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1 Stand der Forschung und eigene Vorarbeiten

1.1 Stand der Forschung

Viele virale Infektionen, so auch die saisonale Virusgrippe, zeigen eine U-formige altersabhdngige
Mortalititskurve, wobei sowohl die jiingsten als auch die dltesten Patienten das hdchste Risiko
haben, schwere Komplikationen zu entwickeln oder zu sterben (Abbildung 1, blaue Kurve). Diese
U-formige Kurve ist darauf zuriickzufiihren, dass bei Kindern, besonders sehr jungen Kindern
unter einem Alter von 5 Jahren, das Immunsystem nur unvollstdndig ausgereift ist und diese jungen
Patienten daher gegeniiber Infektionskrankheiten empfindlicher sind. Im Alter ldsst die Funktion
des Immunsystems wiederum durch altersbedingte Verdnderungen nach, was diese Patienten

ebenfalls empfindlicher gegeniiber Infektionskrankheiten macht [1].

Zu dieser Regel gibt es aber immer wieder Ausnahmen. Insbesondere die HIN1-Pandemie der
Jahre 1918/1919, die sogenannte Spanische Grippe, zeigte eine andere altersabhdangige
Mortalitdtskurve, die eher einem W entsprach, mit einer hoher als normalen Mortalitét bei jungen
Patienten im Alter zwischen 20 und 40 Jahren (Abbildung 1, rote Kurve). Die Mortalitdt von
dlteren Patienten war dagegen niedriger als bei anderen Grippewellen [2]. Auch bei der HINI-
Pandemie des Jahres 2009 war bei insgesamt niedrigerer Letalitdt, zumindest in den USA, eine
relativ hohere Mortalitdt bei jiingeren Patienten zu verzeichnen [3]. Die Griinde fiir dieses
ungewohnliche Verhalten sind vielféltig und bis heute, trotz der Sequenzierung des kompletten

Genoms des Virusstamms der Spanischen Grippe, nicht vollstdndig verstanden [4].
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Abbildung 1: Altersabhidngige Influenza-Mortalitét in Kanada in der zweiten Hilfte des zwanzigsten
Jahrhunderts (blaue Kurve) im Vergleich zur Mortalitdt der Spanischen Grippe in den Jahren 1918/1919
(rote Kurve, eigene Darstellung mit Daten von [1-3])

Die insgesamt hohe Letalitidt des HIN1-Stamms von 1918 kann nicht vollstandig durch den ersten
Weltkrieg bedingte soziale Faktoren wie Untererndhrung und erhohte Mobilitdt von besonders
jungen Erwachsenen (Soldaten) erklirt werden und die Griinde hierfiir sind noch immer nicht
bekannt [5]. Es wird jedoch vermutet, dass die relativ geringer als iibliche Mortalitit dlterer
Patienten bei der Spanischen Grippe auf eine partielle Immunitdt durch Exposition gegeniiber
immunologisch dhnlichen Grippeviren in fritheren Grippe-Pandemien, z. B. der Pandemie des
Jahres 1889, zuriickzufiihren ist [2]. Die ungewohnlich hohe Mortalitét bei Patienten im jungen
Erwachsenenalter beruht dagegen wahrscheinlich zum einen auf dem Fehlen von schiitzenden
kreuzreaktiven Antikdrpern gegen diesen vollstindig neuartigen Virusstamm und zum anderen auf
einer iiberschieBenden, inflammatorischen Immunreaktion dieser Patienten, dem sogenannten
Cytokine-Storm, bei dem letztendlich das Immunsystem der Patienten zu einem Grofteil der

Pathologie beitrug, der die Patienten erlagen [6].



