich zu t0 in H3K27ac-Peaks, die mit ausgewahlten Genpromotoren aus SP-stimulierten
Genen Uberlappen (n =576), Cluster 1 immunassoziierte Gene (n =333), Zufallspromotor 1 (n =333), Zufallspromotor 2 (n =333), Zufallspromotor 3 (n =333). (D)Fisher-Statistik (-log10P) der
H3K27ac-Peaks im SP-induzierten Genpromotor, die sich mit H3K27ac-Peaks im Cluster-1-Immungenpromotor oder H3K27ac-Peaks im Zufallspromotor tberschneiden. Der Fehlerbalken gibt
die Standardabweichung der Fisher-Statistik von den drei zufallig verteilten H3K27ac-Peaks in allen annotierten Promotoren an. (E) Genom-Browser-Ansicht von 1000 kb des Chromosoms 2,
Anzeige des Verhaltnisses (log2) von tx zur mittleren H3K27ac-Abdeckung t0 Gber die Zeitpunkte hinweg.
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Abbildung EV3. H3K27ac-Abdeckung zu verschiedenen Impfzeitpunkten.

(A)Genom-Browser-Ansicht von 1000 kb des Chromosoms 12 und 9 (B),Anzeige des Verhéltnisses (log2) von tx zur durchschnittlichen H3K27ac-Abdeckung von t0 tber die Zeitpunkte hinweg.
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Abbildung EV4.  Zytokinfreisetzung vor und nach der dritten Auffrischungsdosis
Impfung.

Fold Veranderung der L-1B-Freisetzung nach Stimulation mit sSRNA, Zymosan oder Pam3CSK4
zwischen t1/t0 (n =28) (blau) und t5/t4 (n =7) (rot). Fur die statistische Analyse wurde ein mehrfaches
ungepaartesTEs wurde ein Test verwendet. Boxplots zeigen den Median, das obere und untere
Quartil sowie die Minimal- und Maximalwerte. Die dargestellten Datenpunkte reprasentieren den
technischen Mittelwert eines unabhangigen Experiments.
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