Ein vom Immunsystem ausgehender pathologischer Cytokine-Storm, der zur Morbiditit und
Mortalitdt von Virus-Infektionen beitrdgt, ist besonders bei respiratorischen Infektionen wie
HIN1- oder HSN1-Influenza, Severe Acute Respiratory Syndrom (SARS) Corona-Virus (CoV),
und Hantavirus ein grof3es Problem [7]. Er zeichnet sich durch das vermehrte Vorkommen von T-
Helferzeller (TH1 und TH17) und inflammatorischen Zytokinen wie Interleukin (IL)-1, IL-6,
Tumornekrosefaktor (TNF) alpha und Interferon gamma (INFg) aus [7-12]. Genetische
Wirtsfaktoren spielen wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Ausprigung dieser
pathologischen Immunantwort und erkldren, warum manche ansonsten gesunde junge Erwachsene
an einer solchen Viruserkrankung sterben, wihrend andere lediglich milde Symptome entwickelt
und nach einer oder zwei Wochen die Erkrankung unbeschadet {iberstanden haben. Ein besseres
Verstdandnis dieses komplizierten Zusammenspiels von Virus und Wirtsimmunsystem kann zu
bessern Behandlungsmethoden fiihren, die den Cytokine-Storm eindimmen, ohne dabei die

antivirale protektive Immunantwort zu unterbinden.

Das neuartige SARS-CoV2, das 2019 erstmals in der der Millionenstadt Wuhan in China auftrat,
ist der Erreger der respiratorischen Erkrankung Corona Virus Disease-19 (COVID-19), die sich
inzwischen zu einer Pandemie entwickelt hat [13]. COVID-19 zeigt, soweit bisher bekannt,
ebenfalls eine ungewohnliche altersabhangige Mortalitét. Eine Studie der ersten 72314 Fille in
China, von denen 44672 mittels RT-PCR als eindeutige SARS-CoV2-Infektionen bestitigt werden
konnten, zeigte eine Gesamtfallmortalititsrate von 2,3 % [14]. Die Mortalitdt war jedoch im
Gegensatz zu der sonst hdufigen U-formigen Kurve bei viralen Infekten bei den jlingsten Patienten
am niedrigsten und stieg mit dem Alter stetig an (Abbildung 2). In dieser Hinsicht dhnelt der
altersabhingige Verlauf typischen viralen Kinderkrankheiten wie Windpocken, Mumps, Masern
und Rételn, bei denen im Vergleich zu Erwachsenen ebenfalls geringere Komplikationsraten und
in der Regel mildere Krankheitsverldufe bei Kindern auftreten [15]. Die Ursache hierfiir ist bisher
nicht geklirt, es gibt jedoch Spekulationen, dass das kindliche Immunsystem, das mehr von der
angeborenen Immunantwort und weniger vom bei Erwachsenen dominanten adaptiven,
Antikorper-dominierten Immunsystem gepragt ist, bei diesen viralen Infekten einen Vorteil hat
[16]. Antikorper-abhéngige Verstiarkung der Infektivitat des Virus ist ein weiterer Mechanismus,
der einen schwereren Krankheitsverlauf bei Erwachsenen im Vergleich zu Kindern erkldren kann.
Dabei binden nicht-neutralisierende, durch eine frithere Infektion mit einem immunologisch

verwandten Virus praexistierende, oder kreuzreagierende Antikdrper, die urspriinglich gegen ein



anderes Antigen geformt wurden, an das Virus, konnen es aber nicht neutralisieren. Das noch
immer infektiose Virus wird nun iber zellstindige Antikérper vermehrt in Wirtszellen
aufgenommen und kann sich daher innerhalb des Organismus schneller vermehren und ausbreiten.
Antikorper-abhéngige Verstirkung ist ein besonderes Problem bei Flaviviren wie dem Dengue-
Virus und dem Zika-Virus, welche auch fiir die Impfstoftherstellung eine gro3e Herausforderung
darstellen [17]. Der Mechanismus wurde bereits bei dem mit SARS-CoV-2 nahe verwandten

SARS-CoV nachgewiesen [18, 19].

Fallmortalitat [%]

16
14
— 12
A
w 10
g 8
o
E 6
©
w4
2
0
<9 10-19 20-49 50-59 60-69 70-79 =80
Alter [Jahre]

Abbildung 2: Altersabhidngige Fallmortalititsrate bei 44672 bestitigten chinesischen COVID-19-Féllen
(eigene Darstellung mit Daten von [14])



1.2 [Eigene Vorarbeiten

Hier werden wir Ihre eigenen Ergebnisse fachlich korrekt und in ansprechender Form prdsentiert.

1.3 Projektbezogenes Publikationsverzeichnis Ihrer Arbeiten

Liste Ihrer eigenen publizierten Ergebnisse.



2 Ziele und Arbeitsprogramm

2.1 Voraussichtliche Gesamtdauer des Projekts
Die voraussichtliche Gesamtdauer dieses Projekts betrdgt 6 Jahre und fiir diese gesamte Zeit wird

eine Forderung durch die DFG benétigt.

2.2 Ziele

Das neuartige Pathogen SARS-CoV-2 hat seit seinem Auftreten im Dezember 2019 eine Pandemie
ausgelost. Die Zahl der gesicherten Fille liegt Mitte April 2020 bei knapp 2% Millionen, von denen
mehr als eine halbe Million Patienten die Erkrankung iiberstanden haben. Die Zahl der Todesfélle
liegt weltweit bei liber 150000 [20]. Es stellt damit eine enorme Herausforderung fiir die
Gesundheitsversorgung auf der ganzen Welt dar. Altere Patienten haben ein besonders hohes

Risiko.

Das Ziel des hier vorgestellten Vorhabens besteht in der Klidrung der Frage, warum der
Krankheitsverlauf von COVID-19 bei Kindern in der Regel milder verlduft als bei Erwachsenen.
Das Verstindnis des dahinterliegenden Mechanismus oder der Mechanismen kann zur
Entwicklung neuer lebensrettender Behandlungsmoglichkeiten in solchen Féllen flihren, bei denen
die Infektion mit SARS-CoV-2 zu lebensbedrohlichen Komplikationen gefiihrt hat. Im Rahmen

dieses Vorhabens sollen die folgenden Hypothesen gepriift werden.

H 1: SARS-CoV-2 induziert bei Patienten mit schwerem Krankheitsverlauf einen Cytokine-

Storm, der wesentlich zu Pathologie der Erkrankung beitragt.

H 2: Antikorper-abhingige Verstirkung der Infektivitét ist einer der Mechanismen, der zu

einem schweren Krankheitsverlauf bei Erwachsenen im Vergleich zu Kindern fiihrt.

H 3: Das angeborene Immunsystem, besonders Makrophagen, tragt zur Viruskontrolle bei

jungen Patienten wesentlich bei.

2.3 Arbeitsprogramm inkl. vorgesehener Untersuchungsmethoden

Zur Priifung der ersten Hypothese, dass SARS-CoV-2 bei Patienten mit schwerem
Krankheitsverlauf einen Cytokine Storm induziert, der wesentlich zur Pathologie beitrigt, sollen
Makrophagen, B-Zellen und T-Zellen aus peripherem Blut von Patienten, die an COVID-19

erkrankt sind, mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert werden. Makrophagen und T-Zellen



werden direkt anschlieBend (ex vivo) durchflusszytometrisch mittels intrazellulirem Zytokin-
Assay auf intrazellulare Zytokin-Expression untersucht. Aufgrund der begrenzten Anzahl
gleichzeitig verwendbarer moglicher fluoreszenter Marker werden durchflusszytometrisch
lediglich IFNg, IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, CD11b, CD4 und CD8 analysiert. Nach Zellsortierung
mittels Durchflusszytometer (FACS) wird die Zytokinexpression mittels quantitativer RT-PCR
gemessen. Bei CD4+ T-Zellen werden Zytokine, die dem THI1-, TH2- und THI17-Profil
entsprechen, also IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IL-21, IL-22, IL-24, IL-26, INFg und TNFa
mittels RT-PCR analysiert. CD11b+-Makrophagen werden auf die Expression von TNFa, IL-1,
IL-6, IL-8 und IL-12 getestet. CD19+-B-Zellen werden durch Fusion mit einer Myelomzelllinie

immortalisiert, um zu einem spéteren Zeitpunkt die produzierten Antikdrper zu untersuchen.

Da es moglich ist, dass die systemische Immunantwort sich vom lokalen Geschehen in der Lunge
unterscheidet, soll bei Patienten, die an COVID-19 verstorben sind, unmittelbar nach Eintritt des
Todes eine bronchoalveoldre Lavage durchgefiihrt werden. Makrophagen, B-Zellen und T-Zellen,
die in der Lavagefliissigkeit enthalten sind, werden ebenso wie bei den fiir peripheres Blut
verwendeten Verfahren durchflusszytometrisch mittels intrazellulirem Zytokin-Assay und

quantitativer RT-PCR auf die Zytokin-Expression untersucht.

Bei einer Kontrollgruppe von Patienten mit einem milden Krankheitsverlauf werden ebenfalls T-
Zellen, Makrophagen und B-Zellen aus peripherem Blut und bronchoalveolédrer Lavagefliissigkeit
analysiert. Da es sich bei der bronchoalveolédre Lavage um eine relativ unangenehme und invasive
Prozedur handelt, wird sie bei Patienten mi schwerem Verlauf erst nach deren Ableben und bei
Patienten mit mildem Verlauf nur bei Patienten {iber 18 Jahren angewendet werden, weswegen ein
Alter von weniger als 18 Jahren fiir diesen Teil der Studie ein Ausschlusskriterium darstellt.
Patienten werden iiber die Risiken aufgekldrt und haben jederzeit das Recht, die Studie zu
verlassen, wenn sie sich keiner bronchoalveoldren Lavage unterziehen wollen. Fiir die
bronchoalveoldre Lavage an lebenden Patienten miissen die Patienten niichtern sein. Vor der
Einfiihrung des Bronchoskops werden die oberen Atemwege mittels Lidocain und/oder Xylocain
topisch andsthesiert. Sollte der Patient eine Sedation bendtigen oder wiinschen, kann Midozolam
1. v. verabreicht werden. Nach der Einfiihrung des Bronchoskops durch die Nase oder bei Blockade
durch den Mund, wird bei Bedarf eine topische Anésthesie in Form von 4 % Lidocain fiir den

Larynx und 2ml-Aliquots 2 % Lidocain unterhalb des Larynx verabreicht. Angewirmte



physiologische Kochsalzlosung wird in 50ml-Aliquots in die Lunge instilliert, wobei ein Assistent
mittels 50ml-Spritze die Fliissigkeit behutsam absaugt. Beim ersten Aliquot ist ein
Riickholvolumen von lediglich 10-20 ml normal. Das Gesamtinstillatonsvolumen sollte 200 ml

betragen.

Die Lavagefliissigkeit wird zentrifugiert und der Uberstand bis zur weiteren Verarbeitung
(Charakterisierung der enthaltenen Antikorper) bei -80°C gelagert. Die im Pellet enthaltenen
Zellen werden gezéhlt und ein Teil wird immunhistologisch charakterisiert, um genaue Zahlen
aller in der Lavagefliissigkeit enthaltenen Zellen festzustellen. Der Rest der Makrophagen, T- und
B-Zellen wird wie die aus dem peripheren Blut gewonnenen Zellen weiterverarbeitet. Die
Rekrutierung der Patienten mit schwerem Krankheitsverlauf wird in der Intensivstation des
Krankenhauses des Antragstellers ggf. unter Einbeziehung der Angehorigen erfolgen. Zur
Rekrutierung von milden Fillen und, wenn mdéglich, asymptomatischen Féllen wird mit regionalen
Hausirzten und anderen COVID-19-Teststellen, die COVID-19-RNA-Tests durchfiihren (lassen),
zusammengearbeitet, um sicherzustellen, dass Patienten, deren Test positiv ausfiel, noch in der
akuten Phase der Erkrankung rekrutiert werden konnen. Fiir diesen Teil der Studie werden die
ersten drei Jahre des hier vorgestellten Vorhabens verwendet werden. Durch die unabsehbare
Entwicklung der COVID-19 -Pandemie ist es jedoch schwer abzuschitzen, wie viele Patienten auf
diese Weise rekrutiert werden konnen. Es wird allerdings angestrebt, mindestens jeweils 50

schwere und milde Fille zu rekrutieren.

Ab dem dritten Jahr wird parallel die zweite Hypothese ,,Antikorper-abhéngige Verstarkung der
Infektivitdt ist einer der Mechanismen, der zu einem schweren Krankheitsverlauf bei Erwachsenen
im Vergleich zu Kindern fiihrt* getestet werden. Dazu werden die in den ersten zwei Jahren
gesammelten und immortalisierten B-Zellen verwendet. Die von diesen B-Zellen produzierten
Antikorper werden sequenziert und ihre Antigene charakterisiert. Da das SARS-CoV-2 nur eine
begrenzte Anzahl von strukturellen Proteinen, namlich die S- (spike), E- (envelope), M-
(membrane) und N- (nucleocapsid) Proteine enthélt [21], sollte die Charakterisierung der Antigene
der SARS-CoV-2-spezifischen Antikorper relativ einfach sein. Hierzu werden ELISAs eingesetzt,
bei denen jeweils reine virale Proteine in der ELISA-Platte immobilisiert werden. Die Hybridom-
Uberstinde werden in die Platte titriert. Virusspezifische Antikoérper werden in verschiedenen

Konzentrationen mit dem Virus vermischt und untersucht, ob verschiedene Antikorper die In-


https://en.wikipedia.org/wiki/Nucleocapsid

vitro-Infektivitit beeinflussen, indem sie sie verstarken oder aber das Virus neutralisieren. Die
Nierenepithelzelllinie VERO, die von der afrikanischen griinen Meerkatze stammt, wird als

suszeptible Zelllinie verwendet. Als MaB fiir die Infektivitdt wird der ID50-Virustiter verwendet.

Anschlieend werden Libraries von iiberlappenden HIS-tagged-Peptiden produziert werden, die
einem spezifischen Epitop eines Virusproteins entsprechen, und, da sie aufgrund ihrer Kiirze nicht
an Plastik binden, mittels His-Tag in einer ELISA-Platte immobilisiert werden. Anhand dieser
Peptide wird das spezifische Epitop von interessanten Antikérpern charakterisiert. Fiir die
vollstindige Charakterisierung von mindesten fiinf neutralisierenden und fiinf verstdrkenden
Antikdrpern werden vier Jahre beginnend mit dem Zeitpunkt der Hybridomproduktion
veranschlagt. Ein besseres Verstdndnis, welche Antikorper und Epitope zur Viruskontrolle
beitragen, und welche eine Verstiarkung der Infektivitit verursachen, ist von immenser Bedeutung
fiir die Entwicklung und/oder Verbesserung eines wirksamen Impfstoffes. Es kann auch zur
Produktion von monoklonalen Antikérpern fiihren, die zur Behandlung besonders schwer

Erkrankter eingesetzt werden konnen.

Die dritte Hypothese, dass das angeborene Immunsystem, besonders Makrophagen, bei jungen
Patienten wesentlich zur Viruskontrolle beitragen, wird parallel zu den beiden anderen Hypothesen
in der gesamten 6-Jahres-Laufzeit dieses Forschungsvorhabens getestet werden. Hierzu werden in
Zusammenarbeit mit regionalen Hausdrzten Kinder mit bestitigter SARS-CoV-2-Infektion in die
Studie rekrutiert. Da eine bronchoalveolare Lavage bei Kindern ohne medizinische Notwendigkeit
nicht infrage kommt, werden lebende Makrophagen, B-Zellen und T-Zellen aus dem Sputum
isoliert. Dass dies prinzipiell moglich ist, konnte in der Vergangenheit fiir Makrophagen gezeigt
werden [21] und sollte in dieser Form auch fiir andere Zellarten (B-Zellen, T-Zellen) moglich sein.
Da die erwartete Zellzahl begrenzt ist, wird ein Teil der Zellen immunohistologisch charakterisiert
und gezdhlt und der Rest mittels FACS in CD4+T-Zellen, CD19+-B-Zellen und CD11b+-
Makrophagen getrennt. Die Zytokin-Expression der Makrophagen und T-Zellen wird mittels RT-
PCR analog zu den Erwachsenen durchgefiihrt. Parallel dazu werden Zellen aus dem peripheren
Blut isoliert. Zellzahlen, die jeweiligen Anteile von Makrophagen, B- und T-Zellen und Zytokin-
Expressionsmuster der Zellen, sowohl aus dem Sputum als auch aus dem peripheren Blut, werden
mit den entsprechenden Daten der Erwachsenen und mit historischen Daten von gesunden Kindern

und Kindern mit verschiedenen Infektionen verglichen. Sollte sich herausstellen, dass ein



signifikanter Unterschied zwischen Kindern und Erwachsenen, Kindern und Erwachsenen mit
mildem Verlauf, Kindern und Erwachsenen mit schwerem Verlauf oder zwischen Erwachsenen
mit mildem und schwerem Verlauf besteht, liee sich moglicherweise daraus schlieBen, welche(s)
Zytokine fiir den schweren Verlauf verantwortlich sind. Dies konnte zum Einsatz von
entsprechenden inhibierenden monoklonalen Antikdrpern oder anderen spezifischen Biologika als
Behandlung flihren, ohne den Patienten mit moglichen deletiren Folgen allgemein
immunsupprimieren zu miissen. Diese Ergebnisse lassen sich moglicherweise auch auf die
Behandlung von anderen viralen Pneumonien, beispielsweise Influenzapneumonien, iibertragen
und wiirden daher unsere Fihigkeit, diese und &hnliche emergenten Pandemien behandeln zu

kénnen, entscheidend verbessern.

Der zeitliche Verlauf des vorgeschlagenen Forschungsprojektes ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Zeitlicher Verlauf des vorgeschlagenen Forschungsprojektes (eigene Darstellung)
Ein Késtchen entspricht 6 Monaten, rot: Hypothese 1, blau: Hypothese 2, griin: Hypothese 3
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4 Beantragte Module/Mittel

Personal (Antragsteller(-in) nicht eingeschlossen):

1 ganze BAT2a Stelle fiir 1 Postdoctoral Fellow fiir die gesamte Laufzeit von 6 Jahren (jeweils 2
3-Jahres-Stellen fiir eine(-n) Postdoctoral Fellow)

2 halbe BAT2a Stellen fiir 2 Doktorand/Innen fiir die gesamte Laufzeit von 6 Jahren (jeweils 3
Jahre Dauer pro Doktorand/-in)

3 MTA Vollzeit, fiir die gesamte Laufzeit von 6 Jahren

Geriite:

Es werden keine Mittel fiir Geréte beantragt.

Verbrauchsmittel*:

Durchflusszytometrie: Intrazelluldre Zytokin-Assay-Kits, Zelloberflachenantikdrper, sekundare

Antikorper, sterile Puffer
Zellkultur: Zellkulturmedien, Zellkulturflaschen und -platten, Trypsinlosung, VERO-Zelllinie

Peptidsynthese: {liberlappende 18 Aminosduren-Peptidbibliotheken aller 4 strukturellen
Viruspeptide

PCR: Enzyme, Puffer, RT-PCR Kits, RNA-Isolations-Kits

Plastikwaren: Pipetten, Pipettenspitzen, Zentrifugationsrohrchen, PCR-Platten, Zellkulturflaschen
und -platten, ELISA-Platten

* Wir konnen leider keine Preise angegeben, da diese von individuellen Vertrdigen mit Ihrer

Universitdt abhdngen.

13



5 Voraussetzungen fiir die Durchfithrung des Vorhabens

Wir werden Ihnen hier helfen, diesen Abschnitt mit IThren Angaben den Vorgaben der DFG

entsprechend auszufiillen.

5.1 Angaben zur Dienststellung

5.2 Angaben zur Erstantragstellung

5.3 Zusammensetzung der Projektarbeitsgruppe

5.4 Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftlern

5.4.1 Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler, mit denen fiir dieses Vorhaben eine
konkrete Vereinbarung zur Zusammenarbeit besteht

5.4.2 Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler, mit denen in den letzten 3 Jahren
wissenschaftlich zusammengearbeitet wurde

5.4.3 Apparative Ausstattung
Durchflusszytometer, Durchfluss-Zellsorter, DNA-Sequenzer, quantitative RT-PCR-Maschine,

konventionelle PCR-Maschine, BSL3 Laminar Flow-Biosicherheitskabinett, Zellkulturinkubator,

Zentrifugen (bis zu 250 ml Volumen und Mikrozentrifugen)

5.4.4 Projektrelevante Zusammenarbeit mit erwerbswirtschaftlichen Unternehmen

14



ACAD WRITE G

Forschungsantrag
gemeinsam schreiben.
www.acad-write.com/leistungen

Trustpilot





